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La busqueda de energias renovables para la generacion de electricidad ha ido en
aumento en los ultimos afios. Por lo que el desarrollo en celdas solares ha
incrementado, especialmente en celdas solares sensibilizadas por pigmentos
(DSSC por sus siglas en inglés). Se ha buscado el uso de pigmentos de origen
organico que tengan mayor disponibilidad y menor costo. Por esto mismo, se ha
decidido usar pigmentos de origen bacteriano como sensibilizadores.

Se reactivaron cepas productoras de pigmentos, y se evaluaron los medios de
cultivos segun la literatura para la produccién. De las cepas proporcionadas solo
una presentd coloracién, posteriormente se caracterizd por pruebas bioquimicas
API 20E, tratdndose de Serratia marcescens. A continuacién, se paso a la
produccion y purificacion de los pigmentos. La caracterizacion de los pigmentos se
llevo a cabo por espectrofotometria de UV-Vis, FTIR y fotoestabilidad.

Se prepararon los electrodos de trabajo y se realizaron pruebas de inmovilizacion.
También se tomaron imagenes SEM de cortes transversales de los electrodos
sensibilizados, y se les realiz6 un mapeo elemental EDS, donde se observé que la
distribucion del pigmento por las capas de TiO2 fue uniforme.

Finalmente se evaluaron los parametros fotoelectroquimicos de las celdas solares.
Se usaron electrodos de referencia de platino, oro y carbono para cada uno de los
pigmentos. La eficiencia mas alta fue la celda sensibilizada con pigmento naranja
usando el electrodo de carbono, alcanzando un valor del 0.53%.
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Capitulo 1
Introduccion
En los ultimos afios, se ha registrado un importante aumento en la demanda
energética como consecuencia del incremento de la poblacién a nivel mundial (1).
Para poder satisfacer dicha demanda, se emplean comUnmente, una gran
diversidad de combustibles fésiles, tales como el petrdleo, gasolina, gas natural,
carbon, entre otros. Sin embargo, se sabe que, a mediano plazo, las reservas de
estos recursos no renovables se veran fuertemente afectadas por su disponibilidad
y comercializacion (2,3). Ademas, cabe destacar que el proceso de combustion que
se genera a partir del empleo de estos recursos, tiene un impacto negativo en el
medio ambiente debido a los contaminantes que se liberan a la bidsfera (2). Es por
esto por lo que, en las Ultimas décadas se ha intentado impulsar el uso de energias
alternativas que minimicen el impacto al medio ambiente, mientras proveen de
energia renovable a la sociedad. Entre dichas energias alternativas, se encuentra
la energia solar. Esta forma de energia resulta ser muy ventajosa por su facil
adquisicién y transformacion, ya que mediante los dispositivos fotovoltaicos (PV) o
también conocidos como celdas solares, se convierte la energia solar en electricidad

(1,4,5).

Histéricamente, las celdas solares de primera y segunda generacion han sido
fabricadas a partir de materiales de silice y sus derivados. Estas, han registrado
eficiencias de conversion muy competitivas. Sin embargo, presentan altos costos
de produccion, lo que ha sido un importante impedimento para su comercializacion.

Araiz de esto, en el afio 1991, Gratzel creo la tercera generacion de celdas solares,



a la cual denomind como celdas solares sensibilizadas con pigmentos (DSSC, por
sus siglas en inglés) (6). Estas nuevas celdas tienen la ventaja de presentar bajos
costos de produccién en comparacion con las generaciones anteriores, ademas de
presentar una fabricacion simple y con un material de mayor flexibilidad. Por otra
parte, estos DV pueden trabajar en condiciones de luz tenue o difusa (7-9). Es por
esto por lo que se considera que las DSSC, pueden llegar a generar una rapida
expansion comercial orientada al mercado basado en aplicaciones a pequefia
escala, o inclusive convertirse en una fuente convencional de electricidad para

hogares y PyMES (10).

Estas celdas deben dichas ventajas competitivas a su composicion, ya que el
electrodo de trabajo se encuentra recubierto de un éxido metalico semiconductor
nanoporoso de bajo costo (como el TiO2), el cual esta unido a un pigmento
fotosensibilizador (8). La unidn entre estos componentes es muy importante para el
rendimiento de la celda solar resultante, pues la afinidad entre el pigmento y el
semiconductor permite que los electrones libres o débilmente unidos a las moléculas
del pigmento puedan ser energizadas por la luz visible y puedan ser transferidos

con facilidad a través del DV (11).

Los pigmentos que actualmente han mostrado mayor eficiencia en los DV son los
compuestos derivados del rutenio (12). No obstante, estos compuestos presentan
una serie de desventajas muy importantes que afectan no solo a la comercializacion
de las DSSC, sino también a su aceptacion por la sociedad. Esto es porque, ademas
de presentar altos costos en la produccion de dichos pigmentos, sus procesos de

fabricacion generan residuos muy toxicos para el ser humano y el medio ambiente



(11,13). Esto ha causado que, en los ultimos afios, las investigaciones en DSSC se
estén enfocando en la busqueda de materiales alternativos mas nobles que puedan
sustituirlos. Entre estos materiales alternativos se encuentran los pigmentos
naturales, los cuales se presentan en una amplia gama de organismos, incluyendo
plantas (14), animales (15), insectos (16) y microorganismos (17). Ademas, dado
que estos pigmentos pueden ser obtenidos a gran escala como subproducto de
otros procesos mas importantes, sus costos de produccién suelen ser muy bajos.
Otra ventaja es que suelen requerir métodos de extraccion y purificacion poco
complejos y mas amigables con el medio ambiente (11), por lo que este proyecto
plantea utilizar diferentes pigmentos bacterianos como potenciales

fotosensibilizadores en celdas solares, a fin de mejorar la eficiencia del DV.

1.1 Funcionamiento de una DSSC

Las celdas solares de tercera generacion estan constituidas a partir de cinco
componentes: un soporte mecénico conductor, un material semiconductor, un
sensibilizador, un electrolito y un contra electrodo (18), los cuales se disponen como

en la Figura 1.
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Figura 1. Estructura y funcionamiento de una DSSC.

El funcionamiento de la celda comienza cuando un fotén incide en la molécula del
pigmento, lo cual genera que este pase de un estado basal a uno excitado. A fin de
regresar a su estado basal, la molécula excitada inyecta electrones a la banda de
conduccién del 6xido metalico del semiconductor, los cuales fluyen por los poros del
semiconductor al oxido conductor transparente (TCO), pasando después por la
carga externa hasta alcanzar finalmente al contraelectrodo. El pigmento oxidado es
reducido por accion del electrolito, el cual pasa a su forma oxidada, que después es
restablecido al recuperar su carga en el contraelectrodo, lo que completa asi, el ciclo

bioelectroquimico (19,20).




Como todo sistema bioelectroquimico, los parAmetros necesarios para la evaluacién
de una DSSC pueden obtenerse a partir de una curva de corriente-voltaje, de la
cual, mediante férmulas establecidas, se calcula el resto de los parametros (8), tales

como:

Circuito de voltaje abierto (Voc): El voltaje maximo disponible en una celda solar

cuanto la corriente es nula (21).

Densidad de corriente de corto circuito (Jsc): La fotocorriente por unidad de area.
Es dependiente de las propiedades electroquimicas del pigmento y su relacién con
el semiconductor. Es por ello que una Jsc alta se relaciona con la capacidad del
pigmento en absorber luz y de inyectar electrones a la banda de conduccion del

semiconductor (11).

Factor de llenado (FF): Es la relacion entre la potencia méaxima obtenida del
dispositivo y la potencia maxima teorica y se calcula con la Ec.1 (20). El valor

maéaximo del FF es 1 (11).

FF = Imax*Vimax Ec. 1
JscXVoc

Eficiencia de conversion de energia solar a energia eléctrica (n): La relacién entre
la potencia de salida maxima con la potencia de la radiacién incidente. Esta
eficiencia puede verse afectada por la resistencia con la lamina del TCO, la
resistencia de intercambio io6nico del electrolito con el pigmento o con el

contraelectrodo y se calcula con la Ec. 2(20).



_ JscXVocXFF

Ec. 2
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1.2 Sensibilizadores

Debido al funcionamiento mismo de las DSSC, el pigmento sensibilizador es
considerado como el componente mas importante, ya que es el responsable de
recolectar directamente la luz e inyectar los electrones a la banda de conduccion

del semiconductor.

De entre los sensibilizadores que han presentado mayores eficiencias de
conversion se encuentran los pigmentos de polipiridilo de rutenio. Estos presentan
la capacidad absorber la luz en un amplio espectro hasta alcanzar la region del
infrarrojo cercano, ademas de presentar niveles de energia HOMO y LUMO
compatibles con el TiOz2 y el electrolito (22). A pesar de esto, se ha dado atencién al
empleo de otro tipo de pigmentos, ya que los pigmentos de polipiridilo de rutenio
presentan altos costos de produccién derivado de la dificil sintesis de estos
compuestos y a la cantidad de residuos téxicos que se generan durante el proceso

(9,23).

Los pigmentos provenientes de plantas han sido de los mas utilizados como
sensibilizadores, debido a su facil produccién, bajo costo, gran viabilidad y baja
toxicidad (24). Las caracteristicas que mas se toman en cuenta para el uso de este
tipo de pigmentos son: el anclaje de las moléculas del pigmento en la superficie del
material semiconductor y el rango de absorcion. Esto es, porque la estructura va a
determinar la fuerza de union con el semiconductor que se vera reflejado con el flujo

de electrones a la banda de conduccion (25). Los principales pigmentos que se han



encontrado son aquellos formados por clorofila, carotenoides, antocianinas,

betalaninas y flavonoides.

1.2.1 Sensibilizadores bacterianos

A pesar de la gran cantidad de pigmentos naturales provenientes de plantas que
han sido usados como sensibilizadores, se ha iniciado la busqueda de nuevas
fuentes para la obtencion de pigmentos. Dado que existe una gran cantidad de
bacterias que llegan a producir pigmentos de manera natural, se ha empezado a
considerar este tipo de pigmentos para la sensibilizacion de DSSC. Esto
principalmente debido a que los cultivos microbianos pueden generar grandes
producciones de biomasa que aumentan el rendimiento en la produccién de
pigmentos, ademas de que éstos pueden extraerse de manera sencilla, derivando

en una alternativa menos costosa y favorable para el medio ambiente.



Capitulo 2
Antecedentes
En los afios 70°s, la basqueda de fuentes alternas de energia llevé al Dr. Melvin
Calvin a proponer el uso por primera vez de la energia solar como fuente para
generar electricidad. Su modelo proponia, simulando el proceso de la fotosintesis
llevado a cabo por las plantas, utilizar un sensibilizador que absorbiera la luz y que
estuviera unido a una membrana sintética (26). Esta idea progreso
satisfactoriamente hasta alcanzar el desarrollo de los dispositivos fotovoltaicos de
primera generacion que son producidos a partir de silicio mono y policristalino (27),
los cuales son los dispositivos que actualmente tienen las eficiencias méas altas en
el mercado (28). Posteriormente, se desarrollaron dispositivos de segunda
generacion, los cuales consisten en celdas de capa delgada formadas por
compuestos semiconductores policristalinos amorfos, tales como el telururo de
cadmio (CdTe) o selenita de cobre indio y galio (CIGS). Estos dispositivos han
alcanzado eficiencias similares a las de la primera generacion (~20%) (29). Sin
embargo, su comercializacion ha sido muy limitada debido al costo excesivo de los
elementos raros que la componen, ademas de la alta toxicidad del cadmio, por lo
que la fabricacion a gran escala no ha sido recomendada (30). Esto conduce a una
tercera generacion, donde el objetivo principal es reducir los costos de elaboracién
y optimizar la eficiencia. Este objetivo no fue alcanzado sino hasta el afio 1991,
cuando Gréatzel creo la primera celda solar sensibilizada con pigmentos, la cual se

acercaba mas a la idea original del Dr. Calvin. A través de este tipo de celdas y



empleando un sistema coloidal de pigmentos derivados de plantas, lleg6 a obtener

como resultados eficiencias de conversion del 7.9% (6).

A partir de este punto, se comenz0 una busqueda intensiva inicial de pigmentos de
origen vegetal que pudieran usarse como sensibilizadores. De estos estudios, se
describieron a los pigmentos pertenecientes al grupo de los flavonoides y beta
alaninas, como aquellos que presentaron mayores eficiencias de conversion. Por
ejemplo, Zhou y colaboradores en 2011, demostraron que el pigmento extraido del
mangostan, una molécula flavonoide, obtuvo la mayor eficiencia de conversién
(1.17%) con respecto a 20 diferentes tipos de pigmentos extraidos de plantas (31).
A su vez, Calogeroy colaboradores en el afio 2012, evaluaron pigmentos
que contenian antocianinas y beta alaninas extraidos de diferentes frutas,

obteniendo hasta un 2.06% de eficiencia de conversion (32).

A pesar de los avances logrados en materia de la busqueda de pigmentos derivados
de plantas como sensibilizadores de DSSC, los afios posteriores fueron enfocados
principalmente a la optimizacion del funcionamiento del sistema bioelectroquimico,
empleando los pigmentos recientemente descubiertos, pero llevando a cabo
modificaciones al sistema. De esta manera, Towannangy  sus
colaboradores lograron obtener en el afio 2015, una eficiencia del 2.63% utilizando
el pigmento del mangostan como sensibilizador y llevando a cabo modificaciones
en el electrolito (disulfido / tiolato (Ts/T")) y el contraelectrodo empleados (cascara
de mangostan carbonizada y Poli(3,4-etilendioxitiofeno)-poli(estireno sulfonato)
(PEDOT-PSS)) (33). Por otra parte, Sahare y colaboradores en el 2015, reportaron

el uso del pigmento extraido del nimbo de la India, modificando el electrodo de



trabajo usando un film de Ti/TiO2 y un electrodo de referencia de Pt/PET, logrando
una eficiencia del 2.81% (34). De manera similar, Matsuura y colaboradores en
2016, emplearon un electrodo de trabajo utilizando pastas de TiO2 que contenian
particulas de tinta de calamar de tamafios controlados, logrando eficiencias de

conversion de hasta un 3.2% (15).

A la par de la busqueda intensiva inicial de pigmentos de origen vegetal que
pudieran usarse como sensibilizadores, se llevaron a cabo estudios para investigar
los complejos de polipiridilo de rutenio como alternativa debido a su amplio espectro
de absorcidn, lo cual se sabe favorece su desempefio fotovoltaico (12). A pesar de
gue este tipo de sensibilizadores han alcanzado eficiencias de conversion mayores
al 10% (35), este tipo de pigmentos presentan un alto costo en la produccién de la
celda y tienen una ruta de sintesis y purificacibn muy complejas (16,36). Ademas,
al contener metales pesados, generan residuos téxicos peligrosos para el medio
ambiente (9,27). Es por esto por lo que las investigaciones sobre los compuestos

del rutenio dejaron de ser favorecidas casi en su totalidad.

No fue sino hasta el afio 2016, que gracias a los trabajos de Ordenes-Aenishanslins
et al (13), se inici6 una nueva busqueda de pigmentos naturales que pudieran ser
empleados como sensibilizadores para DSSC. A diferencia de la basqueda inicial,
esta nueva etapa ha permanecido enfocada al uso de pigmentos de origen
bacteriano, ya que se hipotetiza que su produccidbn no solo resultaria mas
econdémica al poderse emplear residuos agroindustriales como fuentes de carbono
para su produccion a lo largo del afio de manera independiente de los ciclos de

cultivo de las plantas, sino que también resultaria en un proceso ecolégicamente



viable, ya que al emplear biorreactores, no se tendria que deforestar o destinar
tierras de cultivo a la produccién de plantas que podrian invadir o extinguir las

vegetaciones locales (36).

De esta manera, a partir de los trabajos iniciales de Ordenes-Aenishanslins et al
(13), se identificaron dos bacterias aisladas del suelo de la Antartica, Hymenobacter
actinosclerus y Chryseobacterium chaponense, las cuales generaron un pigmento
rojo y amarillo, respectivamente. Ambos pigmentos fueron caracterizados por
métodos instrumentales y a diferencia de los pigmentos estudiados anteriormente,
ambos pertenecieron al grupo de las xantéfilas, siendo identificados como luteina y
cantaxantina. Sus experimentos demostraron que la celda sensibilizada con luteina
presentd una eficiencia de conversion del 0.0323%, mientras que la celda con
cantaxantina obtuvo una eficiencia del 0.0332%. Estudios posteriores llevados a
cabo por Montagni y colaboradores donde emplearon la xantofila de H. actinosclerus
como sensibilizador a manera de pigmento crudo, purificado o0 mezclado con &acido
guenodesoxicolico, reportaron eficiencias muy por debajo de lo antes logrado por
Ordenes-Aenishanslins, obteniendo para el pigmento crudo, una eficiencia de
conversion del 0.03%, mientras que, para el pigmento purificado y mezclado,
obtuvieron eficiencias aun menores, siendo 0.008% y 0.009%, respectivamente

(37).

Por otra parte, se estudio recientemente el pigmento eumelanina obtenido a partir
de Streptomyces fildesensis. En los trabajos realizados por Silva et al., se evaluaron

los parametros eléctricos de la celda en relacion con la concentracion del pigmento,



reportdndose una eficiencia maxima de 0.026% a una concentracién de 6,500

pug/mL, y una eficiencia minima de 0.011% a una concentracion de 21 pug/mL(17).

Ademas de los pigmentos antes mencionados, se han estudiado proteinas y
citocromos de origen bacteriano. Ejemplo de esto es el estudio de los complejos de
proteinas PPCs obtenidos de Rhodopseudomonas palustris CQV97 y Rhodobacter
azotoformans R7, donde se utilizaron los complejos de recoleccién de luz 2y 4 (LH2
y LH4) y el centro de reacciéon (RC) de ambas cepas. Para estos experimentos se
reportd que el RC de R. azotoformans presenté una mayor eficiencia de conversion

con un 0.57%, seguida del LH2 de la misma cepa con 0.42% (38).

A la fecha, el estudio mas reciente sobre el estudio de pigmentos microbianos
empleados como sencibilizadores para DSSC fue realizado en el Laboratorio de
Innovacién y Desarrollo Biotecnologico por Hernandez Velasco et al., en 2020,
donde emplearon la prodigiosina producida por la cepa nativa Serratia marcescens
11E, logrando demostrar mediante el empleo de un esquema béasico de una DSSC

y un contraelectrodo de carbono se puede obtener una eficiencia del 0.032% (39).



Capitulo 3

Hipotesis y objetivos

3.1 Aportacion cientifica

Se determinara la funcionalidad de pigmentos bacterianos como
fotosensibilizadores, que mejoren la eficiencia de las celdas solares.

3.2 Hipotesis

La eficiencia de las celdas solares con pigmentos bacterianos usados como
fotosensibilizadores que presentan grupos aromaticos, es superior al 0.033%.

3.3 Objetivo General

Utilizar pigmentos de origen bacteriano que presenten grupos aromaticos afines al
TiO2, como sensibilizadores en celdas solares, para mejorar la eficiencia de la celda
solar.

3.4 Objetivos especificos

a) Cultivar bacterias pigmentadas procedentes del cepario del Laboratorio de
Innovacion y Desarrollo Biotecnolégico (antes Laboratorio de Biotecnologia
1).

b) Producir, extraer y purificar los pigmentos bacterianos.
c) Caracterizar los pigmentos bacterianos.
d) Construir la celda solar sensibilizada por pigmentos.

e) Evaluar la eficiencia de los parametros electroquimicos de la celda solar
sensibilizada y sin sensibilizar.



Capitulo 4

Metodologia

4.1 Obtencion, purificacion y caracterizacion de los pigmentos bacterianos.

4.1.1 Reactivacion de las cepas

Las bacterias empleadas en este trabajo estdn contenidas en el cepario del
Laboratorio de Innovacién y Desarrollo Biotecnologico (antes Laboratorio de
Biotecnologia 1) de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL. Las cepas
empleadas fueron: Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Pseudomonas
aeruginosa nativa donada por FCB, cepas nativas no identificadas denominadas

como 02AM y O3NA.

Primero se procedié con su reactivacion a partir de muestras preservadas en
glicerol. Para esto, se preparé caldo nutritivo de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, vertiéndose de 5 a 6 mL de medio en tubos Hosch y se esterilizaron por
15 minutos a 121 °C y 15 psi de presion en una autoclave automatica (Tuttnauer
2540M). Una vez atemperados, los tubos fueron inoculados empleando una alicuota
de 50 pL de las muestras preservadas en glicerol. Estos se incubaron a 28 °C

durante 24 horas en una incubadora con agitacion SHEL-LAB 1575 a 150 rpm.

Posteriormente, se prepararon placas con agar nutritivo que fueron empleadas para
sembrar por la técnica de estria cruzada cada cepa reactivada. Los cultivos que se

obtuvieron de las placas se utilizaron para la posterior produccion de los pigmentos.

A fin de corroborar la identidad de las cepas reactivadas, se les realizé una tincion

de Gram, la cual se realiz6 tomando una asada de la placa y se colocé en un



portaobjetos, después se agregd una gota de agua y se dejoé secar. Una vez que la
muestra seco, se agrego cristal violeta y se dej6 por 1 minuto. Transcurrido el tiempo
el portaobjetos se enjuagd con agua destilada, a continuacion, se agregé lugol y se
dej6é por 3 minutos, seguido de una adicion de alcohol-acetona por 1 minuto. Se
enjuago con agua destilada y se agrego safranina durante 1 minuto. Finalmente, la
muestra se enjuagod y se dejo secar para su posterior observacion al microscopio
optico empleando el objetivo 100X, mediante la adicion de una gota de aceite de

inmersion.

4.1.2 Evaluacién de los medios de cultivo seleccionados para las cepas
A partir de los resultados de la tincion Gram, se realiz6 una revision de la literatura
para encontrar los posibles medios de cultivo y las condiciones de incubacién

Optimas para la produccién de pigmento de cada cepa.

Las cepas de Pseudomonas aeruginosa se inocularon en: caldo nutritivo y se
incubaron a 30 y 37 °C (40), medio Pseudomonas a 30 y 37°C (41), medio King A

modificado a 37 °C(42) y medio succinato a 25 °C (43).

La cepa denominada 02AM se inocul6 en: caldo nutritivo a 25y 30 °C (44), Medio
triptocaseina de soya a 25y 30 °C (45) y medio marino a 25y 37 °C (46). Finalmente
la cepa denominada O3NA se cultivd en caldo nutritivo a 25 y 30°C (47) y medio
R2A a 30 y 37 °C (48). Todos los cultivos estuvieron a una agitacion constante de

150 rpm.



4.1.3 Caracterizacién bioguimica de las cepas

Segun los resultados de la evaluacion de los medios de cultivo, se tomé la Unica
cepa que presenté pigmentacién para realizar la identificacion por medio de pruebas
bioguimicas. Se utilizé el sistema automatizado api 20E ™. Se suspendié una
colonia en 5 mL de agua estéril, posteriormente con la suspension se rellenaron los
pocillos de la tira, llenando hasta la cupula los pocillos de CIT, VP y GEL.
Posteriormente se rellené con aceite mineral estéril la ctpula de los pocillos ADH,
LDC, ODC, URE, H2S. Finalmente se coloco la tira en una cdmara hiumeda y se

dejo incubar a 37°C por 24 h.

4.1.4 Produccion, extraccion y purificacion de los pigmentos

La produccion del pigmento se llevo a cabo mediante la siembra de la cepa 03NA
en caldo nutritivo, el cual se prepard segun el fabricante. Una vez preparado el
medio, se inocul6 con una asada de la cepa tomada de una caja Petri con agar
nutritivo sembrado por estria, el medio se incubd durante 24 horas a 25 °C a 150

rpm.

Transcurridas las 24 horas se realizé una resiembra en 10 mL de caldo nutritivo, y
se inocul6 tomando 4 mL del escalamiento anterior, se incubd durante 48 horas a
25 °C a 150 rpm. Pasadas las 48 horas de incubacion, se prepararon 100 mL de
caldo nutritivo en un matraz, se esterilizé y se dejé enfriar a temperatura ambiente
para después inocular el medio con 4 mL del cultivo del dltimo escalamiento, se

incubo por 48 horas a 25 °C a 150 rpm.



Para llevar a cabo la extraccion de los pigmentos, se empled el siguiente
procedimiento: En tubos Falcon de 50 mL, se colocaron 25 mL de cultivo en cada
uno y se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 minutos a una temperatura de 8 °C.
Una vez centrifugado se retird y guardd el sobrenadante y se agregaron
nuevamente 25 mL de medio en cada tubo, se centrifugaron a las mismas
condiciones y se guardd el sobrenadante. A continuacion, se agregaron 3 mL de
cloroformo a cada tubo Falcon y se sometieron a un tratamiento de ultrasonicacion
durante 1 minuto, dejando 2 minutos de reposo para enfriar la muestra, este proceso
se repiti6 3 veces con cada tubo Falcon. Una vez que todos los tubos fueron
ultrasonicados se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 min a 8 °C, después se
recupero la fase liquida que contenia el pigmento y se transfirié a un vial &mbar. Al
sobrenadante también se le realizé un proceso de extraccién, colocando en un
embudo de separacion acetona y el sobrenadante en una relacion 2:1, se mezclo y
se dej6 decantar hasta ver una separacion de fases, y se recolectd la fase que

contenia el pigmento.

Una vez gue el solvente se evaporo por completo, se continudé con la purificacion de
los pigmentos mediante cromatografia en columna, utilizando silica gel en
cloroformo como fase estacionaria, y una mezcla de cloroformo: metanol (9:1) como
fase movil. La columna se prepar6 colocando un disco delgado de algodén en el
fondo de una bureta, posteriormente se le adicioné la fase estacionaria, preparada
con ~13 g de silica gel en 50 mL de cloroformo, la cual se dej6 empacar por
gravedad. Por otra parte, previo a su purificacion, los pigmentos fueron diluidos cada

uno en ~ 1 mL de cloroformo.



Al compactarse la fase estacionaria, se afiadio la solucion del pigmento y se agrego
la fase movil, hasta recuperar la fraccion del pigmento purificado, el cual se recogio

en un vial previamente secado y pesado.

4.1.5 Caracterizacion de los pigmentos

Ya que los solventes se hayan evaporado, se realizaron barridos mediante
espectrofotometria de UV-Vis para determinar el espectro de absorcion de cada uno
de los pigmentos. Posteriormente se realizé la caracterizacion de cada pigmento

mediante espectrometria FT-IR.

4.1.6 Pruebas de fotoestabilidad de los pigmentos

Se preparo una solucién de pigmento rojo en cloroformo de 1 mg/mL, se colocé en
un vial de vidrio sellado y se expuso a radiacion solar por 6 horas. Tomando lectura
de la absorbancia cada hora en el espectrofotbmetro de UV-Vis, a una longitud de

onda de 540 nm.

4.2 Construccion de la celda solar

4.2.1 Preparacion del electrodo de trabajo

Se lavaron los vidrios recubiertos con ITO (1 cm x 1 cm). Se prepard una solucién
de acetona: isopropanol (1:1) y se colocaron los vidrios en un bafio de sonicacién
por 10 min. Posteriormente se preparé una solucién de acetilcetona — etanol (1:1) e

isopropéxido de titanio (IV) al 0.1 M, la cual se deposité sobre el vidrio ITO por medio



de Spray pirolisis a una temperatura de 300 °C. Se colocaron las pastas de TiO2 por
el método de Doctor Blade. Primero se aplico la pasta transparente y después la

pasta reflectora. Finalmente, el vidrio se calent6 a 450 °C por 30 min.

La sensibilizacion de los electrodos de trabajo se realizd por drop casting. Se
preparé una solucion de 10 mg/mL de los pigmentos diluidos en cloroformo, y se
dej6 caer gotas de la solucion sobre los electrodos y se esper6 hasta que se secara

la solucién en el electrodo.

4.2.2 Prueba de inmovilizacién

Se preparo una solucion de 10 mL de pigmento rojo en cloroformo de 1 mg /mL, y
se coloc6 en un vial ambar, posteriormente se agregd un electrodo de trabajo sin
sensibilizar y se midio la absorbancia de la solucion a una longitud de onda de 540

nm por 7 horas.

4.2.3 Mapeo elemental de los electrodos de trabajo

Se realiz6 un corte transversal a dos electrodos de trabajo previamente
sensibilizados uno con el pigmento rojo y otro con el pigmento naranja. Se colocaron
en un microscopio electrénico de barrido JEOL JSM-7800F y se realizé una
ampliacion de 30,000X y se tomé una micrografia de los cortes para ver las capas

y realizar un mapeo elemental de cada electrodo.



4.2.4 Preparacion de los electrodos de referencia

Para electrodo de platino, se preparé con una solucién de &cido cloroplatinico
hexahidratado al 0.02 M en etilenglicol. A continuacién, se cubri6 el vidrio ITO con
200 pL de la solucidn de platino y se calenté a 180 °C por 5 min, y al final se lavé

tres veces con etanol (49).

El electrodo de carbono se recubrié con una pasta comercial de carbono por el
método de Dr. Blade, mientras que los electrodos de oro se prepararon recubriendo
los vidrios ITO con una lamina de oro por medio de evaporacion con rotacion. Los
vidrios se colocaron en una camara de vacio con una pistola de electrones y
evaporacion térmica con un vacio de 2x10° Ib. Los pellets de oro con pureza de
99.999% se evaporaron y se depositaron a una velocidad de 5.0 — 5.2 A/s. Con un

espesor final de 50 nm.

4.3 Evaluacién de los parametros electroquimicos

Una vez listos los electrodos de trabajo y de referencia, se armaron las celdas
solares bajo un esquema tipo sandwich, el cual consiste en colocar el electrodo de
trabajo, el de referencia y una solucién de electrolito de Kl/I2 0.5 M/0.03 M. Fijando
los electrodos con pinzas. También se armaron celdas con electrodos de trabajo sin

sensibilizar.

Las pruebas electroquimicas se realizaron por triplicado en un simulador solar
Sciencetech 55150 acoplado a un potenciostato Gamry PCI-740%, para registrar las

curvas de corriente — voltaje y conocer la fotorespuesta. Las mediciones se



realizaron en condiciones constantes de temperatura e irradiacién de un sol de

intensidad como fuente de energia (~ 100 mW -cm? y AM 1.5).

La densidad de corriente (Jmax) y el voltaje (Vmax) para la potencia maxima
(Pmax9 se obtuvieron de las graficas corriente — voltaje que se midieron por medio
del simulador solar. De esa curva se detectaron los valores de la densidad de
corriente en circuito cerrado (Jsc, en unidades mA-cm?) y voltaje en circuito abierto
(Voc en unidades de V). Estos ultimos parametros seran empleados para calcular

el factor de llenado FF (Ecuacion 1).

FF = Jmax*Vmax Ec. 1

JseXVoc

La eficiencia de conversion fotoeléctrica de la celda solar sera obtenida mediante la

Ecuacion 2.

— JseXVocXFF Ec. 2

Pinc



Capitulo 5

Resultados y Discusion

5.1 Obtencion, purificacidén y caracterizacion de los pigmentos bacterianos

5.1.1 Reactivacion de las cepas y evaluacion de los medios de cultivo

A partir del antecedente que en el Laboratorio de Innovacion y Desarrollo
Biotecnoldgico se contaba con dos cepas de Pseudomonas aeruginosa, se recurrio
a la literatura para revisar las condiciones especificas de crecimiento que
fomentaran la produccion de los pigmentos que ésta especie produce. De esta
manera se determinaron las condiciones para producir de manera natural, piociania
(pigmento de color verde-azulado), piorrubina (pigmento de color rojo) y pioverdina
(pigmento de color fluorescente) a través del empleo de los medios de cultivo
Pseudomonas, King A modificado y succinato, respectivamente (40-43). Al intentar
reactivar las cepas en los medios de cultivo seleccionados, bajo las condiciones
recomendadas por la literatura, no se observo crecimiento en ninguno de los
experimentos a pesar de mdultiples repeticiones (Tabla 1). Estos resultados
establecieron el antecedente de que las cepas de P. aeruginosa y probablemente
algunas otras que se encuentran contenidas en el cepario del laboratorio, perdieron

su viabilidad y no podran ser utilizadas nuevamente.



Tabla 1. Ensayos de reactivacion de las cepas de P. aeruginosa para su empleo en la
produccién de pigmentos.

Medio de cultivo  Temperatura de

Pigmento a ! Crecimiento
Cepa empleada ) para la cultivo
producir i o observado
produccion (°C)
30 X
| triti
— Caldo nutritivo 37 X
_ Medio 30 X
P. aeruginosa Pseudomonas 37 X
ATCC27853 Medio King A
. . edio King
Piorrubina Modificado 37 X
Pioverdina Medio succinato 25 X
Caldo nutritivo 30 X
Piocianina 37 X
P. aeruginosa Medio 30 X
nativa donada por Pseudomonas 37 X
la Facultad de .
Ciencias Biol6gicas Piorrubina Med|q .ng A 37 X
modificado
Pioverdina Medio succinato 25 X

Afortunadamente, dos de las cepas de interés para este estudio, las bacterias
designadas como 02AM y O03NA, pudieron ser reactivadas sin problemas
empleando caldo nutritivo. La cepa 02AM, cuya identificacion previa en el cepario
esta registrada como Micrococcus spp., posee la cualidad de generar un pigmento
amarillo, el cual, segun la literatura, podria pertenecer a la familia de los
carotenoides (50,51). Al observar su morfologia bajo el microscopio, se determiné
que la cepa 02AM crece en forma de cocos Gram positivos, lo cual corresponde con
lo reportado para el género Micrococcus (50,51). De esta manera, se prosiguio a la
preparacion y cultivo de 02AM en los medios seleccionados, los cuales fueron
incubados en las condiciones Optimas reportadas para la produccion del pigmento.

Sin embargo, a pesar de las multiples repeticiones y cambios en las condiciones de



cultivo, no se logré obtener el pigmento deseado (Tabla 2). Por el contrario, la cepa
O3NA, que al reactivarse en caldo nutritivo presentdé una pigmentacién rojiza
anaranjada, logré una pigmentacion satisfactoria en los ensayos preliminares de
monitoreo para la seleccion de medio de cultivo y temperatura (Tabla 2). Bajo el
microscopio, la cepa 03NA presentd una morfologia de bacilos Gram negativos. Sin
embargo, no se tenian registros previos de este alisado bacteriano en el cepario
debido a que no habia sido empleado anteriormente, por lo que se procedié a

realizar una caracterizacion bioquimica para su identificacion.

Tabla 2. Ensayos de reactivacion de las cepas 02AM y 03NA para su empleo en la
produccion de pigmentos.

Cepa Pigmento a Medio de cultivo Temperatura de Crecimiento
empleada producir para la cultivo observado
produccién (°C)
- 30 X
Caldo nutritivo
Nativa 25 X
designada Amarillo Triptocaseina de 30 X
como (sin caracterizar) soya 25 X
02AM Medi . 37 X
edio marino 25 X
Nativa - 30 v
designada Naranja Caldo nutritivo 25 v
como (sin caracterizar) . 30 X
03NA Medio R2A 57 X

5.1.2 Caracterizacién bioquimica

Para la caracterizacion bioquimica de la cepa 03NA se utiliz6 un kit de identificacion
API® 20E de la marca bioMérieux. Al compararse los resultados de la prueba con la
tabla de referencia del fabricante (Figura 2), la cepa pudo identificarse como Serratia
marcescens. Las caracteristicas morfologicas de este género coinciden con las
obtenidas experimentalmente para la cepa O3NA. Cabe destacarse que esta

bacteria perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, posee como caracteristica



principal, la generacion de un pigmento rojizo conocido como prodigiosina (52), el
cual es un metabolito secundario que estd vinculado a los procesos de

supervivencia del microorganismo (53).
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Figura 2. Resultado de prueba APl 20E de la cepa 03NA

5.1.3 Produccion y purificacion de los pigmentos

Dado que la cepa 03NA fue identificada como Serratia marcescens, se emplearon
las condiciones ya reportadas por nuestro laboratorio para la produccion, extraccion
y purificacién del pigmento producido por S. marcescens 11E. De esta manera, al
emplear el caldo nutritivo como medio de produccién e incubando el ensayo a 25
°C, se obtuvo la pigmentacién del medio de cultivo de acuerdo con lo registrado en
los ensayos iniciales de monitoreo y en la tesis de Hernandez-Velasco (39), No
obstante, a pesar de las grandes similitudes entre la cepa 03NA y su congénere
Serratia marcescens 11E, se pudo observar que después de centrifugar el medio
de cultivo para separar las bacterias, se presentd en el sobrenadante una
pigmentacion rojiza que no se encontro previamente en la cepa 11E, sugiriendo que
la cepa O3NA es productora de un segundo pigmento. Esto es bastante inusual dado

que Serratia marcescens es ampliamente conocida por la produccion de



prodigiosina, sin embargo, el estudio realizado por Wang et al en 2012 presento6 una
cepa de Serratia marcescens RB3 capaz de producir betacaroteno (54). También
en otros estudios se ha detectado la presencia de benzoquinonas a partir de la
degradacion de enzimas sin especificar pertenecientes a Serratia marcescens
(55,56).
5.1.4 Caracterizacion y pruebas de fotoestabilidad de los pigmentos
Para identificar el pigmento intracelular rojo producido por la cepa 03NA, se llevo a
cabo un barrido de la muestra por espectrofotometria de UV-Vis en un rango de 300
a 800 nm. Como se puede observar en la Figura 3, el espectro presenta una sefial
dominante a 540 nm acompafada de un pico menor a los 510 nm, los cuales

corresponden a la descripcién historica de la prodigiosina realizada por Hubbard y

Rimington en 1950 (57,58).
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Figura 3. Espectro de absorcion en la region UV-Vis del pigmento rojo purificado.
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Figura 4. Espectro de FTIR del pigmento rojo.
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Figura 5. Espectro de FTIR de prodigiosina producida por Serratia marcescens, obtenido
por Omnia et al. (59).

Los pigmentos se caracterizaron por medio de FTIR, por triplicado. La Figura 4
muestra el espectro del pigmento rojo. Se pueden apreciar sefiales relacionadas
con grupos pertenecientes a la prodigiosina, como la banda que se observa a 3347

cm? que se atribuye al estiramiento de N-H presente en las aminas (39). Las

27



bandas ubicadas a 2977 y 2898 cm™ representan el estiramiento simétrico y
asimeétrico de los grupos metilo y metileno que se encuentran en la cadena alifatica
de la molécula, en 1641y 1452 cm son debido a los grupos —NH y el estiramiento
de C=C (60). La presencia de estas bandas concuerda con el comportamiento de
los espectros reportados en diferentes estudios donde se caracterizo prodigiosina
extraida de Serratia marcescens mostrando bandas alrededor de 3400, 2900, 1600,
1400, 1200 y 700 cm*(52,61-64). En la Figura 5 se presenta el espectro obtenido
por Omnia et al, el cual también se obtuvo de prodigiosina extraida de Serratia
marcescens (59), como se puede observar se comporta de una manera muy similar
al espectro FTIR del pigmento rojo de este proyecto. Esto sugiere que el pigmento

rojo podria tratarse de prodigiosina.
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Figura 6. Espectro FTIR del pigmento naranja.
El espectro de FTIR del pigmento naranja (Figura 6) muestra bandas principalmente

entre los ~700 y ~1800 cm, este comportamiento es caracteristico de los



compuestos derivados de las quinonas (65). Las bandas de 750, 1214y 1714 cm™?
se deben a las vibraciones de balanceo de C-H, estiramiento de C-C y C-C=0
respectivamente (66). Por otro lado, vibraciones de baja intensidad entre 2859 y
3000 cm™ representan el estiramiento de C—H (67). Inicialmente se habia pensado
que el pigmento naranja podria tratarse de betacaroteno debido al antecedente de
una cepa de Serratia marcescens que produce dicho pigmento (54). Sin embargo,
las bandas del espectro de FTIR obtenido, no coinciden con las bandas
caracteristicas al betacaroteno (68). Por otro lado, el espectro muestra similitud a
los espectros obtenidos por Makuraza et al., donde se obtuvieron los espectros
tedricos y experimentales de 1,2-benzoquinona y 1,4-benzoquinona (66). El
espectro de FTIR obtenido por Chen et al., que se observa en la Figura 7 muestra
un comportamiento similar con bandas en 1675y 1553 cm representando el enlace
C=0 de los grupos quinolilo y C=C del anillo aroméatico, tomando en cuenta que la
molécula que se estd analizando es 2, 3-diciano-5,6-dicloro-1, 4-benzoquinona
(DDQ) por lo cual también presenta las bandas representantes de los enlaces C=N

y C—CL (69,70). Esto puede sugerir que el pigmento naranja es una benzoquinona.
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Figura 7. Espectro FTIR de DDQ, obtenido por Chen et al. (69)

A continuacion, se le realiz6 por triplicado la prueba de fotoestabilidad al pigmento
rojo purificado a fin de evaluar su estabilidad al recibir radiaciones UV emitidas por
la luz solar. Como se puede observar en la Figura 8, el pigmento rojo producido por
la cepa 03NA muestra una clara degradacion a la hora de exposicion. Este resultado
contrasta fuertemente con lo reportado anteriormente por Hernandez-Velasco,
donde la prodigiosina producida por la cepa 11E presentaba una alta estabilidad
hasta 120 h de experimentacion (39) y también difiere a lo mencionado en otros
estudios donde se afirma que la prodigiosina es un pigmento estable a la radiacion
UV (71-73). Por consiguiente, se puede deducir que el pigmento rojo producido por
la cepa O03NA posee poca fotoestabilidad y dificilmente podria ser empleada como

sensibilizador en celdas solares.
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Figura 8. Prueba de fotoestabilidad del pigmento rojo

5.2 Caracterizaciéon de la sensibilizacion de los electrodos de trabajo

5.2.1 Prueba de inmovilizacion

A pesar de la poca fotoestabilidad mostrada por el pigmento rojo producido por la
cepa 03NA, se decidié proceder con la prueba de inmovilizacién del pigmento para
determinar la cantidad de pigmento que puede ser absorbida por el electrodo de
trabajo. La Figura 9 muestra el comportamiento de la solucién stock de pigmento
rojo cuando se sumerge el electrodo de trabajo, mostrando una maxima absorcion

del pigmento a las 3 horas de estar en contacto con el electrodo. La prueba se

realizo por triplicado.
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Figura 9. Prueba de inmovilizacién del pigmento rojo.

Los electrodos de trabajo presentan una irregularidad en la distribucion de las capas
de TiO2, debido a que no se utilizd un método automatizado para aplicar
uniformemente dichas capas (74). Este tipo de métodos permiten asegurar con
exactitud la cantidad de TiOz presente en el electrodo, asi como espesor y porosidad
del film, los cudles son parametros necesarios para realizar estudios de isotermas

de adsorcion (75).

Las isotermas de adsorcidon son empleadas con regularidad para describir la
distribucion que presentan las moléculas que son adsorbidas sobre una superficie
sélida (76). Estas, suelen presentar diferentes modelos matematicos que describen
el mecanismo por el cual se da la interacttan entre ambas fases y su

correspondiente distribucion (77).

De esta manera, la interaccion de la prodigiosina con diversas superficies ha sido

descrita por distintos autores, como,por ejemplo, el estudio realizado por Zakeri et



al., quienes obtuvieron una prodigiosina a partir de la cepa de Serratia sp. ZF03 y la
emplearon como bioabsorbente para 2?°Ra. Las isotermas de adsorcion
demostraron que el modelo mas adecuado para describir el proceso correspondia
al modelo de Freundlich (60). Este modelo propone una adsorcion multicapa del
material en una superficie heterogénea, donde existen diferentes sitios de adsorcion
y los sitios de union mas fuertes son ocupados primero, hasta que la energia de
adsorciéon disminuye cuando se completa el proceso (78). De manera similar, un
estudio donde se utilizdé una resina macroporosa para la adsorcion de prodigiosina
producida por Serratia marcescens SMDR, los isotermas de adsorcion dieron como
resultado una clara tendencia hacia el modelo de Freundlich, el cual, se ajusté mejor
al proceso de adsorcion (79). Previamente, el equipo de investigacion demostro que
la prodigiosina producida por la cepa de Serratia marcescens 11E inmovilizada en
TiO2, seguia un modelo de Freundlich para la isoterma de absorcion. De esta
manera se propone que el pigmento producido por la cepa de Serratia marcescens

03NA podria seguir el modelo de adsorcion de Freundlich.

5.2.2 Mapeo elemental de los electrodos de trabajo

Una vez inmovilizados los dos pigmentos en los electrodos de trabajo, se realizé un
corte transversal a cada electrodo para poder tomar una micrografia por SEM y
realizar un mapeo elemental a través de la espectrometria de energia dispersiva

(EDS), estos estudios se realizaron por triplicado.

Las micrografias obtenidas pueden ser observadas en las Figuras 10 y 11, las
cuales muestran la imagen del corte transversal y el mapeo elemental obtenido para

los electrodos sensibilizados con pigmento rojo y naranja, respectivamente. Para



ambos electrodos se puede observar una irregularidad en la distribucion de las
capas de TiO2, esto debido probablemente a que no se utiliz6 un método
automatizado para aplicar uniformemente dichas capas (74). Por otra parte, el
mapeo destaca la posicion del silicio (Si) en la celda, la cual proviene del vidrio, y la
posicion del estafio (Sn) que representa el recubrimiento de ITO. Asi mismo, se
puede observar la distribucion del carbono en el electrodo, el cual, representa a los
pigmentos depositados en la celda (80,81). Los analisis del EDS en las Figuras 12
y 13 respaldan lo antes mencionado, mostrando la presencia de carbono en mayor
porcentaje, seguido de oxigeno Y titanio, mientras que el sodio (Na), estafio (Sn) y
silicio (Si) forman parte del ITO (82). En ambos casos se puede apreciar que los
pigmentos se distribuyeron de manera uniforme a través del TiOz2, confirmando asi

que los pigmentos se adsorbieron durante la inmovilizacion.
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Figura 11. Imagen SEM con mapeo elemental del electrodo sensibilizado con el pigmento
naranja.
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5.3 Evaluacién de los parametros electroquimicos

Para el armado de las celdas DSSC que fueron evaluadas en este estudio se utilizd
un esquema tipo sandwich, empleandose 3 tipos de electrodos de referencia
distintos para cada uno de los pigmentos inmovilizados en el electrodo de trabajo.
De esta manera, se construyeron 6 celdas DSSC con electrodos de trabajo, 3 que
contenian al pigmento rojo y 3 que contenian pigmento naranja. Estos fueron
acoplados a: 1) un electrodo de Pt, el cuél es empleado comunmente debido a su
alta actividad electrocatalitica (83). Cabe destacar que el empleo de este electrodo
sirvid para poder comparar contra otras celdas con sensibilizadores de origen
bacteriano (13,17,37); 2) un electrodo de carbono, debido a que el uso de materiales
carbonosos ha ido en aumento en los Ultimos afios por su bajo costo, mejor
resistencia a la corrosion, alta conductividad eléctrica y alta actividad
electrocatalitica (39,84,85); y 3) un electrodo de oro dado que las nanoparticulas de
oro tienen propiedades Opticas y cataliticas favorables, las cuales pueden servir
para aumentar la reactividad del contra electrodo (86—88). Cada celda se evalu6 por

triplicado.
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Figura 14. Curvas de corriente—voltaje de celda solar sensibilizada con el pigmento rojo,
con los diferentes electrodos de referencia (A) carbono, (B) oro y (C) platino.

La Figura 14 muestra las curvas de corriente contra voltaje que se obtuvieron de las
mediciones de las celdas sensibilizadas con el pigmento rojo, bajo las condiciones
del simulador solar, mientras que la Figura 15 muestra las curvas de las celdas
sensibilizadas con el pigmento naranja. A partir de estas mediciones se obtuvieron
los parametros electroquimicos necesarios para calcular el factor de llenado FF, las
cudles son la corriente en corto circuito Jsc (mA-cm?) y el voltaje en circuito abierto

Voc (mV).
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Figura 15. Curvas de corriente—voltaje de celda solar sensibilizada con el pigmento
naranja, con los diferentes electrodos de referencia (A) platino, (B) carbono y (C) oro.

Los valores obtenidos para los parametros electroquimicos de las celdas solares
sensibilizadas con el pigmento rojo se muestran en la Tabla 3. También se midieron
los parametros de las celdas sin sensibilizar, para comprobar que el pigmento
aumento la eficiencia de conversion. En este caso, podemos observar como el
pigmento rojo aumentd la eficiencia un 0.02% de manera uniforme en las celdas
solares con los diferentes electrodos de referencia. La celda que presenté mayor
eficiencia sin sensibilizar fue la celda con el contraelectrodo de platino (n=0.05%),
mientras que las celdas con los contraelectrodos de carbono y oro presentaron
ambas una eficiencia del 0.01%. Dentro de los resultados obtenidos, cabe destacar

gue la celda sensibilizada con el pigmento rojo acoplada al electrodo de Pt fue la



gue mostré mayor Jsc, el cual es dependiente de las propiedades electroquimicas
del pigmento y su relacién con el TiO2. Adema4s, esta celda también presento la
potencia y la eficiencia de conversion de energia mas altas. Estos resultados
mejoraron aquellos obtenidos por el grupo de trabajo anteriormente, ya que durante
ese estudio, la celda sensibilizada con el pigmento rojo usando un electrodo de
carbono como electrodo de referencia habia obtenido una eficiencia del 0.032 %
(39). Puede decirse que la diferencia entre ambas eficiencias radica en que el FF
de aquella celda era menor a lo reportado en este estudio, ocasionando que la
potencia maxima generada por la celda fuera menor. Por otra parte, se puede
resaltar que la corriente en corto circuito obtenido en este estudio fue mayor al de
otros estudios con pigmentos bacteriano. Como el de Silva et al, donde se utiliz6 la
eumelanina obteniendo un Jsc de 0.135 mA-cm2 (17), Ordenes et al, sensibiliz6 las
celdas con un carotenoide amarillo con un Jsc de 0.13 mA-cm? y una cantaxantina
con Jsc de 0.2 mA-cm™ (13) y Montagni et al, obtuvo un Jsc de 0.127 mA-cm™?
usando un carotenoide naranja (37). Sugiriendo que existe una mayor capacidad de
absorcion de luz e inyeccién de electrones a la banda de conduccién del TiO2 por

parte del pigmento rojo producido por S. marcescens 03NA.



Tabla 3. Parametros fotoelectroquimicos de celdas solares sensibilizadas con el pigmento
rojo.

Electrodo Corriente de V;':(?Leitge _ Factor de Eficiencia,
de Fotoelectrdo ~ corto abierto. Voc Potencia  |lenado, FF ]
referencia circuito, stc [m\}] [mA-cm_z] (%) (%)
[mMA-cm ]
TiO_/Pigmento
2 g 0.3+ 0.065 516 + 4.7 0(.)0(?381 0.043 0.07
Platino rojo )
. 0.056 +
TiO
2 0.18 + 0.006 529+1.6 0.003 0.058 0.05
TiO_/Pigmento
2 g 0.07+ 0.018 1400 + 8.6 883; 0.030 0.03
Carbono rojo 0 (')11 -
TiO ' -
2 0.035+ 0.009 1332+ 2.1 0.002 0.023 0.01
TiO_/Pigmento
2 g 0.17+ 0.071 1000 £ 7.1 0.03+ 0.020 0.03
rojo 0.004
]
Oro 0.073 = 0.010 =
TiO 0732 010 =
2 0.002 1060 + 3.4 0.002 0.013 0.01

Por otro lado, los resultados obtenidos para las celdas sensibilizadas con el
pigmento naranja (Tabla 4) varian entre si dependiendo del contraelectrodo
empleado. La celda con el electrodo de platino mostré la eficiencia de conversién
mas baja de todas a pesar de que se esperaba un comportamiento similar al del
pigmento rojo, obteniendo una eficiencia sin sensibilizar de 4.3x104% y aumentando
solamente 0.00257% al sensibilizarse. Los electrodos de referencia con oro y
carbono mostraron las eficiencias sin sensibilizar de 0.04% y 0.02%
respectivamente. La celda con el contraelectrodo de oro aumento un 0.13%
alcanzando una eficiencia del 0.17% al sensibilizarse, mientras que la celda con el
contraelectrodo de carbono alcanzo la eficiencia mas alta de 0.53% incrementando

un 0.51% al sensibilizar con el pigmento naranja.



Tabla 4. Parametros fotoelectroquimicos de celdas solares sensibilizadas con el pigmento
naranja.

Corriente i
Electrodo de corto Vgilrt:t?tge _ Factor de Eficiencia,
de Fotoelectrdo P . Potencia llenado, FF n
¢ ) circuito, abierto, Voc -2 o y
referencia Jsc [mV] [mA-cm ] (%) C)]
[mA-cm_ ]
TiO_/Pigmento
Al 0.016 + 640 + 2.9 0.003 + 0.030 0.003
Platino naranja 0.003 0.001
. 0.006 + 0.00047 + -
TiO 4
2 0.001 725+5.2 0.0003 0.010 4.3x10
TiO_/Pigmento
Al 2.7+ 0.35 640 + 1.6 %‘%?661 0.031 0.53
Carbono naranja '
. 0.26 + 0.021 +
TiO
5 0.002 687+ 0.8 0.008 0.012 0.02
TiO_/Pigmento
/T ) 1.02 £.022 587 +9.2 017+ 0.030 0.17
naranja 0.001
Oro
. 0.042 +
TiO
5 0.8 £0.001 577427 0.008 0.010 0.04

Al comparar los resultados con reportes donde se utilizaron carotenoides extraidos
de bacterias antarticas, se puede observar que el FF obtenido para todas nuestras
celdas sensibilizadas (0.03%) fue menor al obtenido por otros carotenoides
extraidos de bacterias, donde el FF tiene valores de 37.1% (13), 48.4% (13) y hasta
51% (37). La deficiencia en el FF puede deberse a la resistencia en el transporte de
iones y transferencia de carga del contra electrodo, a la resistencia laminar de los
electrodos de trabajo y referencia, o bien a la resistencia del transporte de
electrones a través del TiO2 (5,11). A pesar de lo anterior, las celdas con pigmento
naranja en este trabajo muestran valores de Jsc y eficiencia de conversion muy por
encima de lo reportado en las bacterias de la antartica, lo cual se compara en la

Tabla 5. Y no solamente los resultados obtenidos superaron a los de otras bacterias



antarticas, también los valores de Jsc y n de las celdas sensibilizadas con pigmento
naranja en combinacion con los contraelectrodos de carbono y oro superaron al de
celdas donde los carotenoides utilizados fueron extraidos de flor de cempasuchil
(Jsc = 0.51 mA-cm, n= 0.23%) (31), bayas de Goji (Jsc= 0.53 mA-cm?, n=0.17%)
(31), Calabaza hiedra (Jsc= 0.24 mA-cm2, n= 0.076%) (89) y cascara de papaya

(Jsc=0.232 mA-cm?, n=0.093%) (80).

Esto nos indica que a pesar de que la potencia maxima de la celda no sea la mas
alta, la capacidad de adsorcion de luz e inyeccion de electrones a la celda es lo

suficientemente buena para elevar la eficiencia de conversion de energia.

Tabla 5. Parametros fotoelectroguimicos de DSSC sensibilizadas con pigmentos
bacterianos.

Voltaje
Corriente
Electrodo _en Factor de Eficiencia,
Bacteria Sensibilizador de en cqrto cireuito llenado, n
referencia O oo abierto, FF (%)
Jsc Voc (%)
[mA-cm ] [mV]
Hymenobacter sp. Carote_n0|de Pt 0200 435 371 0032
(13) (rojo)
Chryseobacterium Carotenoide
sp. (13) (Amarillo) Pt 0.130 548 48.4 0.032
Hymenobacter sp Carotenqde Pt 0127 460 51.0 003
(37) (naranja)
Streptomyces Eumelanina Pt 0.051 419 57.0 0.014
fildesensis (17)
Serratia
marcescens 11E Prodigiosina Carbono 0.096 560 59.7 0.032
(39)
Serratia Pigmento rojo Pt 0.3 516 0.04 0.07
marcescens 03NA :
Pigmento Carbono 2.7 640 0.03 0.53

naranja




Capitulo 6

Conclusiones

La cepa nativa designada como O3NA presentd una pigmentacion rojiza al ser
cultivada en medio nutritivo. Su caracterizacion bioquimica la identific6 como

Serratia marcescens.

Durante la produccion y purificacion del pigmento, se observaron dos pigmentos
producidos por la cepa 03NA, un pigmento rojo y uno naranja. El pigmento rojo
presentd un espectro de absorcion en la regién del UV-Vis similar al de la
prodigiosina, y un espectro de FTIR el cual mostré sefiales relacionadas a grupos
pertenecientes a la prodigiosina. Esto nos sugiere que el pigmento rojo podria
tratarse de prodigiosina, debido también a que se conoce que Serratia marcescens
produce principalmente este pigmento. Por otro lado, con el pigmento naranja no se
pudo llevar a cabo el barrido de absorcion UV-Vis debido a la contingencia del
COVID-19. Pero el espectro de FTIR muestras bandas en las regiones
caracteristicas de las benzoquinonas o naftoquinonas. Sin embargo, es importante
destacar que a la fecha no se ha reportado una cepa que produzca prodigiosina y

benzoquinona simultaneamente.

La prueba de inmovilizacién determiné que el pigmento rojo producido por la cepa
03NA es absorbida en 3 horas y, segun las imagenes SEM de cortes transversales
de los electrodos sensibilizados, se demostr6 que ambos pigmentos se
distribuyeron de manera uniforme a través de las capas de TiO2, tomando como

guia la presencia de carbono en el mapeo elemental de las imagenes.



Finalmente se evaluaron los parametros electroquimicos de las celdas solares. Para
esto se utilizaron tres electrodos de referencia distintos (Pt, C, Au) para cubrir
diferentes areas de interés. Las celdas que presentaron mayor eficiencia de
conversion de energia solar a energia eléctrica fueron la sensibilizadas por el
pigmento naranja con contraelectrodos de carbono (n=0.53%) y oro (n=0.17%),
ademas de que fueron las que mostraron una variacion en el incremento de la
eficiencia respecto a las celdas no sensibilizadas aumentando un 0.51% y 0.13%
respectivamente. Mientras tanto, las celdas sensibilizadas con el pigmento rojo,
mostraron eficiencias dentro de previamente reportado, que van de 0.03% (contra
electrodos de carbono y oro) y de 0.07% (contraelectrodo de Pt), con un aumento
uniforme del 0.02% respecto a las celdas no sensibilizadas con los tres
contraelectrodos. Lo que nos indica que la presencia de grupos aromaticos no fue
el factor que determind la eficiencia de las celdas, si no la combinacion del
sensibilizador con el contraelectrodo. Sin embargo, la celda sensibilizada con el
pigmento rojo usando un contraelectrodo de platino (n=0.07%) y la celda
sensibilizada con el pigmento naranja en conjunto con el contraelectrodo de carbono
(n=0.53%) superaron la eficiencia de conversiéon de 0.033% generada por
Hymenobacter sp (13) la cual es la mayor eficiencia reportada en DSSC con
pigmentos bacterianos, y también superaron la obtenida anteriormente en el grupo
de trabajo del 0.01% con una celda sensibilizada con prodigiosina usando un
contraelectrodo de Pt. Esto demuestra que los pigmentos obtenidos presentan un
incremento en la eficiencia de las DSSC, una vez que se encuentre la seleccion

adecuada de materiales para garantizar una eficiencia y potencia maxima ideales.
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Anexos

Materiales y reactivos

Se trabajé con material basico de laboratorio como: tubos hosch, tubos Falcon,
micropipetas, cajas Petri, soporte universal, matraces, vasos de precipitado,

probetas, etc.

Los reactivos utilizados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Tabla de reactivos utilizados.

Reactivo Marca
Cloroformo J. T. Baker
Metanol J. T. Baker
Pellets de oro Kurt J. Lesker
Pasta de carbono Gwent Group
Etanol Desarrollo de Especialidades Quimicas
Isopropoxido de titanio (1V) Aldrich

Silica gel MERK

Pasta de Titania transparente Aldrich

Pasta de Titania reflectora Aldrich

Acido cloroplatinico hexahidratado | Aldrich
Yoduro de potasio PQM

Yodo MERK

Caldo nutritivo BIOXON
Agar nutritivo BIOXON
Triptocaseina de soya BIOXON
Etilenglicol MERK
Alcohol isopropilico J. T. Baker
Acetona J. T. Baker




Formulacién de los medios de cultivo.

Los medios de caldo nutritivo y triptocaseina de soya, se prepararon segun lo
indicado por el fabricante. Los otros medios de cultivo se prepararon segun el

Manual de medios microbiolégicos, para 100 ml de medio.

Medio R2A Medio King A modificado
Extracto de levadura 0.05g Peptona 29
Proteasa peptona 0.05g Cloruro de magnesio 0.14g
Peptona de caseina 0.05g Sulfato de potasio 19
Glucosa 0.05g Glucosa 1.33¢g
Almidon soluble 0.05g

Piruvato de sodio 0.03g Medio succinato

Fosfato dipotasico 0.03g Fosfato dipotasico 0-69

. Fosf ASi :
Sulfato de magnesio 0.005g osfato monopotasico 0-39

Sulfato de amonio 0.1g
Medio marino Sulfato de magnesio 0.029
Peptona 0.5¢ Acido succinico 0.49
Extracto de levadura 0.1g
Citrato férrico 0.01g
Sales de mar 3.41g

Medio Pseudomonas

Bacto peptona 29
Cloruro de magnesio 0.149
Sulfato de potasio 19

Glicerol 10 ml/g



