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RESUMEN

TITULO: ANALISIS ELECTROQUIMICOS DE ALGAS ELECTROGENICAS Y
MATERIALES PARA CELDAS BIOFOTOVOLTAICAS®.

AUTOR: JORGE LUIS CRUZ CONTRERAS™.

PALABRAS CLAVE: celdas biofotovoltaicas, electroquimico, microalgas,

biopeliculas, adsorcion, Synechocystis sp. PCC 6803, Oro, Platino, carbono vitreo

DESCRIPCION:

Las celdas biofotovoltaicas (BPV) son dispositivos que usan organismos
fotosintéticos como microalgas y especies de cianobacterias capaces de convertir
la energia de la luz en energia eléctrica en ausencia de una fuente de materia
organica. Una mejor comprension de las interacciones electroquimicas entre los
materiales de la celda BPV y los microrganismos hace parte de los esfuerzos
necesarios para aumentar su rendimiento y mejorar su configuracion, una estrategia
es la fijacion de biopeliculas directamente en la superficie de los materiales. En este
trabajo se utilizé la adsorcibn como método de fijacion, se modificaron las
superficies de electrodos de Oro, Platino y carbono vitreo con Synechocystis sp.
PCC 6803. Para establecer si hubo adhesion de células en la superficie de los
materiales y una transferencia de electrones que pueda ser usada en celdas BPV,
se realizd un andlisis electroquimico comparando la superficie modificada con alga
y la no modificada. Las pruebas se ejecutaron en una celda electroquimica
aplicando técnicas de voltametria ciclica (CV), de barrido lineal (LSV) y de pulso
diferencial (DPV). Primero se observaron los cambios en la superficie dados por el
color de la microalga, posterior a ello se evalué una posible transferencia de
electrones en las soluciones de ferrocianuro de potasio (Ks[Fe(CN)e]), de PBS
(solucién salina tamponada con fosfato) y soluciéon de medio BG-11. Los resultados
indican que hubo adsorcién de células en Oro y Platino, pero no hubo transferencia
de electrones sobre ningun material.

* Trabajo de grado
" Facultad de ingenierias fisicoquimicas, Escuela de Ingenieria Quimica. Director M.Sc. Criséstomo
Barajas Ferreira. Codirectores M.Sc. Diana Marcela Ibarra Mojica; Dr. Andrés Fernando Barajas.
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ABSTRACT

TITLE: ELECTROCHEMICAL ANALYSES OF ELECTROGENIC ALGAE &
MATERIALS FOR BIOPHOTVOLTAIC CELLS®

AUTHOR: JORGE LUIS CRUZ CONTRERAS™

KEYWORDS: Biophotovoltaic cells, microalgae, electrochemical, microalgae,

biofilms, adsorption, Synechocystis sp. PCC 6803, Gold, Platinum, glassy carbon

DESCRIPTION:

Biophotovoltaic cells (BPV) are devices that use photosynthetic organisms such as
microalgae and cyanobacterial species capable to turn light energy into electrical
energy in the absence of organic feedstock. A better understanding about the
electrochemical interactions between the BPV cell materials and microorganisms is
part of the necessary efforts to increase their performance and improve its
configuration, a strategy is the attachment of biofilms directly on the surface of
materials. In this work using adsorption like attachment method, the electrode
surfaces of Gold, Platinum and glassy carbon were modified with Synechocystis sp.
PCC 6803. To establish if there was adhesion of cells on the surface of the materials
and an electron transfer that can be used in BPV cells. An electrochemical analysis
was carried out comparing the alga-modified surface with the non-modified, the
studies were carried out in an electrochemical cell applying three techniques, cyclic
voltammetry (CV), linear sweep voltammetry (LSV) and differential pulse
voltammetry (DPV). First the changes on the surface given by the color of the
microalga were observed, afterwards a possible electron transfer was evaluated in
the solutions of potassium ferricyanide solution (Ks[Fe(CN)e]), of PBS (phosphate
buffered saline solution) and BG-11 medium solution. The results indicate that there
was cells adsorption in Gold and Platinum electrodes, but there was no electron
transfer on any material.

* Bachelor thesis
* Facultad de ingenierias fisicoquimicas, Escuela de Ingenieria Quimica. Director M.Sc. Criséstomo
Barajas Ferreira. Codirectores M.Sc. Diana Marcela Ibarra Mojica; Dr. Andrés Fernando Barajas.
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INTRODUCCION

La habilidad de ciertos microbios para liberar electrones fuera de la célula (conocida
como “actividad exoelectrogénica”) ha llevado al desarrollo de dispositivos que
funcionan a partir de organismos vivos y son considerados fuentes de energias
limpias, dirigidas a reducir las tasas de contaminacion global. Dentro de ellos estan
los sistemas biofotovoltaicos (BPVs) que se componen de organismos fotosintéticos
tales como microalgas y especies de cianobacterias que almacenan la energia y
generan corriente a través de la fotolisis del agua para suministrar a un electrodo en

ausencia de una fuente de materia organica [1].

Los sistemas BPV tienen muchos beneficios pero tienen algunas limitaciones y
estan relacionadas con presentar potencias de salida generalmente bajas y bajas
eficiencias en la conversion de luz [2]. En general, los bajos rendimientos y bajas
potencias de salida obtenidas son debidas a la resistencia interna de la propia celda
[3], como las perdidas metabdlicas de diferencia de potencial entre el producto
microbiano y el aceptor final de electrones (anodo) [4].

Un material anddico en celdas BPV necesita estabilidad electroquimica, ser
biocompatible, conductividad razonablemente alta, permitir la adhesion de células 'y
un bajo costo de fabricacién. El anodo debe aceptar los electrones del
microorganismo y establecer una transferencia directa de electrones para no limitar
al dispositivo. Los materiales andédicos y catddicos de las celdas BPV son
generalmente de carbono (telas, fieltro, papel, grafito), electrodos ITO (6xido de
estafo e indio), FTO (6xido de estafio dopado con fltor sobre vidrio) y también se
han hecho estudios con electrodos metalicos de Oro, Plata, Platino, Cobre y aceros

inoxidables [5].
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Para la probable mejora de rendimiento y aumento de potencias de salida de los
dispositivos se requiere una mejor comprension de las interacciones
electroquimicas entre los materiales de la celda BPV y los microrganismos. Diversos
estudios han encontrado nuevas herramientas para elevar la eficiencia de los
dispositivos BPV y una de ellas es el cultivo del microrganismo directamente en la
superficie del anodo como una biopelicula y de esta forma establecer una
transferencia directa de electrones. La biopeliculas fotosintéticas ya han
demostrado resultados bastante positivos, en una investigacion reciente cepas de
algas verdes y cianobacterias como Synechocystis sp. PCC 6803, fueron cultivadas
directamente en un &nodo conductivo, el resultado fue un aumento en las potencias
de salida de la celda (10 mW/m?), los dispositivos BPV generaron suficiente energia
para ejecutar un reloj digital comercial [4], adicionalmente Synechocystis sp. PCC
6803 bajo condiciones especiales ha demostrado que puede producir nanocables
microbianos que son conexiones eléctricamente conductoras capaces de una

trasferencia de electrones y producciéon de energia mas eficiente [6] [7].

Estas investigaciones dieron indicios positivos para una transferencia de electrones
del microorganismo, sin embargo, no fue evaluada especificamente la interaccién
electroguimica entre la microalga y los materiales de la celda que comprueben una
transferencia directa de electrones; intervinieron metodologias mucho mas
avanzadas Yy los resultados son las potencias de salida medidas de un dispositivo
BPV consolidado. En este trabajo se modificaron las superficies de 3 materiales
con el fin de verificar si las células se adhieren a la superficie y si hay una
transferencia de electrones que pueda usarse en dispositivos BPV. De los
materiales disponibles se seleccionaron materiales que permiten una mejor
caracterizacion y de las varias maneras de modificar las superficies se utilizd una

de las mas simples la adsorcion directa.
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1. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

Las microalgas son la esencia de los sistemas biofotovoltaicos debido a su
capacidad de acceder a la energia solar para dividir el agua proporcionando
electrones y oxigeno. Gracias a su abundancia, altas tasas de crecimiento [8] y de
fijacion de CO:2 (hasta 6.24 kg.m3/dia) [9] se perfilan como una gran oportunidad
para el desarrollo de sistemas de energia renovable. Estas propiedades hacen que
la energia de las microalgas sea posible de aprovechar en forma de bioelectricidad
utilizando maquinaria fotosintética en un sistema de celda de combustible definido
[10].

1.1 CELDAS BIOFOTOVOLTAICAS

Los dispositivos BPV son un hibrido de las MFCs (celdas de combustible
microbianas) y organismos fotosintéticos; la luz solar y el agua se usan como
“‘combustible” para generar energia eléctrica o proveer una fuente de equivalentes
reductores para una reaccion catodica, se diferencian de otros sistemas porque al
usar microorganismos fotosintéticos como su componente biolégico no requieren la
entrada de energia quimica (es decir sustratos organicos) y no producen CO2 [11].
En la Figura 1 se muestran los componentes que conducen a la transferencia de
electrones (e-) al anodo y liberacion de protones (H+) en sistemas celulares

biofotovoltaicos (BPVSs).
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Figura 1. Sistema Biofotovoltaico.
Light

Fuente: MCCORMICK, A. J. et al. Biophotovoltaics: oxygenic photosynthetic
organisms in the world of bioelectrochemical systems. 2015 [1].

Los materiales de la celda son criticos para la eficiencia del dispositivo; por lo tanto,
el estudio de los materiales utilizados en este tipo de celdas es esencial para las
mejoras de los dispositivos. En el Anexo A se presenta un resumen de materiales y

potencias de salida obtenidas de celdas BPV.

Una importante ventaja de los BPVs es que pueden generar corriente en periodos
diurnos o nocturnos y se componen de microorganismos capaces de auto
ensamblarse y auto reparase [1] [11]. Las cianobacterias como la usada en este
trabajo Synechocystis sp. PCC 6803 se ven favorecidas en BPVs porgue tienen una
transduccion de la luz mas eficiente [1] y estudios muestran respuestas positivas
para la generacion de corriente usando la cepa en el compartimiento del &nodo [12].
A continuacion, se presenta el montaje de una celda biofotovoltaica (Figura 2).
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Figura 2. Montaje de una celda biofotovoltaica (BPV)

(a) (b)

Cation Exchange membrane

Perspex cover

Perspex base Perspex cover

Carbon fibre cloth Anode chamber

Cathode chamber

ation Exchange membrane

= Cation Exchange membrane

Platinum mesh

Fuente: Grupo de investigacion INTERFIBIO, Universidad Rovira | Virgili, Espafia.
Vista frontal (a), perfil (b), y posterior (c).

1.2 TECNICAS DE ANALISIS ELECTROQUIMICO

En el desarrollo y mejora del rendimiento de las celdas de combustible microbianas
(MFC) y biofotovoltaicas (BPV) se han aplicado una amplia gama de técnicas de
andlisis electroquimico para una mejor comprension de sus componentes y
procesos. Parte de ellas son las técnicas voltametria ciclica, voltametria de barrido
lineal y la voltametria de pulso diferencial [13] [14].

18



1.2.1 Voltametriaciclica (CV). La voltametria ciclica es usualmente utilizada en el
estudio de reacciones de Oxido-reduccion. Esta técnica consiste en explorar
linealmente el potencial de un electrodo de trabajo estacionario (en una solucién no
agitada) utilizando una forma de onda de potencial triangular. Durante el barrido de
potencial, el potenciostato mide la corriente resultante del potencial aplicado. El
grafico resultante de potencia se denomina voltamograma ciclico; las trayectorias
gue muestra la figura son, el escaneo positivo que es la oxidacion (zona anddica) y
el escaneo negativo la reduccion (zona catodica). Los picos caracteristicos
observables son, de corriente maxima en amperios Ipa (zona anddica), Ipc (zona
catddica); picos de potencial en voltios Epa (zona anddica) y Epc (zona catddica)
[15].

El pico de corriente maxima para una pareja reversible (a 25 ° C) esta dado por la
ecuacion de Randles-Sevcik [15] (Ecuacion 1).

3 1 1
I, = (2.6%9exp5)*nzxAx Dzx(CxV2 Ecuacion 1

Donde n es el nimero de electrones, A el area del electrodo (cm?), C la
concentracion (mol/cm?3), D es el coeficiente de difusién (cm?/s) y V la velocidad de
escaneo de potencial (V/s). La ecuacion se interpreta de la siguiente manera, la
corriente (Ip) es directamente proporcional a la concentracion (C) y aumenta con la
raiz cuadrada de la velocidad de escaneo (V'?).

La voltametria ciclica ha permitido dar resultados precisos en estudios de
modificacion de las superficies de electrodos para definir la fijacion del
microorganismo[16] [17]. Un ejemplo de ello es un estudio realizado por (Busalmen
et al [16]) de la interaccion electroguimica entre células bacterianas de

Pseudomonas fluorescens (ATCC 17552) con electrodos de Oro donde se
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presentaron valores de corriente mas altos en presencia de las células bacterianas

adsorbidas.

1.2.2 Voltametria de barrido lineal (LSV). La voltametria de barrido lineal es a
menudo una técnica complementaria a los CV y ampliamente utilizada como técnica
de andlisis electroquimico [18] , también se ha aplicado en estudios de superficies
modificadas con biopeliculas [19]. En este método de voltametria se mide la
corriente del electrodo de trabajo mientras se realiza un barrido lineal en el tiempo
entre el potencial del electrodo de trabajo y el potencial del electrodo de referencia;
la tension eléctrica o voltaje se escanea desde un limite inferior hasta un limite
superior. Otra de sus diferencias es que la sensibilidad de la técnica LSV es mas
alta que para un CV, es decir, para el mismo valor de potencial aplicado puede
representar un valor de pico de corriente mas alto [20].

1.2.3 Voltametria de pulso diferencial (DPV). La voltametria de pulso diferencial
es una técnica util para medir los niveles de trazas de especies organicas e
inorganicas, en la que se usan pulsos de magnitud fijos (superpuestos en una rampa
de potencial lineal) que se aplican al electrodo de trabajo en el momento justo antes
del final de la caida. La corriente se muestrea dos veces, justo antes de la aplicacién
del pulso y nuevamente al final de la vida del pulso; la primera corriente se resta
instrumentalmente de la segunda y esta diferencia de corriente se representa frente
al potencial aplicado. El voltamograma de pulso diferencial resultante consiste en
picos de corriente cuya altura es directamente proporcional a la concentracién de
los analitos correspondientes; la seleccion de la amplitud del pulso y la tasa de
exploracién potencial generalmente requieren una compensacion entre sensibilidad,
resolucién y velocidad. Por ejemplo, amplitudes de pulso mas grandes dan como
resultado picos mas grandes y mas amplios, las mejoras en la sensibilidad y la
resolucion de la técnica pueden proporcionar informacion que define o concluye

resultados [15].
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La técnica DPV se ha sugerido utilizar por otras investigaciones en el andlisis de
superficies modificadas y para monitorear biopeliculas fotosintéticas, otro estudio
realizado por (Marsili et al [17]) permitid verificar la formacion y fijacion de una
biopelicula; en ese caso de Geobacter sulfurreducens.

1.2.4 Soluciones para analisis electroquimico. El Ferrocianuro de Potasio es un
mediador que estimula la transferencia de electrones de los microorganismos [4] y
ha sido usado en el estudio de dispositivos BPV como el puente entre el &nodo de
la celda y el material biologico [21]. Adicionalmente, la solucion de ferrocianuro de
potasio en un andlisis electroquimico presenta picos de Oxido-reduccion definidos
gue son Utiles para realizar analisis comparativos precisos y por poseer estas
propiedades también se ha utilizado en muchos estudios para evaluar las
interacciones reductoras de Synechocystis sp. PCC 6803 en diversos experimentos
[22] [23] [24] .

La solucion PBS (solucién salina tamponada con fosfato) ha sido usada en
experimentos con cianobacterias gracias a que proporciona un medio neutro y
constante para identificar algin cambio o presencia de electroactividad [25]. La
solucion de medio BG-11 es la solucion ideal de conservacion de las microalgas y
el medio de crecimiento Optimo utlizado en la mayoria de estudios con
Synechocystis sp. PCC 6803 [3] [23]. Estas 2 soluciones no son mediadores pero
son Utiles para establecer si los microrganismos por si solos revelan una
transferencia directa de electrones; en un estudio realizado por (Ferré [3]) se utilizd
el medio BG-11 para la caracterizacion electrogénica de Anabaena sp. y hubo

electroactividad en presencia de la cianobacteria.
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2. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la adsorcidon del cultivo de algas y su posible transferencia de
electrones en la superficie de materiales usados en celdas BPV por medio de un

analisis electroquimico comparando una superficie modificada y no modificada.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Implementar un método de fijacion para la inmovilizacion de la microalga en

la superficie de los electrodos.

e Analizar el efecto de la modificacion de la superficie de los electrodos con

microalgas y determinar si hay transferencia de electrones.
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3. METODOLOGIA

Para el desarrollo del trabajo se llevaron a cabo 2 fases. En la fase 1 se modifico la
superficie de los electrodos (Au, Pty carbono vitreo) con una adsorcion directa como
método de fijacion de las microalgas y en la fase 2 se evalud la transferencia de
electrones comparando los materiales modificados y no modificados. La Figura 3

resume la metodologia global de este trabajo.

Figura 3. Esquema resumen metodologia

FASE 1: Fijacidon de la microalga en los materiales
Adsorcion de las microalgas
Microalga utilizada: Synechocystis sp. PCC 6803 (DO = 0.7)
3 materiales de electrodo: Oro, Platino y Carbono vitreo

=

FASE 2: Evaluacion del efecto de las microalgas comparando una
superficie modificada y no modificada

Técnicas electroquimicas: CV, LSV y DPV.

Mediciones en celda Solucion electroquimica: 1 mM Ks[Fe(CN)s] en 1

electroquimica con M KNOs. Superficie modificada con microalga y
Ferrocianuro de Potasio luego la no modificada.

Mediciones en celda Soluciones electroquimicas: BG-11 al 2% y PBS

electroquimica con PBS Y pH=7.4. Superficie modificada con microalga y
BG-11 luego la no modificada.

Solciones electroquimicas: 1 mM Ks[Fe(CN)g]
en 1 M KNOs. y PBS pH=7.4. Superficie
modificada con sobrenadante.
Solucién electroquimica: 1 mM Ks3[Fe(CN)es] en 1
Prueba de electroactividad M de KNOs diluida con BG-11 al 2%. Superficie

modificada con microalga.

Mediciones de la solucion
sobrenadante sin microalgas
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3.1 FIJACION DE LA MICROALGA EN LOS MATERIALES

La modificacion de las superficies de los electrodos se realiz6 mediante adsorcion
directa. Los electrodos utilizados para el estudio fueron de Oro, Platino y carbono
vitreo, que son ampliamente utilizados en andlisis electroquimicos de celdas de
combustible microbianas [26] [16] [17]. Previo al proceso de adsorcion de la
microalga, los electrodos fueron sometidos a un proceso de limpieza. Para esto, se
uso6 una técnica combinada de micropulido de la superficie de cada electrodo con

polvo de alimina de 0.3 y 0.05 micras; y aplicacion de ultrasonido.

La microalga Synechocystis sp. PCC 6803 fue obtenida directamente del stock del
grupo de investigacion Interfibio en una etapa avanzada de crecimiento. Muestras
de 0.4 ml de la solucién de microalgas con densidad 6ptica de 0.7 (680nm) fueron
instaladas en la superficie de los electrodos usando tubos de eppendorf de 0.5 ml
(Figura 4). El tiempo de adsorcion fue 24 horas, definido de acuerdo a experimentos

consultados [21].

Figura 4. Adsorcion de la microalga en los electrodos

Cultivo de Synechocystis sp

. PCC 6803. Adsorcion de la microalga
/
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3.2 EVALUACION DEL EFECTO DE LAS MICROALGAS COMPARANDO UNA
SUPERFICIE MODIFICADA Y NO MODIFICADA

El analisis de la modificacion se inicio con ferrocianuro de potasio; reconocido como
mediador que favorece la transferencia de electrones y sus picos de éxido-reduccién
definidos son utiles para cuantificar los cambios en la superficie e identificar
transferencia de electrones. Posteriormente, se evaluo la transferencia directa de

electrones (sin mediador) usando las soluciones de PBS y de medio BG-11.

3.2.1 Preparacién de soluciones para el andlisis electroquimico

3.2.1.1 Solucion de ferrocianuro de potasio. Para empezar, se prepararon 100
ml de ferrocianuro de potasio Ks[Fe(CN)s] 1.0 mM en 1 M de nitrato de potasio KNO:s.
Primero, se agrego el KNOs (10,11 g) en un matraz volumétrico de 100 ml y 30 ml
de agua mili-Q (desionizada) para disolverlo, luego se agregoé el Ks[Fe(CN)e] (0,0329
g) y se llend hasta 100 ml con agua mili-Q. Si era necesaria méas solucion para las

pruebas se preparaban 100 ml nuevamente.

3.2.1.2 Solucion de PBS. La solucion PBS se prepar6 de la siguiente manera, para
el tampdn PBS, se tom6 un sobre de PBS pH 7.4 (PBS, P-5368, Sigma-Aldrich, EE.
UU) y fue disuelto en un matraz aforado de 1 L, luego se agregd agua desionizada
(mili-Q) hasta completar el volumen, este PBS se utilizO para todos los

experimentos.
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3.2.1.3 Solucion de BG-11. Esta solucion se prepar6 en una cabina de flujo laminar
(misma usada para manipular las microalgas) con el fin de no contaminar el medio
BG-11. Para preparar la solucion de agua desionizada suplementada con medio
BG-11 al 2% se utiliz6 un matraz volumétrico de 100 ml y a continuaciéon se
agregaron 2 ml de solucion de medio BG-11 (solucion de cianobacteria de agua
dulce BG-11 50x Sigma-Aldrich EE. UU) y 98 ml de agua desionizada. Si se

necesitaba mas solucion para las pruebas se repetia este procedimiento.

3.2.1.4 Solucion sobrenadante sin microalgas. Para complementar este analisis
se realiz6 un experimento adicional con el propésito de identificar si los cambios
resultantes en las superficies o una posible generacién de corriente eran causados
exclusivamente por las células de la solucion de alga o por compuestos diferentes
al microorganismo como el medio sobrenadante que componia la solucién de alga.
Para esto la solucion de microalgas fue sometida a una centrifugacién que separé
las células de la solucién de medio BG-11 que componia el cultivo del alga (solucién
sobrenadante). La centrifugacion se hizo de la siguiente forma, se midié la DO de la
solucién de microalga en 0.7 (680 nm) y se centrifugaron 600 ul de solucion de alga
a 1000 rpm durante 5 minutos usando una centrifuga de eppendorf de 1.5 ml. Luego
en un eppendorf de 0.5 ml se pipetearon 0.4 ml de la solucion sobrenadante

obtenida libre de células; al final se repitié el proceso de adsorcion (Figura 5).

Figura 5. Separacion del cultivo en diferentes fases

Eppendorf con solucion de  Centrifugado de la solucién de microalga Adsorcion del
microalga y solucioén sobrenadante ~ sobrenadante

- L =X o
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3.2.1.5 Solucion combinada para prueba de electroactividad. Este experimento
adicional es una prueba de electroactividad para culminar el analisis y determinar
definitivamente si la microalga podia realmente generar una corriente considerable
en la superficie de los materiales. Para ello se prepard una nueva solucion de 1 mM
K3[Fe(CN)s] en 1 M de KNOs y se diluyé usando una solucion de medio BG-11 al
2%, una solucion similar fue utilizada para el estudio de la actividad electrogénica
de Synechocystis sp. PCC 6803 [17].

3.2.2 Andlisis electroquimico. Para realizar las mediciones se utilizé6 una celda
electroquimica con una configuracién de 3 electrodos (Figura 6), de trabajo (WE),
contador (CE) y de referencia (RE) esta configuracion es reconocida en el estudio
de reacciones redox [3] [27]. En este caso, una celda de vidrio de 15 ml fue
contenedora de los electrodos de trabajo, Oro, Platino y carbono vitreo (uno a la
vez), electrodo de referencia de Ag/AgCl y electrodo contador, un alambre de

Platino.

Figura 6. Configuracion de 3 electrodos.

(%),

[wWe| |[RE]| |CE|

Fuente: FERRE, J. S. Electrogenic characterization and optimization of the
cyanobacterium Anabaena sp. and construction of a Photovoltaic Microbial Fuel
Cell, 2015 [3].

El equipo para aplicar las 3 técnicas de voltametria fue un

potenciostato/galvanostato controlado con el software de sistema electroquimico de
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propasito general (GPES). Para dar comienzo a las mediciones la celda fue llenada
con la solucion de ferrocianuro de potasio, el electrodo de trabajo fue el electrodo
de trabajo modificado con alga y al completar las mediciones de éste el mismo
electrodo sin modificar. Se aplicaron la voltametria ciclica (CV) y voltametria de
barrido lineal (LSV) con velocidades de escaneo de 10 a 200 mV/s y rangos de
potencial de 0 V a 0.7 V. La voltametria de pulso diferencial (DPV) con velocidades
de escaneo de 10 a 50 mV/s con amplitudes de modulacién de 0.025 V, 0.06 V y
0.08 V, los rangos de potencial también fueron de 0 V a 0.7 V. Las técnicas se
aplicaron para los 3 materiales y se realizaron 3 pruebas de cada CV, LSV y DPV
de cada electrodo, primero modificado y después el no modificado. Esto fue

importante para asegurar la reproducibilidad de los resultados.

El montaje y la configuracion de la celda electroquimica fue la misma de la Figura 6
para las mediciones con la solucion PBS (pH=7.4) y después con solucién de medio
BG-11 (2%). Del mismo modo, el electrodo de trabajo fue el electrodo modificado
con alga y después no modificado; partiendo de aca so6lo se cambio la solucién
electroguimica de la celda para los demas experimentos. La Tabla 1 contiene el
namero total de pruebas realizadas.

Tabla 1. Numero de pruebas realizadas

Superficie modificada | Superficie no modificada Superficie con Prueba de
sobrenadante electroactividad
r3nateriales 3 materiales 3 materiales 1 material
3 o i o1 o 18 : 1 prueba
soluciones | Pruebas 3 soluciones pruebas | 2 soluciones pruebas | 1 solucion P
3 técnicas’ 3 técnicas 3 técnicas 1 técnica™

(™) No se utiliza el medio BG-11 porque su composicion es similar al medio sobrenadante.
¢ Las 3 técnicas se aplicaron por triplicado.
(™) Sélo se hizo una prueba, con 1 solucién y 1 técnica (CV).
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4. RESULTADOS

4.1 FIJACION DE LA MICROALGA EN LOS MATERIALES

La adsorcion de las microalgas en la superficie de los electrodos fue evidenciada
mediante inspeccion optica directa (organoléptica), dado que por las dimensiones
de los electrodos no fue posible realizar observaciones en microscopio. En la Figura
7 se presentan imagenes comparativas de los electrodos modificados con microalga
y sin modificar. En la presentacion de los resultados se usé el color amarillo para el

Oro, blanco para el Platino y gris para el carbono vitreo.

Figura 7. Vista de los 3 electrodos

MATERIAL NO MODIFICADO MODIFICADO

Platino Oro

Carbono vitreo
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El color verde es caracteristico de las microalgas y fue util para afirmar si hubo o no
una capa de algas adsorbida en la superficie del electrodo, sabiendo esto se analizd
cada uno de los materiales. En el Oro la superficie limpia no modificada presenta el
color dorado claro caracteristico del material (Figura 7, A), la vista del electrodo de
oro modificado con alga tuvo una capa adsorbida y se confirmé que hay un cambio
en la superficie porque tiene un color verde tenue (Figura 7, B).

El electrodo de platino tiene un color plateado brillante en su superficie (Figura 7, C)
que fue util para una mejor comparacion y permitié ver una mayor diferencia entre
las 2 superficies, el diametro de la superficie disponible es el mismo que el electrodo
de Oro. La vista del electrodo de platino modificado con alga mostré6 una capa
hameda con un color verde caracteristico de las células; hubo adsorcion y células

sobre la superficie (Figura 7, D).

El electrodo de carbono vitreo tiene un tono oscuro caracteristico que no permitio
ver grandes diferencias de color entre las 2 superficies. El electrodo no modificado
(Figura 7, E) muestra un area superficial mas grande disponible para la reaccion y
la adsorcion en comparacion con los otros electrodos (oro y platino). La superficie
modificada con alga tuvo una fina capa adsorbida que tiene un ligero cambio de

color, esta pudo contener algunas células adheridas (Figura 7, F).

4.2 EVALUACION DEL EFECTO DE LAS MICROALGAS COMPARANDO UNA
SUPERFICIE MODIFICADA Y NO MODIFICADA

4.2.1 Mediciones en celda electroquimica con ferrocianuro de potasio. La
solucion de ferrocianuro de potasio permitié evidenciar diferencias entre las 2
superficies para todas las velocidades de escaneo (10 — 200 mV/s), los graficos
resultantes con todos los escaneos de las 3 técnicas de voltametria estan en el

Anexo B. A continuacion, se presenta un consolidado de los resultados a 100 mV/s.

30



Figura 8. Comparacion entre la superficie modificada con alga y no modificada en
ferrocianuro de potasio a una velocidad de escaneo de 100 mV/s

Ferrocianuro de potasio (ImM Ks[Fe (CN)s] en 1 M de KNO3)
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El resultado del andlisis electroquimico fueron los voltamogramas de las técnicas
aplicadas CV, LSV y DPV. El eje horizontal representa el potencial o voltaje aplicado
(E) en un rango de 0.05 V a 0.7 V y el eje vertical es la intensidad o corriente
resultante (I). La curva azul es la superficie modificada con alga y la curva color

naranja es la superficie del electrodo no modificada.
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La diferencia entre las alturas y los valores de corriente entre las 2 curvas en todos
los casos permite afirmar que hubo adsorcion, es decir efectivamente hubo una
modificacion considerable en las superficies de los electrodos. Los picos de
corriente fueron mayores para la superficie no modificada que para la superficie
modificada con alga en las 3 técnicas aplicadas (CV,LSV y DPV) y para los 3
materiales (Figura 8), esto sugiere que no hubo generacion de corriente
(transferencia de electrones) de la microalga adsorbida en ninguno de los casos.
Sabiendo esto, ademas se pudo ver que las diferencias entre los picos de corriente
fueron mayores para el electrodo de Oro (Figura 8- A,B,C), también que los valores
de corriente son muy similares entre Oro y Platino. El electrodo de carbono vitreo

obtuvo valores considerablemente diferentes a los otros materiales (Figura 8- G,H,1).

En el ferrocianuro de potasio no hubo generacion de corriente sobre los materiales
esto se podria explicar diciendo que las células que se adsorbieron con el proposito
de establecer una transferencia directa entre el microorganismo y el material por el
contrario pudieron causar una interferencia que estuvo impidiendo una generacién

de corriente que fuera considerable.

Adicionalmente este analisis de la modificacion de las superficies de los electrodos
tenia como propdsito identificar cual de las técnicas defini6 mejor la modificacion.
En esta investigacion la voltametria ciclica (CV) proporcioné toda la informacién
necesaria para un analisis electroquimico completo. De los CV aplicados en este
analisis se estimaron los picos de oxidacién y reduccion (amperios), la separacién
de los potenciales de pico anddico y catddico (AE) y el area superficial efectiva
(cm?). Para ese propésito se utilizé la informacién presentada en la Figura 9, son
los mismos resultados del consolidado de la Figura 8 pero esta vez se incluyeron
todas las velocidades de escaneo, desde 10 mV/s (curva mas baja) hasta el ultimo

escaneo 200 mV /s (curva mas alta).
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Figura 9. Comparacion entre la superficie modificada con alga y no modificada en
ferrocianuro de potasio.

Voltametria ciclica (CV) en ferrocianuro de potasio (ImM Ks[Fe (CN)¢] en 1

M de KNO3)
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Para completar el andlisis electroquimico a partir de los valores de la Figura 9 se
estimaron los valores de separacion entre picos de potencial anddico (Epa) y

catddico (Epc).
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Tabla 2. Comparacion de separacion entre picos de potencial para los 3 electrodos.

Potencial de | Potencial de Separacion entre
Material | Superficie pllzc;)(;anodlco pllz_cs)ccatodlco picos
o o AE (V o AE (ImV
i W) W) (V) (mV)
modificado | o9 | 5022 | 0.347 | 0.021 | 0.182 | 0.03 |182 £ 0.03
Oro con alga
no 0.484 | 0.000 | 0.388 | 0.000 | 0.096 | 0.00 | 96 + 0.00
modificado
modificado | 14 | 9000 | 0.385 | 0.000 | 0.099 | 0.00 | 99 + 0.00
. con alga
Platino o
¢ 0.480 | 0.000 | 0.396 | 0.000 | 0.084 | 0.00 | 84 + 0.00
modificado
modificado | 194 | 9010 | 0.366 | 0.011 | 0.128 | 0.01 |128 £ 0.01
Carbono| con alga
vitreo no 0.480 | 0.000 | 0.375 | 0.004 | 0.105 | 0.00 |105 + 0.00
modificado

Lo importante de la Tabla 2 es identificar tendencias y en este caso la separacion
entre picos (AE) es mayor para la superficie modificada con alga en todos los casos.
Esta tendencia representa un comportamiento similar en los 3 materiales, lo que le
da consistencia al andlisis. En este caso a mayor separacién entre picos de
potencial son menores los picos de corriente (Figura 9). Para un analisis
electroquimico teéricamente la separacion maxima AE ideal es 59 mV [3], en este
caso fue mayor en todos los materiales desde 84 mV hasta 182 mV, sin embargo
puede suceder frecuentemente, la mayoria de las veces tiene que ver con la

limpieza del electrodo.
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Para definir qué material adsorbié mejor las células, con los resultados de los CV
(Figura 9) se calcul6 el area de superficie efectiva de los materiales y el nimero de

células adsorbidas, los resultados se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Estimacion de area superficial efectiva y namero de células adsorbidas.

I Area superficial (cm?) |
modificado con no . . NUmero de células
g diferencia i
alga modificado adsorbidas
Oro 0.0135 0.0270 0.0135 3.50E+04
Platino 0.0135 0.0270 0.0135 3.50E+04
Carbono 0.0539 0.0539 0.00 0.00
vitreo

Fue posible calcular el area superficial efectiva de cada electrodo y comparar la
superficie modificada con alga y la no modificada cuantificando la diferencia entre
ellas en cm? También estimar el nimero aproximado de células que fueron
adsorbidas en la superficie. ElI area superficial efectiva se calculé usando la
ecuacion de Randles-Sevcik (Ecuaciéon 1) y se explica paso a paso en el Anexo C,
el diametro de la microalga es aproximadamente de 2.8 a 7.5 ym, se supuso 7 uym
por lo tanto el area de 1 célula es 3.85E-7 cm?y dividiendo la diferencia de areas
superficiales en el area de 1 célula se obtuvo el nimero de células adsorbidas. Este
método demostré que hubo adsorcion en la superficie de los electrodos de Oro y
Platino, mas de treinta mil células fueron adsorbidas (Tabla 3); es el 50% de la
superficie disponible. Por el contrario, aparentemente no hubo adsorcién de células

en el carbono vitreo.
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4.2.2 Mediciones en celda electroquimica con PBS y BG-11. Para la
observacion de transferencia directa de electrones se obtuvieron los voltamogramas
en las soluciones PBS y de medio BG-11. La forma de las curvas es adecuada y
similar a la trayectorias de oxidacion y reduccion que generalmente se obtienen de
otros estudios [3]. Estas soluciones no presentan picos definidos para cuantificar
resultados, pero fueron utiles para definir si hubo o no trasferencia directa de
electrones comparando las trayectorias y valores de corriente que alcanzan las
curvas obtenidas. Los resultados para todos los escaneos (10 a 200 mV/s) y de las
3 técnicas (CV, LSV y DPV) en las soluciones PBS y BG-11 estan en el Anexo D. A
continuacion, se presenta un consolidado los resultados en graficos comparativos a

la velocidad de escaneo promedio de 100 m V/s.
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Oro

Platino

Carbono vitreo

Figura 10. Comparacion entre la superficie modificada con alga y la no modificada
en solucién PBS a una velocidad de escaneo de 100 m V /s.
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Las mediciones de la Figura 10 muestran que las curvas de los electrodos con la
superficie modificada con alga (azul) en todos los casos siempre estan por debajo
de la superficie no modificada (naranja). Es decir, en la solucion PBS no hubo una
liberacion de electrones por parte de la microalga que permitiera establecer una

transferencia directa de electrones entre el microorganismo y el material.
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Figura 11. Comparacion entre la superficie modificada con alga y la no modificada

en solucion del medio BG-11 a una velocidad de escaneo de 100 m V/s.

Oro

Platino

CORRIENTE

Carbono vitreo

I (pA)

. G
QO.S
=
= 0 ——
om 0.6 0.8
05

e 100 mV.s" modificado con alga

s 100 mV.s™ no modificado

Medio BG-11 (2%)

LSV
1
0.5 B
O /_/
04  -0.2 0 02 04 06
< 05
=
B 1
EW
1
E
05
<o
) 0 0.4 06 0.8
-0.5
-1
E(V)
1.2
1 H
08
Z 06
204
0.2
0
02 0 0.2 0.4 06 0.8
E(V)
POTENCIAL  E (V)

s 100 mV.s" modificado con alga

100 mV.s™" no modificado

DPV
08
,
06 C
2w
- 02
0
05 0 05 1
E(V)
25
2 F
215 //
=4
2
05
0
0 02 04 06 08
E(V)

0 0.2 0.4 0.6 0.8

w10 mV.5" (0.08V) modificado con alga

w40 V.5 (0.08Y) no modificado

En el electrodo de Oro (Figura 11-A,B,C) no hubo liberacién de electrones o

transferencia de ellos entre el material y la microalga, la curva modificada con alga

(azul)
resultados del medio BG-11 hubo diferencias respecto a los resultados anteriores

estuvo por debajo en valores de corriente. Para esta prueba, en los

para los electrodos de Platino y carbono vitreo. Las diferencias estuvieron en que la

superficie modificada con alga (azul) si estuvo por encima de la no modificada en
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esta ocasion; lo que indica que hay una aparente transferencia directa de
electrones. La corriente generada no fue muy grande, pero hubo diferencias. Sin
embargo, este resultado no fue concluyente porque no se presentd en los casos
anteriores; para definir este resultado se aplicé una prueba final de electroactividad

presentada en la seccion 4.2.4.

4.2.3 Mediciones de la solucion sobrenadante sin microalgas. La modificacion
con la solucion sobrenadante tampoco tuvo electroactividad o generd una corriente
considerable en la superficie de los electrodos y no causd grandes cambios a la
superficie del electrodo (Figura 12). La curva de la superficie modificada sigue
estando por debajo en valores de corriente (amperios). Esto permitio afirmar que la
modificacion de la superficie de los materiales y la posible generacién de corriente
sélo pudo ser causada por las células presentes en la biopelicula del alga cuando

se adhirieron a los materiales.
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Figura 12. Superficie modificada con solucion sobrenadante.

Voltametria ciclica (CV) en solucién sobrenadante
Ferrocianuro de potasio (1ImM PBS (7.4)
Ks[Fe(CN)e] en 1 M de KNOg)

I(HA)
d® AN O N A O

0.8

I (LA)

Oro

EMV

I (HA)

0.8

Platino
F(HA)

o d A NONANO
L(LA)

© »® A N O N

CORRIENTE

-10
=¥ E (V)

1.2
: =
0.8
< 0.6
3 0.4
0.8 - 0.2
0
020 . 0.4 0.6 0.8
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POTENCIAL  E (V)

Carbono vitreo

e 100 mV.s" modificado e 100 mV.s" modificado

w100 mV.s ™' no modificado w100 mV.s ™' no modificado

La Tabla 4 muestra que los valores de AE (mV) fueron muy cercanos o iguales para
la comparacion entre superficies. Esto explica que el sobrenadante al ser adsorbido

no modificé la superficie de los electrodos.
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Tabla 4. Comparacion de potencial entre picos de superficie modificada con solucién

sobrenadante.
Potencial de | Potencial de Separacién entre
Material | Superficie pico anodico | pico catddico picos
Epa o Epc o AE o |AE(mYV)
V) W) W)
- 96 +
modificado | 0.484 | 0.000 [ 0.388 | 0.000 [ 0.096 | 0.00 0.00
Oro y
no 96 +
modificado 0.484 | 0.000 | 0.388 | 0.000 | 0.096 | 0.00 0.00
- 96 +
modificado | 0.480 | 0.000 [ 0.384 | 0.000 [ 0.096 | 0.00 0.00
Platino o 8.4+
modificado 0.480 | 0.000 | 0.396 | 0.000 |0.084 | 0.00 0.00
modificado | 0.480 | 0.006 | 0.378 | 0.0041 | 0.102 | 0.01 | 192%
Carbono 0.01
vitreo no 105 +
modificado 0.480 | 0.000 | 0.375 | 0.004 |0.105 | 0.00 0.00

Se verificd que no hubo células adheridas y tampoco cambios en el area superficial,

fueron iguales (Tabla 5) los calculos paso a paso estan en el Anexo C. Esto confirmo

que cuando se modifico la superficie por adsorcién del alga efectivamente se

adhirieron Unicamente las células.

Tabla 5. Estimacion de area superficial efectiva de la modificacién con solucién

sobrenadante.
Area superficial (cm?)
modificado no diferencia Numero de células
modificado adsorbidas
Oro 0.0270 0.0270 0.000 0.00
Platino 0.0270 0.0270 0.000 0.00
Carbono 0.0539 0.0539 0.000 0.00
vitreo
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4.2.4 Prueba de electroactividad. Este experimento fue necesario para definir un
resultado consistente respecto al Platino y carbono vitreo. El Platino adsorbi6 la
microalga y presenté una aparente liberacion de electrones (Figura 11-D,E,F) en
medio BG-11. ElI comportamiento de los 3 electrodos fue similar en todos los
resultados excepto en medio BG-11, por esta razén este experimento final para
definir la electroactividad se realiz6 solo con el electrodo de Platino.

Figura 13. CV- Comparacion entre la superficie del electrodo de Platino modificada
con algas y no modificada en ferrocianuro de potasio diluido en solucién de medio
BG-11 al 2%. Velocidad de escaneo 10 mV.s™.

2

15
1
05
0 .
< 05 0 0g == 10 mV.s'modificado
= -U.
- -1 w10 mV.s " no modificado
1.5
2 /\-/
2.5 /

-3
E(V)

Con la solucion electroquimica de ferrocianuro de potasio se definieron picos de
oxidacion y reduccién que permitieron un analisis mas preciso y si hubo una
generacion de corriente considerable o liberacion de electrones se debi6 apreciar
con la adicional presencia del medio BG-11. La velocidad de escaneo baja de 10
mV/s tom6é mucho mas tiempo en realizar, pero fue indicada para precisar
diferencias entre picos de corriente asi fuesen minimas. La Figura 13 muestra que
no hubo una generacion de corriente considerable para el Platino en presencia de
la microalga, esto permitio concluir el mismo resultado para todos los materiales.
Synechocystis sp. PCC 6803 no tuvo una transferencia de electrones cuando fue

adsorbida sobre los materiales.
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5. CONCLUSIONES

La adsorcion simple fue efectiva como método de fijacion del alga a la superficie de
los electrodos, en primera medida se observaron modificaciones de color y cuando
se realiz6 el analisis electroquimico los voltamogramas presentaron diferencias
apreciables (1 a 2 pA) entre las curvas de superficie no modificada y la modificada
con alga en los materiales estudiados; lo que permitié identificar adsorcion de

células.

La cepa seleccionada Synechocystis sp. PCC 6803 no mostré generacién de
corriente o transferencia de electrones en las soluciones de Ferrocianuro de
Potasio, PBS y en del medio BG-11 cuando se expuso a los tres materiales (Oro,
Platino y carbono vitreo). Hubo una modificacion fisica en la superficie y células

adsorbidas, pero no hubo liberacion de electrones.
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6. RECOMENDACIONES

e A pesar de que no hubo transferencia de electrones el Oro y el Platino dieron
indicios de biocompatibilidad con la microalga para desarrollar biopeliculas
en su superficie. Seria interesante realizar las mediciones con otras especies
de microalga que también tengan propiedades electrogénicas y evaluar si

hay transferencia de electrones.

e Evaluar la transferencia de electrones de las microalgas modificando primero
las condiciones de luz y luego el suministro de alimento para el

microorganismo.
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Anexo A. Materiales utilizados en celdas BPV.

ANEXOS

Tabla Al. Resumen de materiales y potencias de salida de celdas BPV. Sistemas BPV discutidos, que enumera los
pardmetros relevantes con respecto a los electrodos, catalizadores, donantes de electrones / aceptores y rendimiento.

material electrodo gre:a:n(im% EEHIELD catalizador o electrodo donador/aceptor
Estudio anodo céatodo anodo catodo anodo catodo | separador densidad de | fuente
autor potencia (m

W.m2)

) tela de carbon .
Thorne et | fieltro de . C. wvulgaris con mezcla | . .
al. carbono gg:g’;gge aire 5 2.3 ferricianuro/ferrocianuro ninguno | Nafion 115 | 0.04 [[28]

FTO- tela de carbon
Thorne et | recubierto activado 3.9 2.3 C. wulgaris con mezcla | .00 | Nafion 115 | 27.6 28]
al. TiO2 catodo de aire ferricianuro/ferrocianuro

ceramico

. tela de carbon .

Thome et FTO- cristal activado 23 2.3 C. _\_/ulgarls con mezcla ninguno | Nafion 115 | 24 [[281]
al. recubierto catodo de aire ferricianuro/ferrocianuro

FTO- tela de carbon
Schneider re_cublerto activado 3.9 2.3 C. _\_/ulgarls con mezcla ninguno | Nafion 115 | 14.5 (1511
etal. TiO2 catodo de aire ferricianuro/ferrocianuro

ceramico

o . i . Nafion

Madiraju et | fibra de | fibra de Synechocystis  sp. PCC | .
al. carbono carbono 15 15 6803 ninguno ;%;7 y J-10.268 [[291]

Fuente: Schneider, K., Thorne, R. J. & Cameron, P. J. An investigation

photomicrobial fuel cells. Philos. Trans. A 374, 20150080 (2016).
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Anexo B. Resultados de técnicas de voltametria CV, LSV y DPV en
ferrocianuro de potasio

Voltametria ciclica (CV)

modificado con alga no modificado
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8
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Oro

Platino

Carbono vitreo

Voltametria de barrido lineal (LSV)
modificado con alga no modificado
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6
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Oro

Platino

Voltametria de pulso diferencial (DPV)
no modificado

modificado con alga

ot
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E (V)

0.8

16.00
14.00
12.00
10.00
8.00
6.00
4.00
2.00
0.00

B

0.2 0.4 0.6

0.2 0.4 0.6
E (V)

0.8

0.8

—10mV.s1(008V)  —25mV.s1(0.08V)

——10mV.s-1(0.06 V) —25mV.s-1(0.06 V)

—10mV.s-1(0.025V) —25mV.s-1(0.025V)

56

——50mV.s-1(0.08V)

—50mV.s-1(0.06 V)

—50mV.s-1(0.025V)

0.8



Anexo C. Picos de corriente para los 3 materiales y calculo del area de superficie efectiva

Tabla C1. Picos de corriente para los 3 electrodos (10-200 m V/s).

Oro Platino Carbono vitreo
modificado no modificado no modificado no modificado no modificado no modificado no
con alga | modificado | conalga | modificado | conalga | modificado | conalga | modificado | conalga | modificado | conalga | modificado
velocidad
esc(iﬁ]eo lpa(MA) | lpa(MA) | Ipc(HA) | Ipc(A) [ Ipa(mA) | Ipa(mA) | Ipc(MA) | Ipc(UA) | lpa(uA) | Ipa(nA) [ Ipc(HA) [ Ipc(HA)
(m VIs)
10 1.09 1.32 -1.68 -1.81 1.27 1.25 -1.89 -1.91 3.39 3.03 -4.80 -5.11
25 1.77 2.22 -2.38 -2.64 2.19 2.14 -2.61 -2.81 5.86 5.84 -6.95 -7.35
50 2.52 3.32 -3.02 -3.59 3.12 3.22 -3.42 -3.75 8.37 8.82 -9.42 -9.89
75 3.03 4.19 -3.48 -4.33 3.59 4.04 -4.15 -4.51 10.23 10.81 -11.15 -11.88
100 3.45 4.92 -3.85 -4.98 4.15 4.78 -4.66 -5.16 11.70 12.83 -12.64 -13.52
125 3.79 5.58 -4.13 -5.56 4.52 5.35 -5.10 -5.78 13.01 14.31 -13.87 -15.18
150 4.15 6.19 -4.37 -6.10 5.14 5.98 -5.35 -6.29 14.27 15.78 -14.77 -16.28
175 4.46 6.71 -4.58 -6.52 5.45 6.40 -5.77 -6.86 15.10 17.06 -15.87 -17.41
200 4,78 7.24 -4.78 -7.00 5.88 7.08 -6.04 -7.13 16.17 18.20 -16.62 -17.30
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Célculo del area de superficie efectiva.

Como referencia se tuvieron las dimensiones estandar de la superficie de los
electrodos, el diametro de fabrica es de 2 mm para los electrodos de oro y platino y
el diametro es de 2.5 mm para electrodo de carbono vitreo, por lo que el area de
superficie dada por el fabricante es 0.0314 cm? para electrodos de oro y platino y
0.05 cm? para el electrodo de carbono vitreo.

El area superficial efectiva se calculé usando la ecuacién de Randles-Sevcik:

L, = (2.6%exp 5)*n%*A* D%*C*V%
Ec.1 Ecuacion de Randles-Sevcik [15].
A = (cm?) Area superficial del electrodo de trabajo.
D= 7.6 exp-6 (cm?/s) Coeficiente de difusion del ferrocianuro [15].
C= 1 exp-6 (mol/cm?3) Concentracién de la solucién de ferrocianuro (ImM=1 exp-6
mol/m3).
n=1 electron [15].
V= (V/s) Velocidad de escaneo (V=Voltios).
Ip= (A) Pico de corriente (A=Amperios).
K= 2.69exp 5 [ C/mol. V¥?] (C= Culombio).
El area superficial se obtuvo graficando los picos de corriente (Tabla C1) versus la
raiz cuadrada de las velocidades de escaneo. Es decir, Ipa (A) vs VY2 (V/s). Se
utilizaron los picos de corriente anddicos (Ipa) leidos de los CV en ferrocianuro de
potasio para todas las velocidades de escaneo (10 — 200 mV/s). El objetivo fue
calcular la pendiente resultante mediante una regresion lineal. A continuacion, se
muestran los graficos de cada electrodo, para la superficie con alga y la no

modificada.
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4E06 &
2E06
0E+00
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NO MODIFICADO
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6E-06 2= 0.9922‘.,,3""
< 5E-06 P
= 4E-06 o
2 3e-06 L
2E-06 )
1E-06 .
0E+00
000 010 020 030 040 050

velocidad de escaneo (Vis)*(1/2)

8E-06
7E-06 y=2E-05x o
6E-06 R:=0.991 ,-°
< 5E-06 P
= 4E-06 u
2 3e-06 e
2E-06 e
1E-06 ¢
0E+00
000 010 020 030 040 050
velocidad de escaneo (VIs)*(1/2)

2E-05
0
y = 4E-05x o’
,.ZE% 20993 o
<
- e
5 1E-05 P
5E-06 L
[ ]
0E+00
000 010 020 030 040 050

velocidad de escaneo (V/s)*(1/2)



Valores de la pendiente Ipa vs V12

Modificado No
con alga | modificado
Oro 1.00E-05 2.00E-05
Platino 1.00E-05 2.00E-05
Carbono | 4 h4e 05 | 4.00E-05
vitreo

El siguiente procedimiento muestra el célculo del area para el electrodo de Oro
modificado con alga, se toma su valor de pendiente (lexp-5). Recta obtenida
equivalente a la ecuacion de Randles-Sevcik:

y = (lexp—5)x

1
Ip = (1exp—5)V2
Los valores de la pendiente son Utiles para calcular el area de superficie efectiva,
ahora se reemplaza en la ecuacién de Randles-Sevcik:

3 1 1
I, = (2.69exp 5) *xn2+«A* D2*C xV2

1
Ip = (lexp—5)V2
Por lo tanto, se puede reemplazar:

3 1
lexp—5=(2.69exp5)*nz2*Ax Dz C
lexp—5

A= 71
(2.69exp 5) * n2« D2 C

1%1075
A=

3 1
(2.69 % 105) * 12 % (7.6 * 1076)2 * (1 * 107°)
A = 0.0135 [cm?]

60



Valores calculados de area de
superficie efectiva (cm?)

Modificado No
con alga | Modificado
Oro 0.0135 0.0270
Platino 0.0135 0.0270
Carbono | joag 0.0539
vitreo

Con el mismo procedimiento se calcularon las areas de superficie efectiva para la

solucion sobrenadante:

Valores de la pendiente solucion

sobrenadante
Modificado no modificado
Oro 2.00E-05 2.00E-05
Platino 2.00E-05 2.00E-05
Caibono |4 ooe-05 4.00E-05

Valores calculados de area de
superficie efectiva para solucion
sobrenadante (cm?)

modificado no modificado
Oro 0.0270 0.0270
Platino 0.0270 0.0270
ol 0.054 0.054
vitreo
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Anexo D. Resultados de técnicas de voltametria CV, LSV y DPV en PBS y
medio BG-11

e CV,LSVyDPVen solucion PBS (pH =7.4)

Voltametria ciclica (CV)
modificado con alga no modificado

1.5
B
0.5 __

Oro

E (V) “ E (V)

0.8 0.8

Platino
1(HA)
bNdhbhbRioanme
1(uA)

EW) E(V)

1(uA)

0.8

0.8

E (V)

—10mV.s-1 —25mV.s-1 —50mV.s-1 75mV.s-1  —100 mV. s-1
—125mV.s-1 —150mV.s-1 —175mV.s-1 —200 mV. s-1
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Oro

Platino

Voltametria de barrido lineal (LSV)

modificado con alga no modificado
1.0 2.0
A os B -
0.6
1.0

0.4

< —
I .
_5 = 0.5
05 : 1 Py
0.6 1.0
E (V) E (V)
2.0
- c 2.0
0o 1.0
= 4 0.8 0.0 |
=10 < 0
3-1.0 ‘
-2.0 T 20
3.0 -3.0
E (V)
-4.0 £
0.35
0.30
E 1.60
0.25 1.40
oz 1.20
S 1.00
= 010 < 0.80
ggg 2 0.60
005 0 02 0.4 06 08 0.40
: 0.20
010 E(V) 0.00
020 0 0.2 0.4 0.6

E (V)

—10mV.s-1 —25mV.s-1 —50mV.s-1 —75mV.s-1 —100mV. s-1
—125mV.s-1 —150mV.s1 —175mV.s-1 —200 mV. s-1
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Oro

Platino

Voltametria de pulso diferencial (DPV)

modificado con alga

1.20
A o0
_ 0.80 _
; 0.60 3
0.20
0.00
04 -0.2 0 02 04 06 08 0.4
E (V)
35 5.0
C
3.0 4.0
25
T20 730
215 250
1.0
e 1.0
0.0 0.0
0 0.2 0.4 0.6 0
E (V)
ggg E 2.50
) 2.00
—
—0.50 =150
30.40 ftz:
~0.30 - 100
0.20 0.50
u
0.10
0.00 0.00
0 0.2 0.4 0.6 0.8 0
E (V)
—10mV.s-1(0.08V) —25mV.s-1(0.08V)
10 mV.s-1(0.06V) —25mV.s-1(0.06V)
—10mV.s1(0.025V) —25mV.s-1(0.025V)
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no modificado
2.00

B

1.50

0.50

0.00

-0.2 0 0.2 0.4 0.6

E (V)

0.2 0.4
E (V)

0.2 0.4 0.6
E(V)

——50mV.s-1(0.08V)
—50mV.s-1(0.06V)

—50mV.s-1(0.025V)

0.8

0.6

0.8



Oro

Platino

e CV,LSVyDPVen medio BG-11 (2%).

Voltametria ciclica (CV)

modificado con alga no modificado

1.50
1.00 B

I(HA)

0.8
0.8 = -1.0

E (V)

0.50
0.40
0.30
0.20
0.10

< 0.00

=.0.10

-0.20
-0.30
-0.40
-0.50
EW 0.60 EW)

—_

< 0.

0.8

—10mV.s-1 —25mV.s-1 —50mV.s-1 —75mV.s-1 —100mV. s-1
—125mV.s-1 —150mV.s1 —175mV.s1 —200 mV. s-1
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Oro

Platino

Voltametria de barrido lineal (LSV)
no modificado

modificado con alga

0.80 0.80
A 0.60 | 0:60
< 0.4 0.6
= )
.4 0.6 <
2
-
2.0
1.5 C 0.8 D
1.0 0.6
z . 04
2 05 0.2
~ 00 < 0.0
: ole 2020 0.2 0.4 06 08
05 f 0.4
-0.6
-1.0
E (V) 0.8
-1.0
E (V)
1.60 0.45
1.40 E 0.40
0.35
1.20 0.30
1.00 0.25
< 0.80 T 020
= 0.60 2015
- 0.10
0.40 0.05
0.20 0.00
0.00 005 0 08
.0.20 0 0.2 0.4 0.8 0.8 0.0

E (V)

E(V)

—10mV.s-1 —25mV.s-1 —50mV.s-1 —75mV.s-1 —100mV. s-1
—125mV.s-1 —150mV.s1 —175mV.s1 —200 mV. s-1
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Oro

Platino

Voltametria de pulso diferencial (DPV)

modificado con alga

no modificado

0.8

0.8

0.8

1.00 0.90
A 050 prow
. 0.60
;’-_ &; 0.50
= t 0.40
0.00
-0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 -0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6
E (V) E (V)
4.00 3.0
350 C 2.5 D
3.00 )0
_.2.50 -2
< 2.00 F “5 15
=1.50 e 1.0
1.00 E
0.50 ﬂ' 0.5 ﬁ
0.00 0.0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 0.2 0.4 0.6
E (V) E(V)
3.00 E 1.20 =
2.50 1.00
_ 2,00 \/ 0380
; 1.50 V ; 0.60
~1.00 ~ 040
0.50 —_— 0.20 R
0.00 0.00
0 0.2 0.4 0.6 0.8 0 0.2 0.4 0.6
E(V) E(V)
—10mV.s-1(0.08V) —25mV.s-1(0.08V) —50mV.s-1(0.08V)
10mV.s-1(0.06V) —25mV.s-1(0.06V) —50mV.s-1(0.06V)
—10mV.s1(0.025V) —25mV.s-1(0.025V) —50mV.s-1(0.025V)
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