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RESUMEN

En la actualidad existe la necesidad urgente de reemplazar las fuentes de
energias no renovables como los combustibles fosiles por fuentes
alternativas de energia renovable y no contaminante. La energia solar
puede ser transformada directamente en energia eléctrica gracias al
efecto fotoeléctrico, mediante el uso de celdas solares o fotovoltaicas.
Las celdas solares comerciales basadas en silicio se han utilizado y
desarrollado enormemente, y se conocen como celdas solares de primera
generacion. El alto costo de los materiales de fabricacion empleados, ha

llevado al desarrollo de celdas solares de segunda y tercera generacion.

Entre estas ultimas, encontramos las celdas solares sensibilizadas con
colorante (DSSC, por sus siglas en inglés) o celdas de Grétzel, las cuales
se basan en la sensibilizacion (recubrimiento) de un semiconductor con
colorantes/pigmentos que le permitan ampliar su espectro de absorcion.
El pigmento en el &nodo actia como captador de la energia solar,
absorbe un foton inyectando electrones al semiconductor de TiO,

oxidandose. Los electrones pasan desde el fotoelectrodo al conductor



externo hacia el contraelectrodo, realizando trabajo y generando energia
eléctrica. Entre el fotoelectrodo y el contraelectrodo se encuentra el
electrolito, compuesto de un par redox, que reduce al pigmento y éste a
su vez es reducido cuando recibe el electron desde el contraelectrodo,

cerrando el ciclo.

Las principales ventajas de este tipo de celdas solares es su bajo costo de
fabricacion, disponibilidad de materiales, son amigables con el ambiente
y es posible su aplicacion a gran escala. Es por esto que han sido
ampliamente estudiadas y las mayores eficiencias alcanzadas se basan en
colorantes organo-metalicos como derivados de rutenio o colorantes
sintéticos. Sin embargo este tipo de colorantes son costosos Yy
contaminantes, por lo cual los esfuerzos se dirigen hacia el uso de

colorantes de origen natural.

Organismos acuaticos como algas rojas y cianobacterias, poseen un
sistema proteico de captacion luminica altamente eficiente Ilamado
Ficobilisoma. Los Ficobilisomas de algas rojas se componen de
Ficobiliproteinas (PBP) como Aloficocianina (APC), Ficocianina (PC) y

Ficoeritrina (PE), y proteinas de uniéon o linker que ayudan en el
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ensamblaje y conduccion de energia solar. La abundancia de algas rojas
en la naturaleza, su potencialidad de cultivo y las caracteristicas
espectroscopicas singulares de estas Ficobiliproteinas, las convierten en
excelentes candidatas para la sensibilizacion de semiconductores en

dispositivos DSSC.

Es por esto que el objetivo de este trabajo es evaluar y optimizar el uso
de Ficobiliproteinas y Ficobilisomas estabilizados, obtenidos desde

Gracilaria chilensis, como sensibilizadores para DSSC.

Las Ficobiliproteinas de G. chilensis fueron extraidas y purificadas con
grado de pureza analitico, con un rendimiento de extraccion respecto al
peso humedo de alga de 176 mg de Ficoeritrina/Kg de alga, 154 mg de

Ficocianina/ Kg de alga y 4 mg de Aloficocianina/Kg de alga.

La sensibilizacion o adsorcion de las PBP sobre los fotoelectrodos fue
evaluada mediante la comparacion de su espectro de absorcion (UV-
Visible) en solido. Tampon Tris HCI pH 7,0 favorece la absorcion de las

PBP sobre el semiconductor de TiO, respecto a tampon fosfato pH 7,0.



Luego de la sensibilizacion, las celdas solares fueron ensambladas y sus
parametros fotoeléctricos fueron medidos en un simulador solar. La
eficiencia de conversion obtenida para PE, PC y APC, sin optimizar, fue

del orden de 0,020 %.

La optimizacion de las DSSC fabricadas, se enfocé en mejorar la
adsorcion de las PBP sobre los fotoelectrodos. Para estos se funcionalizo
la superficie del semiconductor de TiO, con moléculas de Poli-L-Lisina,
Amino propil trimetoxilano (APTMS), Glutarardehido o una
combinacion de estos dos Ultimos. La eficiencia de conversion alcanzada
con las celdas solares ensambladas con los fotoelectrodos
funcionalizados con moléculas de APTMS, fue de 0,176 % para APC,
0,137 % para PC, 0,140 % para PE y 0,042 % para celdas solares sin

sensibilizar. Mejorando la eficiencia obtenida anteriormente.

Otro factor importante en el desempeiio de una DSSC es la
termoestabilidad del sensibilizador utilizado. Reportes previos han
mostrado que las PBP de organismo meséfilos son sensibles a
temperaturas superiores a 50 °C, por lo cual, lograr la estabilidad térmica

de las PBP es deseado. La optimizacion de éste factor, fue evaluado con
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PC, mediante su entrecruzamiento posiblemente intracatenario, con
formaldehido, logrando aumentar la temperatura de fusion (Tm) de 56
°C hasta 80 °C, determinado a 280 nm. Las celdas solares ensambladas
con PC estabilizada térmicamente mostraron una eficiencia de
conversion de 0,12 %, menor a la obtenida con PC sin estabilizar (0,160
%). A pesar de que la eficiencia de conversion alcanzada con las celdas
solares ensambladas con PC estabilizada térmicamente, resultara un
poco menor a la obtenida con PC sin estabilizar, esto puede ser mejorado

en estudios futuros.

Las eficiencias de conversion obtenidas con las celdas solares
sensibilizadas con PBP, se encuentran en el rango reportado previamente
para otros complejos proteicos fotosintéticos. La funcionalizacién de
superficie de TiO2 y la estabilizacion térmica de PC mediante
entrecruzamiento con FA, son un acercamiento al disefio y optimizacién

de dispositivos fotovoltaico biohibridos.



. INTRODUCCION

En la actualidad existe un incremento global de la demanda energetica, la
cual ha sido sustentada mediante el uso de recursos no renovables como los
combustibles fésiles. Sin embargo esta fuente de energia es finita y genera
graves problemas de contaminacién ambiental, como la lluvia acida y el
smog, el efecto invernadero y altos niveles de ozono en el aire que
respiramos, por nombrar algunos (Radovic L. & Schobert H., 1997). Por lo
cual existe la necesidad urgente de contar con fuentes alternativas de
energia que sean preferentemente renovables, limpias y econdmicas,

diversificando la matriz energética.

Como se muestra en la tabla 1.1, el sol es una fuente primaria de energia
renovable y podria satisfacer todas las necesidades de la poblacion. La
energia solar puede ser transformada directamente en energia eléctrica
gracias al efecto fotoeléctrico, mediante el uso de celdas solares o
fotovoltaicas. El efecto fotoeléctrico se refiere a la emision de electrones
por un material cuando se le ilumina con radiacién electromagnética,

descubierto en 1839 por el fisico francés Alexander Edmond Bequerel, al



observar que la luz sobre un electrodo de platino sumergido en una solucién
acida de cloruro de plata generaba energia (Brindermann, Hubers and

Kimmitt, 2012).

Tabla 1.1 Disponibilidad de fuentes de energias renovables (Gonzalez-Mendoza, 2014).

Tipo de energia Disponibilidad (TW)

Solar 100000
Edlica 14
Maremotriz 0.7
Geotérmica 1.9
Hidroelectrica 1.2

Celdas solares

El uso de dispositivos fotovoltaicos abri6 un nuevo horizonte para el
desarrollo en ciencia y tecnologia. La primera celda solar fotovoltaica fue
construida por Charles Fritts en 1884, estaba formada por selenio cubierto
de una fina capa de oro y presentd una eficiencia de conversion de energia

solar en electrica de 1% (Cleveland & Morris 2013). Sin embargo, no fue
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hasta 1954 cuando los Laboratorios Bell construyeron la primera celda solar
comercial basada en silicio con un 6% de eficiencia (Moreira et al., 2008)

las cuales se han utilizado y desarrollado enormemente.

El principio en que se basan las celdas solares convencionales o de silicio,
consiste en la union de dos semiconductores con dopajes complementarios
entre los cuales se forma la llamada unién p-n, conectadas externamente por
un material conductor a través del cual fluyen los electrones generando
electricidad (figura 1.1).

El silicio puro cuenta con cuatro electrones de valencia y al afadir
impurezas (dopaje) con mas o menos electrones de valencia se modifican
sus propiedades conductoras. Por ejemplo, el fosforo tiene cinco electrones
de valencia, de modo que cuando un atomo de fosforo estd rodeado por
atomos de silicio, el quinto electron permanece débilmente ligado. Asi
puede alcanzar la banda de conduccion (nivel de energético que permite a
los electrones moverse en el material) mas facilmente, aumentando la
conductividad del silicio. Silicio dopado con fosforo es un material tipo-n

(tipo negativo) puesto que el dopaje aumenta el nimero de cargas negativas



(electrones libres). Un material tipo-p (tipo positivo) corresponde por
ejemplo a silicio dopado con boro, el cual solo tiene tres electrones de
valencia, por lo tanto faltara un electrén en la red del silicio creando un
“hueco”. La interface de contacto p-n es llamada la zona de agotamiento
(depletion zone) (figura 1.1), donde los electrones en exceso de la capa n
migran hacia los huecos de la capa p, generando cargas positivas en el lado
n y negativas en el lado p. La presencia de estos iones de carga opuesta crea
un campo eléctrico interno que impide que los electrones en la capa de tipo
n llenen agujeros en la capa de tipo p.

Al incidir la luz sobre el panel solar, fotones con suficiente energia
provocan una liberacion de electrones resultando en la formacién de
huecos. Si esto sucede en el campo eléctrico interno, los electrones se
mueven a la zona tipo-n y los huecos la zona tipo-p, cruzando la zona de
agotamiento (resaltado con flechas amarillas en la figura 1). Si ambas capas
se conectan con un cable conductor externo, los electrones viajaran desde la
capa tipo-n hacia la capa tipo-p a través del conductor, creando un flujo de

electricidad (pagina web: American Chemical Society).



https://www.acs.org/content/acs/en.html
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Figura 1.1 Representacion esquematica de una celda solar de silicio (pagina web

American Chemical Society).

La mayoria de las celdas solares presentes en el mercado estan basadas en
silicio monocristalino, esta es la llamada tecnologia de primera generacion,
estas celdas solares son amigables con el ambiente y las méas eficientes de
hoy en dia, sin embargo su fabricacion es muy costosa (Richhariya et al.,
2017). Las celdas fotovoltaicas solares de Silicio, Galio o Arsenico que
capturan la energia del sol y la transforman en corriente eléctrica, hoy en
dia alcanzan sobre el 25 % de eficiencia de conversion de la energia solar
en eléctrica (Wright and Uddin, 2012). No obstante la produccion de silicio

monocristalino encarece el costo de las celdas solares, por lo que no son
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competencia frente a las fuentes de energia convencionales, dificultando su
masificacion (Moreira Goncgalves et al., 2008; Carbdé Vela and Rocha,
2013). Esto hace necesario disponer de tecnologias alternativas con menor
costo de produccién, surgiendo los dispositivos de segunda y tercera

generacion.

En las celdas solares de segunda generacion encontramos tres categorias
principales; silicio amorfo, telururo de cadmio (CdTe) o cobre indio galio
selenio (CIGS), alcanzando eficiencias de conversion en laboratorio de
10.2%, 16.7% y 19.4% respectivamente (Green et al., 2010). Para la
construccion de estas celdas se aplica una capa fina de estos materiales
sobre un sustrato como vidrio o cerdmica, reduciendo el costo del material y
por lo tanto del coste del dispositivo. A pesar de que el costo de fabricacién
es menor en comparacion con las celdas solares de primera generacion, los
materiales usados contindan siendo costosos, contaminantes y no se

encuentran ampliamente a escala comercial.

Las celdas solares de tercera generacion son aquellas que no pueden ser

clasificadas en la primera ni segunda generacion, estas tecnologias se
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encuentran en fase de experimentacion, y su investigacion y desarrollo
busca conseguir aumentos sustanciales en la eficiencia, menores costos de
fabricacion y dispositivos amigables con el medio ambiente. Entre éstas
destacan aquellas basadas en materiales organicos como las celdas solares
de polimeros, las celdas solares de pequefias moléculas y las celdas solares
sensibilizadas con colorante (DSSC, de su nombre en inglés Dye sensitized
solar cells) (Corazza, Gevorgyan and Krebs, 2016), estas Gltimas generan
gran interés ya que muestran ventajas como bajo costo de fabricacion,
disponibilidad de materiales, son amigables con el ambiente y es posible su

aplicacion a gran escala (Wang et al., 2014).

Celdas solares sensibilizadas con pigmentos (DSSC)

La energia solar es aprovechada por organismos fotoautotrofos en el
proceso denominado fotosintesis, donde la energia de los fotones es captada
por pigmentos fotosintéticos y convertida en energia quimica, a través de la
ruptura de la molécula de agua en reacciones acopladas a la sintesis de

carbohidratos. Del total de energia que recibe una hoja un 13% es capturado
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en energia quimica (Bolton and Hall, 1991). Sirviendo de inspiracion para

buscar soluciones a la problemaética de generacién de energia.

En 1991 se publico la construcciéon de una novedosa celda solar basada en
la fotosintesis natural, la cual consta de un fotoelectrodo de Oxido de titanio
(Ti0O,) sensibilizado con un colorante, que luego se conoceria como celda
solar sensibilizada con pigmento (DSSC) o celda de Grétzel (O’Regan and
Gratzel, 1991). Este tipo de celda solar posee cuatro elementos basicos
(figura 1.2); 1) un fotoelectrodo compuesto de un substrato de vidrio
cubierto de una pelicula de 6xido de estafio dopado con flaor (FTO, por sus
siglas en inglés), el cual cumple la funcion de 6xido conductor transparente,
recubierto a su vez por una capa de un material semiconductor
nanoparticulado como diéxido de titanio (TiO,), 2) una capa de
sensibilizador o colorante sobre el semiconductor, el cual absorbe la
energia solar y transfiere electrones al semiconductor, 3) un
contraelectrodo compuesto de un substrato FTO u 0xido de estafio indio
(ITO) como en la figura 2a, recubierto con una pelicula de platino y 4) un
electrolito compuesto de un par rédox como yoduro/triyoduro (I,13), en
sandwich entre los dos electrodos (Quifiones, 2012). Estas celdas han
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surgido como una alternativa de bajo costo debido a sus componentes y al
proceso de fabricacion extremadamente simple. Como se muestra en la
figura 1.2b, el colorante en el anodo actua como captador de la energia
solar, absorbe un foton elevando el nivel energético de sus electrones de
valencia a un estado electronicamente excitado (dye*), inyecta los
electrones al semiconductor de TiO, oxidandose (fig. 1.2b namero 2), y
recupera el electron cedido por medio del electrolito (fig. 1.2b ndmero 5). El
electron se mueve por el semiconductor de TiO, hacia el conductor
(electrodo de estafio dopado con fluor (FTO)) y viaja por éste, realizando
trabajo y generando energia eléctrica (fig. 2b namero 3) hasta llegar al
contraelectrodo o catodo, donde triyoduro es reducido a yoduro usando
platino como catalizador y cerrando el circuito (fig. 1.2b namero 4)
(O’Regan and Gratzel, 1991; Won-yeop et al., 2015; Obotowo, Obot and

Ekpe, 2016).
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Figura 1.2. Celda solar sensibilizada con pigmentos (DSSC). (a) Esquema de una celda
solar sensibilizada con pigmentos. (b) Secuencia basica de eventos en una celda solar

sensibilizada con pigmentos (Won-yeop et al., 2015).

Sensibilizadores y optimizacion de dipositivos DSSC

El 6xido de titanio (TiO,) es un semiconductor de bajo costo e inocuo, pero
presenta un bajo rendimiento cuantico y es incapaz de utilizar la luz visible
(Seery et al., 2007; Shalini et al., 2015; Lee and Ho, 2017). Es por eso que
se ha recurrido a la sensibilizacion del TiO, con diferentes compuestos para
aumentar sus propiedades de absorcion de luz. En los Gltimos 20 afios se ha

desarrollado wuna intensa investigacion en torno al desarrollo de
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sensibilizadores para celdas solares. Las DSSC mas eficientes estan basadas
en complejos 6rgano-metalicos en base a Rutenio alcanzando eficiencias de
11,2% (Buscaino et al., 2008; Ludin et al., 2014) y de mayor estabilidad en
el tiempo, respecto a aquellas basadas en colorantes no metélicos
(Mehmood et al., 2014). Sin embargo existe una baja disponibilidad del

elemento, es costoso y de naturaleza toxica (Shalini et al., 2016).

Otro tipo de sensibilizadores son compuestos organicos libre de metal
(colorantes sintéticos), los cuales son obtenidos mediante sintesis quimica y
pueden ser disefiados para mejorar la eficiencia como se presenta en el
trabajo de Yang et al. (2012) quienes variando los sustituyentes de una
molécula de fenotiazina alcanzan una eficiencia de 6.22%. Zhou et al.
(2012) mediante la sintesis de porfirinas con un bajo band-gap alcanza una

eficiencia de 5.46%.

Zhang and Cole (2015) reportan la eficiencia obtenida con moléculas
basadas en bitiazol de un 7.86% con BT-T3 (((Z)-2-ciano-3-(5-(4,4 O -
diexyl-5 0 -(5-(4-(p-tolil)-1,2,3,3a,4,8b-hexahidorciclopenta[b] indol-7-

yltiofen-2-yl)-[2,2 O -bitiazol]-5-ytiofen-2-yl)acido acrilico). Kakiage et
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al. (2014) reportan una eficiencia de 12,5% usando una molécula basada en

alcoxisilano como sensibilizador y par rédox en base a cobalto (Co™'*?).

Una estrategia para mejorar la eficiencia de las DSSC es la co-
sensibilizacion del semiconductor mediante colorantes con espectros de
absorcién complementarios para mejorar la absorcion de la luz y ampliar la
respuesta espectral de las DSSC organicas (Palomares et al., 2007; Hardin
et al., 2009). Usando sensibilizadores basados en zinc-porfirina (YD2-o-
C8) co-sensibilizado con otro colorante (Y123) u otros derivados de
porfirinas se reportan eficiencias del orden del 13% (Yella et al., 2011,
Mathew et al., 2014). Se reportan multiples estudios para la optimizacion
de las DSSC, como la incorporacion de nano estructuras, diferentes 6xidos
conductores, electrolitos, mejoras en la fabricacion del contraelectrodo, co-
sensibiliacion, entre otras (Sharma et al., 2018; Hilal et al., 2018; Popoola
et al., 2018). Otros estudios, por ejemplo, han evaluado el uso de polimeros
electrolitos en estado sdlido, con los cuales se han reportados eficiencias de

un 8.9% con colorantes sintéticos (Cho et al., 2014).

Si bien los sensibilizadores sintéticos presentan buena eficiencia y

durabilidad, poseen limitaciones como costosos procesos de sintesis y el
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uso de materiales toxicos. Estas limitaciones, vuelven atractivo el estudio y
optimizacién de DSSC con sensibilizadores alternativos biocompatibles,

como los pigmentos naturales (Shalini et al., 2015).

Sensibilizadores de origen natural

Pigmentos naturales son considerados como una alternativa promisoria para
ser usados como sensibilizadores ya que, pueden ser extraidos con simples
procedimientos, por lo tanto resultan de bajo costo, biodegradables, amplia
disponibilidad, son amigables con el medio ambiente y evitarian el uso de
costosos de colorantes obtenidos mediante sintesis quimica (Ludin et al.,
2014). Los pigmentos naturales de plantas, flores y frutos, como por
ejemplo clorofilas, carotenos y antocianinas, han sido extensamente

utilizados para sensibilizar semiconductores (Zhou et al., 2011).

En varias publicaciones podemos encontrar revisiones respecto al uso de
sensibilizadores extraidos desde fuentes naturales vegetales, en DSSC
(Narayan, 2012; Hug et al., 2014; Shalini et al., 2015; Richhariya et al.,

2017; Igbal, Ali and Khan, 2019).
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Una de las ventajas de las DSSC es su versatilidad, favoreciendo su
optimizacion al variar uno o mas de sus componentes. Como por ejemplo el
tipo de sensibilizador, Zhou et al.(2011) evalian 20 plantas, como
sensibilizadores obteniendo la mayor eficiencia (1,7 %) con pepicarpio de
mangostan. DSSC sensibilizadas con pigmentos de hojas de Indigofera

tinctoria alcanzan un 0.114 % de eficiencia (Rajan and Cindrella, 2019).

Gu et al. (2018) evaluaron exitosamente extractos de espinaca, fruto del
dragon (Pitaya pericarp), cascara de naranja, hojas de ginkgo, repollo
morado y zanahorias. Destacando el extracto de repollo morado con un
0,157 % de eficiencia de conversion. Los autores sefialan que la baja
eficiencia obtenida con zanahoria (0,01 %), es resultado de la baja
adsorciéon del pigmento sobre la pelicula de TiO,, la cual fue evaluada

mediante espectros de absorcion infrarroja.

Se obtuvo una eficiencia de 1,076 % para jugo de granada (Suria et al.,
2012). Calogero et al. (2012) obtiene una eficiencia de 1,7 % para rabanos
rojos y de un 3,3 % para el colorante sintético en base a rutenio N719
(usado como control). También se ha utilizado co-sensibilizacion, Kumara

et al. (2006) alcanzaron una eficiencia de 1,01 % con chisonin (pigmento
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rojo de Perilla ocimoides) y 0,59 % usando clorofila, mientras que una
mezcla de ambos mostré una mayor eficiencia de 1,31 %. Una eficiencias
de 4,2 %, es alcanzada con p-caroteno y un derivado de clorofila (Wang et

al., 2006).

Con extractos de granada se ha obtenido una eficiencia de conversion de 2
%, registrando una densidad de corriente de 12,2 mA/cm? (Ghann et al.,
2017). Asi como también se reporta un 2 % de eficiencia de conversion
global para una DSSC basados en antocianinas, clorofilas, xantofilas y

flavonoides (Calogero et al., 2012; Shalini et al., 2015)

DSSC construidas con Nanoparticulas de TiO, de 72 nm, un electrolito
solido basado en yodo y yoduro de potasio, sensibilizados con extracto de
hojas de henna (Lawsonia inermis) o betarraga, presenta una eficiencia de

1,08 %y 1,3 %, respectivamente (Sathyajothi et al., 2017).

Una DSSC basada en nanoparticulas de TiO2 sintetizadas mediante el
método de sol-gel y sensibilizada con un extracto etanolico de Peltophorum

pterocarpum o Acalypha amentacea, mostré una densidad de corriente de
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14,95 mA/cm® y una eficiencia de conversién de 8,22% y 7,38 %,

respectivamente (Sanjay et al., 2018).

Usando pigmentos naturales y un electrolito sélido compuesto de una
mezcla 50% quitosano y 50% oOxido de polietileno, y el par redox
yoduro/triyoduro, registro una eficiencia de 1,5% con un extracto de sumac

rojo (Al-Bat’hi et al., 2013).

Pigmentos captadores de Luz

Los procesos fotosintéticos en plantas, bacterias y algas marinas
proporcionan informacion clave para disefiar sistemas de captacion de luz

artificial que funcionaran de manera eficiente y robusta.

Los complejos proteicos captadores de luz son estructuras especializadas
para la captacion y conduccion de la energia solar hacia los centros de
reaccion fotosintéticos. En plantas terrestres se componen de cromoforos
como clorofilas, xantofilas y carotenos dispuestos en una matriz proteica

(Nagata et al., 2012).
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En la busqueda de sensibilizadores naturales también se han estudiado estos
complejos proteicos, como por ejemplo, construyendo un prototipo de
DSSC con el complejo proteico captador de luz antena Il (LHCII, por sus
siglas en inglés), aislado desde espinaca e inmovilizado mediante 3-
aminopropyltriethoxysilane (APS), sobre electrodos de oOxido de estafio
indio (ITO) o sobre TiO,, que mostré una eficiencia de 0,13 % con el
electrodo de TiO, (Nagata et al., 2012). Yu et al. (2013) comparan la
eficiencia obtenida sensibilizando el semiconductor TiO, con el complejo
proteico LHCII o s6lo con sus pigmentos, obteniendo una mejor eficiencia
al usar los pigmentos (0,79 %), ademas sefiala que n-dodecyl b-D-maltoside
(DDM) es un buen sufractante para solubilizar y estabilizar el sensibilizador

por 2 semanas a temperatura ambiente.

Existe una transferencia foto-inducida de electrones, desde proteinas
fotoactivas como la proteina fluorescente verde hacia nanoparticulas de
TiO, o el complejo proteico RC-LH1 de bacteria purpura
Rhodopseudomena acidofila a electrodos de oro (Tan et al., 2012; Acikgoz

et al., 2014, Kamran et al., 2014).

22



Organismos acuaticos como algas rojas y cianobacterias, poseen un sistema
proteico de captacion luminica altamente eficiente llamado Ficobilisoma
(PBS), el cual permite la absorcion de energia solar en longitudes de onda
pobremente aprovechadas por la clorofila, en la region de luz visible de 550
a 650 nm. Mediante captacion de Luz solar y procesos de transferencia de
energia resonante fluorescente (FRET, por sus siglas en inglés), los PBS
transforman la longuitud de onda de la energia absorbida y la ponen a
disposicion del sistema biologico para hacer fotosintesis, emitiendo fotones
en la zona de los 660-680 nm (Glazer, 1985; Ducret et al., 1996). De esta
manera son capaces de aumentar el rendimiento fotoquimico en ambientes

acuéticos con baja intensidad luminica.

Los Ficobilisomas se componen de Ficobiliproteinas (PBP) que
corresponden a proteinas con cromoforos tetrapirroles lineales unidos
covalentemente a residuos conservados de cisteinas y proteinas de union o

linker que ayudan en el ensamblaje y conduccion de energia (Betz, 1997).

En algas rojas como G. chilensis encontramos tres tipos de PBP;
Aloficocianina (APC) con un maximo de absorcion a 650 nm, Ficocianina

(PC) con maxima absorcion a 620 nm y Ficoeritrina (PE) con méximos de
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absorciéon a 498 nm, 540 nm, 565 nm. El PBS presenta 2 subestructuras
principales, un core tri 0 penta cilindrico y 6 a 8 antenas que radian desde el
core dependiendo de la especie. Cada cilindro del core se compone de 4
trimeros de APC, mientras que las antenas se componen de hexameros de
PC en la zona maés cercana al core y hexameros de PE en la zona mas distal

(Figura 3) (Ducret et al., 1996; Arteni et al., 2008, Mella, 2011).

Figura 1.3. Esquema del PBS del alga roja G. chilensis. En magenta y morado se
representan las varillas compuestas por PE y PC respectivamente, en azul esta

representado el core tricilindrico de APC.

La abundancia de algas rojas en la naturaleza, su potencialidad de cultivo y

las caracteristicas espectroscopicas singulares de estas PBP, que presentan
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altos coeficientes de absorcion de luz visible y alto rendimiento cuantico
(Glazer, 1988), las convierten en excelentes candidatas para la

sensibilizacion de semiconductores en dispositivos DSSC.

Berns & MacColl, 1989, mencionan que al exponer electrodos de platino,
oro 0 un semiconductor como SnO, cubiertos con PBP, existe una foto-
respuesta. Recientemente se han estudiado estas proteinas como
sensibilizadores de nanoparticulas de TiO, concluyéndose que es posible la
transferencia de carga (transferencia de electrones) entre las PBP y el
semiconductor (Kathiravan and Renganathan, 2009; Kathiravan et al.,
2009; Yang et al., 2014, Enciso et al., 2016). Asi como también que puntos
cuanticos (QDs, quantum dots) de CdSe/ZnS y APC forman un complejo
estable mediante entrecruzamiento, mostrando una transferencia de energia
no radiativa mediante FRET desde los QDS hacia APC (Karpulevich et al.,

2017).

Se ha reportado la sensibilizacion de una DSSC con trimeros de APC
recombinante, registrando una eficiencia de un 0,26% (Pu et al., 2013).
Estudios con PC y PE muestran que es adsorbida sobre la superficie de

nanoparticulas coloidales de TiO, (Kathiravan and Renganathan, 2009;
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Kathiravan et al., 2009). Enciso et al. (2016) estudiaron la influencia de
coadsorbentes como clorofila y acido heptadecanoico, sefialando que la
mejor condicion para sensibilizacion con PC fue con &acido heptanoico, ya
que la produccion de las celdas resultdé reproducible y con un 0,04 % de

eficiencia.

La principal desventaja que presentan los sensibilizadores naturales es su
inestabilidad y baja eficiencia (Richhariya et al., 2017). Entre los estudios
que apuntan a resolver este problema, podemos mencionar la estabilizacion
de complejos proteicos captadores de luz como los PBS, mediante uso de
agentes de entrecruzamiento como formaldehido (Lowe, 2007), o en estado
solido en un films de poliacrilamida para su aplicacion en concentradores

solares (Mulder et al., 2009).

Como se expuso anteriormente, dada la capacidad de las PBP y proteinas
fotosintéticas para interactuar con semiconductores, electrodos o
nanoparticulas metéalicas, y la gran versatilidad de las DSSC. Existe un
enorme potencial para el disefio y desarrollo de dispositivos fotovoltaicos,

que puedan en el futuro reemplazar las DSSC basadas en rutenio o
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colorantes sintéticos, ofreciendo menores costos de fabricacion y que sean

amigables con medio ambiente.

Il. HIPOTESIS DE TRABAJO:

Asi como la primera celda solar de silicio presentaba una eficiencia del 1 %
y gracias a muchos esfuerzos de optimizacion hoy en dia alcanzan un 25 %
de eficiencia, se espera que los avances cientificos y tecnolégicos puedan
mejorar la estabilidad y eficiencia de los sensibilizadores naturales. En base
a los reportes antes mencionados, podemos decir que variaciones en
componentes de DSSC, como tipo y forma de semiconductor, electrolito y
tipo de sensibilizador, pueden mejorar su estabilidad y aumentar su
eficiencia. Basados en las singulares caracteristicas espectroscopicas de los
complejos proteicos accesorios captadores de luz presentes en el alga roja
G. chilensis y los antecedentes mencionados, planteamos la siguiente

hipdtesis:
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“Celdas fotovoltaicas sensibilizadas con Ficobiliproteinas, optimizadas
mediante funcionalizacion del fotoelectrodo, presentardn mejor
eficiencia, que las celdas fotovoltaicas sensibilizadas con complejos

proteicos del aparato fotosintético, reportada por otros autores”.
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I1l. OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este trabajo es evaluar y optimizar el uso de Ficobiliproteinas

obtenidas desde Gracilaria chilensis, como sensibilizadores para DSSC.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Purificar Ficobiliproteinas desde Gracilaria chilensis.

2. Caracterizar las Ficobiliproteinas purificadas.

3. Estabilizacién térmica de Ficocianina.

4. Sensibilizar celdas solares con Ficobiliproteinas.
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5. Ensamblar y caracterizar las celdas solares sensibilizadas con

Ficobiliproteinas.

6. Optimizacion de las celdas solares sensibilizadas con

Ficobiliproteinas.
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IV. METODOLOGIA

Objetivo 1: Purificar Ficobiliproteinas desde Gracilaria chilensis.

1.1 Extraccion de Ficobiliproteinas (PBP)

La extraccion de PBP se realiz0 a partir de 295 g de Gracilaria chilensis
recolectada en la bahia de Coliumo, playa de Dichato (36° 32’S, 072° 56° W).
El alga fue lavada con agua de mar y agua destilada, secada y picada con
tijera, finalmente se congelé con N, ¢y ¥ se molié en mortero hasta formar un
polvillo. Se incubo6 en 500 ml de tampdn fosfato K,HPO4/H,KPO, 20mM pH
8,0 durante 16 horas a 4°C. El sobrenadante se filtro con una gasa y fue
centrifugado a 4000g por 40min para obtener un extracto acuoso. El material

solido fue re-extraido en similares condiciones.

El extracto acuoso fue precipitado inicialmente con un 25 % de saturacion de
(NH4),SO, el cual fue agregado lentamente con agitacion suave, se dejo en
reposo 4 horas a 4 °C y fue centrifugado a 10.000 g a 4 °C por 30 minutos. El
sobrenadante obtenido se precipitdé con un 60 % saturacién de (NH,4),SO, por
16 horas a 4 °C vy fue centrifugado a 13000 g por 40 minutos a 4°C. Este

procedimiento fue repetido con el extracto acuoso obtenido desde el material
31



solido re-extraido. Los pellet fueron juntados y resuspendidos en 35 ml de
tampon K,HPO4,/H,KPO, 5 mM pH 7,1y dializados en este mismo buffer en
un volumen de 2L con cambios cada 4 horas (3 recambios de buffer),

obteniendo un extracto proteico (EP).

1.2 Purificacién de Ficobiliproteinas (PBP)

1.2.1. Cromatografia de intercambid idnico

Posterior a la dialisis, 10 mL de extracto proteico fueron diluidos en 100 mL
de tamponK,HPO4/H,KPO, 5 mM pH 7.1, centrifugado a 10.000 g por 30
min a 4 °C vy filtrado con membrana de nitrato de celulosa de 0.45 um. La
purificacion de las Ficobiliproteinas se realizd6 mediante cromatografia liquida
en un cromatografo FPLC-Merck Hitachi con deteccion de absorbancia UV-

Vis.

Para la cromatografia de intercambio ionico se usé una columna de
intercambio anidnico Waters Protein-Pak Q 15HR (Milford, Massachusetts,
USA), la cual fue equilibrada con tampon K,HPO,/H,KPO4 5 mM pH 7.1. EI
flujo de inyeccién fue de 0,5 mL/min y flujo de corrida de 1 mL/min. Luego

de cargar la muestra, se lavo con 3 volimenes de columna (CV) de tampodn de
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equilibrio, se inicio la elusion con 2 CV del tampdn de equilibrio conteniendo
50 mM de KCI, seguido de 3 CV del tampdn de equilibrio conteniendo 100
mM de KCI y finalmente 2 CV del tampdn de equilibrio conteniendo 1 M de

KCI.

Se colectaron fracciones 2ml utilizando un colector de fracciones (Super
Fraction Collector SF-2120- Advantec), las cuales fueron analizadas
espectrofométricamente en un espectrofotometro UV-Visible Jasco V-650

(Easton, Maryland, USA) y agrupadas segun caracteristicas espectroscopicas.

1.2.2. Cromatografia de adsorcion con hidroxiapatita

Las fracciones enriquecidas en Ficoeritrina (PE) y Aloficocianina (APC)
fueron dializadas contra tampon fosfato K,HPO4/H,KPO4 5 mM pH 7,1 para
eliminar sales. La columna de hidroxiapatita (Biorad) fue equilibrada con
tampdn fosfato 5 mM pH 7,1. Se cargo con 5 mL de muestra concentrada. La
columna se lavd con tampdn de equilibrio hasta que toda la PE fuera eluida,
luego la APC retenida en la columna de hidroxiapatita fue eluida con 50 mM
de K,HPO,4/H,KPO,4 pH 7,1, El flujo de la cromatografia fue de 1 mL/min y se

colectaron fracciones de 5 mL.
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1.2.3. Estimacion del rendimiento de extraccion

El rendimiento de extraccion fue calculado respecto a la cantidad inicial de

Ficobiliproteinas en el extracto acuoso segun (Chuner et al., 2012).

Objetivo 2. Caracterizar las Ficobiliproteinas purificadas.

2.1 Caracterizacion espectroscopica de Ficobiliproteinas

La caracterizacion de las PBP se realizd6 mediante espectroscopia de absorcion
UV-Visible, en un espectrofotometro Jasco V-650 (Easton, Maryland, USA),
registrando el espectro de absorcién en liquido desde 200 a 700 nm vy los
espectros de emision de fluorescencia en un espectrofluorimetro Shimadzu
RF-5301PC excitando a 566, 620 y 650 nm correspondientes a los maximos
de absorcion de PE, PC y APC respectivamente. El indice de pureza fue
determinado mediante la relacion entre la absorcion a su maximo de absorcion
y 280 nm (Ecuacion 1, 2 y 3). La cuantificacion de las Ficobiliproteinas en
mg/mL fue realizada usando la férmula descrita por (Bennett and Bogorad,

1973) (ecuacion 4, 5y 6).
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Pureza ficoeritrina — A 565nm/A 280nm (Ecuacic')n 1)
Pureza ficocianina = A s20nm/A 2600m  (ECUACION 2)

Pureza aloficocianina — A 650nm/A 280nm (EcuaCién 3)

[PC] = As2onm - 0.474(Agsonm)  (Ecuacion 4)
5.34

[APC] = Assonm.— 0.208(As20nm) (Ecuacion 5)

5.09

[PE] = Assonm — 2.41[PC] — 0.849[APC]  (Ecuacion 6)

9.62

2.2 Caracterizacion polipeptidica de Ficobiliproteinas

La composicion polipeptidica de las Ficobiliproteinas se analiz6 mediante

geles de poliacrilamida en condiciones nativas (PAGE) y condiciones

denaturantes (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970).
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Para la electroforesis en condiciones denaturantes (SDS-PAGE), las muestras
fueron dializadas contra agua destilada y concentradas en un concentrador
centrifuga. Posteriormente, fueron incubadas con buffer denaturante en
relacion (6 x) y calentadas a 100 °C durante 5 minutos. Las muestras fueron
cargadas en un gel concentrador 5 % de poliacrilamida en 1 M Tris (pH 6.8),
10 % (0,1 % p/v) dodecilsulfato sédico SDS, 10 % (0,1 % p/v) persulfato de
amonio, tetradietilendiamina (TEMED 6,5 mM) y un gel separador de 12 %
de poliacrilamida en 1,5 M Tris (pH8.8), 10 % SDS (0,1 % p/v), 10 %
persulfato de amonio (0,1 % p/v), TEMED (2,7 mM). La electroforesis fue
realizada a un voltaje constante de 100 V. utilizando una cdmara Mini Protean
2 BioRad con fuente de poder PowerPac™ HC Bio-Rad. Una vez finalizada la
electroforesis, los geles se fijaron con metanol: acido acético: agua en relacion
45: 1: 54, durante 20 min y se tifieron con Azul de Coomassie Coloidal
(sulfato de amonio 17 % p/v, metanol 34 % v/v, acido acético 0.5 % v/v y
Coomassie G250 0.1 % p/v) por toda una noche y finalmente fueron

destefiidos con agua destilada.
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Objetivo 3. Estabilizacion térmica de Ficocianina

Ya que el desarrollo de dispositivos bioelectronicos como son las celdas
solares sensibilizadas con proteinas fotosintéticas, requiere de la durabilidad
del sensibilizador usado, es importante la estabilidad térmica de las
ficobiliproteinas para su uso como sensibilizadores. Existen diferentes
métodos para lograr la estabilidad térmica de una proteina, una de las
estrategias mas comunes son la estabilizacion térmica mediante métodos

guimicos, como son el uso de agentes entrecruzantes.

Se evalu6 la estabilizacion térmica de Ficocianina mediante un
entrecruzamiento de longitud cero con formaldehido (FA). Se establecieron
las condiciones Optimas para el entrecruzamiento y Temperatura de fusion

(Tm) y espectros de absorcion UV-visible.

En proteinas formaldehido puede reaccionar con grupos N-terminales y
cadenas laterales cisteina, histidina, lisina, triptéfano y arginina (French and
Edsall, 1945). Sin embargo residuos de lisina accesibles al solvente
proporcionan los grupos funcionales mas reactivos en las proteinas nativas, y
ademads, la modificacion de las proteinas nativas por el formaldehido no

parece perturbar mucho la estructura terciaria (Toews, Rogalski and Kast,
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2010). Primero, el formaldehido reacciona con un nucledfilo relativamente
fuerte, con los grupos amino y tiol de los aminoacidos, mas comunmente con
un grupo g-amino de lisina de una proteina y forma derivados de metilol. En el
caso de grupos amino primarios, los grupos metilol se condensan parcialmente
en una imina o base de Schiff. Posteriormente, la imina puede entrecruzarse
con glutamina, asparagina, triptofano, histidina, arginina, cisteina y residuos

de tirosina (Metz et al., 2004; Hoffman et al., 2015).

3. 1 Estabilizacién térmica de Ficocianina mediante entrecruzamiento

Se incub6 1 mL de Ficocianina a una concentracion de 100 pg/mL con 0.1,
0.5y un 1% (p/v) de formaldehido (FA) en 10% de metanol (Sigma-aldrich),
por un periodo de 24 horas, a temperatura ambiente y con agitacion suave. El
experimento fue realizado con 4 réplicas experimentales, usando el solvente
del FA como control (0% FA). La reaccion se detuvo con 100 mM de lisina y
las muestras fueron dializadas en buffer Tris-HClI 20 mM pH 7,1 y

centrifugadas a 100009 por 5 minutos.
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3.2 Evaluacion de estabilidad térmica de ficocianina mediante curvas de

Denaturacion

Las curvas de denaturacion térmica fueron realizadas en un espectrofotémetro
UV-Visible Jasco V-650, con sistema de control automatico de temperatura
Jasco PSC-718 (Easton, Maryland, USA). Se usé una rampa de temperatura de
1 °C por minuto y registro la absorcion de Ficocianina a 280 nm, 360 nm, 550
nmy 620 nm. El calculo de la Tm fue realizado usando el programa Graphpad
Prisma 6.0, usando un ajuste de regresion no lineal, con el modelo sigmoideo

de la curva logistica de cuatro parametros (4PL).

3.2.1 Analisis estadistico
Las temperaturas de fusion determinadas (Tm), fueron analizadas con el
software Statistica 9 mediante un analisis de analisis de varianza (ANOVA)

usando el test de tukey, un nivel de significancia p < 0,05.
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Objetivo 4. Sensibilizar celdas solares con Ficobiliproteinas.

Para la construccion de una celda solar sensibilizada con colorante, se
necesitan un fotoelectrodo, un contraelectrodo, un sensibilizador o pigmento y
un electrolito. El fotoelectrodo se compone de un soporte transparente
comunmente vidrio o algun material organico transparente, recubierto de una
pelicula conductora como Oxido de estafio dopado con fltor llamado FTO por
sus siglas en inglés (Fluorine doped Tin Oxide), el cual cumple la funcién de
soporte transparente y conductor de electrones, este es su vez, es recubierto de
un semiconductor como didxido de titanio (TiO,). El contraelectrodo es un

soporte FTO recubierto con una pelicula de platino.

El proceso de sensibilizacion se refiere a la adsorcion del colorante sobre la

pelicula de TiO, del fotoelectrodo.

4.1 Preparacién de fotoelectrodo

4.1.1 Limpieza del vidrio de FTO

Vidrios FTO (Solaronix, Aubonne, Switzerland) de 1,5 X 1,5 cm, fueron

sumergidos en sonicador de bafio por 10 minutos en una solucion de jabon,
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agua destilada y acetona 100 %, lavando con agua destilada luego de cada

ciclo y secados con argoén.

4.1.2 Capa de blogueo con cloruro de titanio 1V (TiCly)

El fotoelectrodo es tratado con cloruro de titanio para formar una capa de
boqueo de TiO, con el fin de evitar el contacto del electrolito con el vidrio
FTO y un consecuente cortocircuito en la celda solar. Se cubrié con cinta
termoresistente un extremo de los vidrios FTO y fueron sumergidos en una
solucion fria de 40 mM de TiCl, (Merck), llevados a 75°C por 30 minutos,
lavados con agua y etanol, y puestos a 450 °C por 30 minutos en un horno

tubular (Lenton, Parsons Lane, Hope, United Kingdom).

4.1.3 Preparacion y recubrimiento con pasta dioxido de titano (TiO5,)

Se prepard una pasta con 1 g de nanoparticulas de TiO, degusa P25 de 21 nm
de diametro (Sigma-Aldrich), 35 uL acetilacetona (Sigma-Aldrich), 35 pL
triton x-100 (Sigma-Aldrich) y 0,11 g PEG 20000 (Sigma-Aldrich) disuelto en
2 mL agua destilada y se llevo a agitacion suave por 72 horas evitando la
formacién de burbujas. Luego del tratamiento con TiCl,, los vidrios fueron
recubiertos con 100 pL de pasta de TiO, y sometidos a un ciclo de 1000 rpm

por 10 segundos, 2000 rpm por 10 segundos, 3000 rpm por 30 segundos, 2000
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rpm por 10 segundos y 1000 rpm por 10 segundos, en un spin-coater (Laurell

Technologies, North Wales, USA).

4.2 Sensibilizacion de fotoelectrodo

El proceso de sensibilizacion se refiere a la tincion o adsorcion, del colorante
0 sensibilizador sobre un material semiconductor. La primera variable de
sensibilizacién estudiada fue el tampon de disolucion de las PBP. Se evalud la
sensibilizaciébn en vidrio recubierto con pelicula de TiO, segun el
procedimiento descrito entre desde el punto 4.1.1 hasta 4.1.3, reemplazando el
vidrio recubierto con FTO por vidrio normal, simulando la superficie de un
fotoelectrodo. Se comparé la adsorcion del extracto proteico sobre los vidrios
con la pelicula de TiO, en tampon fosfato (K,HPO4/H,KPQO,) y Tris-HCI a
concetraciones de 5 mM y 20 mM, ambos a pH 7.0. Los vidrios recubiertos
fueron sumergidos por 24 horas a 4°C, en una solucion del extracto proteico
descrito en el punto 1.1 a una concentracion de proteinas totales de 5,5 mg/mL
basados en la absorcion a 280 nm (Desjardins, Hansen and Allen, 2009).
Luego de la incubacion se lavaron con el tampdn correspondiente, secados al
aire y se midié la absorbancia de la pelicula de TiO, en un espectrofotometro

UV-Visible jasco V-760 (Jasco, Easton, Maryland, USA).
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4.3 Funcionalizacion de fotoelectrodo

Una vez definido el buffer a utilizar, se evaluo la utilizacion de un mordiente,
para aumentar la adsorcion de las PBP sobre el fotoelectrodo. Se usd una
solucién de extracto proteico de una concentracion estimada a 280 nm de 2
mg/mL de proteinas totales. Los mordientes evaluados fueron Poli-L-lisina
(PLL) (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, Estados Unidos), aminopropil
trimetoxilano (APTMS) (Sigma-Aldrich), aminopropil trimetoxilano maés

glutaraldehido (APTMS + GA) y glutaraldehido (Sigma-Aldrich) (GA).
4.3.1 Funcionalizacién con Poli-L-lisina

Los vidrios recubiertos con TiO, fueron sumergidos en una solucion de 0,01
% (p/v) de Poli-L-lisina (Sigma-aldrich), por 16 horas a 37 °C, luego de este

periodo fueron lavados con buffer Tris-HCI 20 mM pH 7.0 y secados al aire.
4.3.2 Funcionalizacion con Aminopropil trimetoxilano (APTMS)

Los vidrios recubiertos con TiO, fueron sumergidos en una solucién de
APTMS al 1% en tolueno, llevados por 16 horas a 70 °C en una estufa de
secado (Memmert, Schwabach, Alemania), lavados con etanol, seguido de

agua y curado a 70 °C por 30 minutos.

43



4.3.3 Funcionalizacion con Aminopropil trimetoxilano (APTMS) vy

Glutaraldehido (GA)

Luego de recubrir los vidrios con APTMS, estos fueron sumergidos en una
solucion de Glutaraldehido 2,5 % (p/v) por 1 hora a temperatura ambiente,

fueron lavados con agua y secados al aire.

4.3.4 Funcionalizacién con Glutaraldehido

Los vidrios fueron recubiertos con una solucion al 2,5 % (p/v) de

glutaraldehido por 1 hora a temperatura amiente y lavados con agua.

4.4 Espectroscopia de absorcion infrarroja

La espectroscopia de absorcion infrarroja con reflectancia atenuada (FTIR-
ATR), funciona mediante la medicion de los cambios que se producen en un
haz de infrarrojo reflejado cuando entra en contacto con una muestra. El haz
de infrarrojo se dirige a un cristal denso Opticamente con un alto indice de
refraccion en determinado angulo. Esta reflectancia interna crea una onda
evanescente que se extiende mas alla de la superficie del cristal llegando a la

muestra que estd en contacto con el cristal. La muestra absorbe energia en
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determinadas regiones del espectro de infrarrojo y la onda evanescente se

atenua. El detector registra el haz de infrarrojos atenuado.

Mediante Espectroscopia de absorcion infrarroja con reflectancia atenuada
(FTIR-ATR), se evaluo la funcionalizacién de la pelicula de TiO, con APTMS
en solventes como DMSO (Lu, Pelton and Brook, 2007; Ye et al., 2009),
etanol (Hu et al., 2008; Son et al., 2011) o una mezcla de estos en relacion
1:1. La funcionalizacion fue realizada en triplicado, tomando lecturas en al
menos 3 lugares diferentes en cada réplica, con 25 barridos y una resolucion
de 8 cm™. Las mediciones de absorcién infrarroja fueron realizadas en un
equipo FTIR Nicolet™ 1S™]10 (Thermo Scientific) cordialmente facilitado
por el Profesor Dr. Jorge Yairez Solorosa en el laboratorio de Trazas
Elementales y Especiacion (LabTres), de la facultad de Ciencias Quimicas de

la Universidad de Concepcion.

45



Objetivo 5. Ensamblar y caracterizar las celdas solares sensibilizadas con

Ficobiliproteinas.

5.1 Preparacion de contraeletrodo o catodo

Se esparcio una solucién de 4 mM de acido cloroplatinico en isopropanol,
sobre vidrios FTO previamente lavados. Se Evaporaron a temperatura

ambiente y fueron llevados a horno tubular a 400 °C por 20 minutos.

5.2 Preparacion del electrolito
El electrolito usado consistio en una mezcla de 0.5 M ioduro de litio (Sigma-
aldrich), 0.05 M iodo (Sigma-Aldrich), 0.47 M de 4-tert-butilpiridina en 3-

metoxipropilnitrilo.

5.3 Sensibilizacion de las celdas solares

La sensibilizacion de las celdas solares con las PBP obtenidas, se realizo
mediante la inmersién de los fotoelectrodos en una solucion de 7 mL de
solucion proteica con una densidad Optica cercana a 1 medida a 565 nm, 620,
y 650 nm para PE, PC y APC respectivamente, y cuyas concentraciones
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estimadas segun las equaciones 4, 5 y 6 se encontraban entre 100 y 160 ug de
ficobiliproteina/mL de solucion. La sensibilizacion se llevo a cabo por un
periodo de 24 horas a 4°C en oscuridad, luego de esto los fotoelectrodos

fueron lavados con tampon tris-HCI 20 mM pH 7.0 y secados.

5.1.5 Ensamblaje de la celda solar

Entre el fotoelectrodo y el contra electrodo de Platino se inyectan 70 uL de

electrolito, la celda es sellada con pinzas y finalmente caracterizada.

5.2 Caracterizacion de celdas solares sensibilizadas con Ficobiliproteinas

Los parametros fotovoltaicos fueron determinados en un simulador solar
(PET, USA) y un sistema de prueba de corriente-voltaje (I-V). Para obtener
las curvas de intensidad de corriente (J) versus voltaje (V), se realizd un
barrido desde -1 a 1 volt midiendo la corriente generada por las celdas solares,
cuando son expuestas a una condicion de luz solar de 1.5 AM, utilizando un
simulador solar equipado con una lampara de Xendn de 300W que produce
una potencia uniforme de 760 W/cm? sobre un area de 5x5 cm®.

Los parametros eléctricos de las celdas como densidad de corriente en circuito

cerrado (Jsc), voltaje en circuito abierto (Voc), factor de forma o fill factor
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(FF) y eficiencia de conversion (n) definen el rendimiento de la celda solar, y
son las caracteristicas que se calculan a partir de la curva de J-V obtenida para
cada una de las celdas construidas. Las mediciones se realizaron con 3 celdas

semejantes de la misma serie de preparacion y 5 mediciones de cada celda.

5.2.1 Anélisis estadistico

Las mediciones de eficiencias obtenidas para las celdas solares sensibilizadas
con Ficobiliproteinas, fueron analizadas con el software Statistica 9 mediante
un analisis de anélisis de varianza (ANOVA) usando el test de tukey, un nivel

de significancia p < 0,05.
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Objetivo 6. Optimizacion de las celdas solares sensibilizadas con

Ficobiliproteinas.

En una primera etapa de optimizacion se considerdé la medicion de los
parametros eléctricos de las celdas solares funcionalizadas con APTMS,
comparando con los resultados obtenidos de las celdas sin funcionalizar.
Como una segunda etapa en la optimizacion y por motivos de disponibilidad
de las Ficobiliproteinas se evalué la caracterizacion de las celdas solares
sensibilizadas con Ficocianina estabilizada térmicamente y Ficocianina sin
estabilizar. Las condiciones de sensibilizacion empleadas fueron las sefialadas
en el punto 5.1.4, con un numero de 6 réplicas con 5 mediciones para cada

una.
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V. RESULTADOS

1. Purificacion Ficobiliproteinas desde Gracilaria chilensis.

1.1 Extraccion de Ficobiliproteinas

Las Ficobiliproteinas (PBP) de Gracilaria chilensis obtenidas mediante
extraccion acuosa en tampon fosfato K,HPO,/H,KPO, 20 mM pH 8,0 y

precipitacion en sulfato de amonio, fueron analizadas por SDS-PAGE.

La figura 5.1 A, se muestra un gel SDS-PAGE tefiido con azul de
coomassie y en la figura 5.1 B, este mismo gel rociado con ZnSQO, e
iluminado con luz UV, lo que permite apreciar la subunidades
cromoforiladas de las PBP, al emitir fluorescencia. En el carril 1 de la
figura 5.1 A, se observan las bandas correspondientes a las subunidades
proteicas que componen el extracto acuoso de G. chilensis, destacando en la
figura 5.1 B, carril 1, aquellas subunidades caracteristicas de las
Ficobiliproteinas, que emiten fluorescencia luego de ser expuestas a luz
UV. Luego de la precipitacion con un 25 % de saturacion de sulfato de
amonio, el sobrenadante obtenido sembrado en el carril 2, muestra un
patron de bandas similar al observado en el carril 1 (figura 5.1 A) y
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conserva la emision de fluorescencia de las subunidades de
Ficobiliproteinas (figura 5.1 B). Mientras que en el pellet obtenido luego de
precipitar con un 25 % de saturacion de sulfato de amonio (carril 3), la
fluorescencia observada es menor, indicando que la precipitacion de
proteinas con un 25 % de sulfato de amonio, elimina parte de los restos
celulares y contaminantes proteicos presentes en el extracto, conservando
en el sobrenadante la mayor parte de las PBP. Este sobrenadante fue
nuevamente precipitado con 60 % de saturacion de sulfato de amonio,
logrando que la totalidad de las proteinas y PBP presentes en el extracto
acuoso fueran precipitadas y conservadas en el pellet (carril 4), ya que el
sobrenadante obtenido (carril 5) no mostr6 presencia de bandas
polipeptidicas. En el carril 6 se muestra el patrén polipeptidico del extracto

proteico (carril 4) luego de ser dializado en buffer fosfato 5 mM pH 7.0.
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Figura 5.1 Analisis electroforético en condiciones denaturantes (SDS-PAGE) del
proceso de extraccion de Ficobiliproteinas de Gracilaria chilensis. A, gel de
poliacrilamida al 12 % cargado con 15 pg de proteinas totales, tefiido con azul de
coomasie; B, gel de poliacrilamida al 12 % expuesto a luz uv luego de ser rociado con
sulfato de zinc al 37 %; M, marcador de peso molecular (KDa). En el carril 1 Extracto
acuoso en 20 mM buffer fosfato K,HPO,/H,KPO, carril 2 Sobrenadante 25 %
saturacion con (NH4),SOy, carril 3 Pellet 25 % saturacion con (NH4),SOy, carril 4
Pellet 60% saturacion con (NH4),SO,, carril 5 Sobrenadante 60% saturacion con

(NH4),SQ,, carril 6 Pellet 60 % saturacion con (NH4),SO, dializado.
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En la figura 5.2 A y B se muestra respectivamente, el espectro de absorcion
UV-Visible del extracto acuoso de G. chilensis y el espectro de absorcion
UV-Visible del extracto proteico (EP), obtenido luego del proceso de
precipitacion del extracto acuoso con sulfato de amonio. Se observa que el
proceso de precipitacion con sulfato de amonio, permite la obtencién de un
extracto proteico enriquecido en Ficobiliproteinas, ya que los maximos de
absorcién caracteristicos de Ficoeritrina (PE) (497, 540, 565 nm),
Ficocianina (PC) 620 nm y Aloficocianina (APC) 650 nm, son mas intensos
y definidos que en el extracto acuoso inicial (figura 5.2 A). El
procedimiento de extraccion utilizado que considerd la extraccion acuosa de
las PBP y su posterior precipitacion con un 25 % de saturacion con sulfato
de amonio seguido de un 60 % de saturacién, permitio su extraccién desde

el alga conservando sus caracteristicas espectroscopicas.
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Figura 5.2 Espectros de Absorcion UV-Visible de 0,5 mg/mL de proteinas totales de (A)

extracto acuoso de G. chilensis y (B) Extracto Proteico de Ficobiliproteinas (EP)

obtenido mediante precipitacion con 60 % saturacion de sulfato de amonio (NH4),SO,.
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1.2 Purificacion de Ficobiliproteinas

Luego de la obtencion de un EP enriquecido en PBP, se realizd su
purificacion mediante cromatografia liquida en columna de intercambio

anionico e hidroxiapatita.

La primera Ficobiliproteina purificada desde el EP, mediante cromatografia
de intercambio anidnico fue Ficocianina. En la figura 5.3, se muestra el
cromatograma de absorcién a 280 nm de la cromatografia de intercambio
anionico, destacando 3 maximos cromatograficos obtenidos luego de
aumentar escalonadamente la concentracion de KCI. EI primer maximo
corresponde al eluido con 50 mM de KCI colectado como fraccion 5, el
segundo méximo cromatografico corresponde a la fraccion 16 eluida con
100 mM de KCI, mientras que la fraccion 21 es obtenida producto del
lavado de la columna con esta misma concentracion de buffer. El tercer

méaximo cromatografico corresponde la fraccién 41 eluida con 1 M de KCI.
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Figura 5.3 Cromatograma de purificacién de Ficocianina mediante cromatografia de
intercambio anionico. En negro se muestra la absorcion a 280 nm y la linea verde
representa el gradiente de buffer de elusion (K;HPO4/H;KPO4 5 mM con 1M KCI pH

7.1), indicando la concentracion de KCI empleada.

La figura 5.4 A muestra el espectro de absorcidn en el rango UV-visible de
la muestra entrada, que corresponde al EP. EIl espectro de absorcién de la

primera fraccion eluida, presentado como F5 en la figura 6, presenta
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componentes proteicos caracterizados por su maximo de absorcion a 280
nm, Por lo cual el espectro de absorcion UV-Visible en esta fraccion se
compone de proteinas contaminates y podria contener fragmentos de

Ficobiliproteinas y cromaforos libres.

La fraccion 16 (F16) eluida con 100mM de KCI corresponde a la primera
ficobiliproteina purificada, Ficocianina. La cual presentd los maximos de
absorcion caracteristicos a 550 nm y 620 nm, y un indice de pureza A

620nm/A 280nm de 3 (figura 54 A, fraccion 16)

Ficoeritrina y Aloficocianina son retenidas en la columna hasta eluir con 1
M de KCI, colectando ambas en la fraccion 41, el espectro de absorcion de
esta fraccion (figura 5.4 A) muestra los maximos de absorcion
caracteristicos de Ficoeritrina a 497, 540 y 565 nm y Aloficocianina a 650

nm.

En el gel SDS-PAGE tefiido con azul de comassie la primera fraccion
eluida, presentado como F5 en la figura 5.4 B, no presenta las subunidades
polipeptidicas fluorescentes caracteristicas de las Ficobiliproteinas, cuando
es visto bajo luz UV (figura 5.4 C). En el gel de poliacrilamida (figura 5.4

C) se observa una intensa emision de fluorescencia correspondiente a las
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subunidades cromoforiladas que componen estas Ficobiliproteinas. Se
observan 2 bandas mayoritarias correspondientes a las subunidades o y B de
ficocianina, las cuales poseen cromoéforos en sus estructuras y emiten
fluorescencia luego de ser excitadas con luz UV. Luego de lavar con la
misma concentracion salina, eluye la fraccion 21 (F21), la cual corresponde

a PC con bajo indice de pureza (A sxonm/A 280nm = 1).
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Figura 5.4 A, Espectros de absorcion UV-Visible de fracciones colectadas en

cromatografia de intercambio anionico. B, Analisis electroforético en condiciones

denaturantes (SDS-PAGE) de fracciones colectadas en cromatografia de intercambio
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ionico, gel de poliacrilamida al 15 % tefiido con azul de coomasie. C, SDS-PAGE
poliacrilamida al 15 % expuesto a luz UV luego de ser rociado con sulfato de zinc al
37%; M, marcador de peso molecular (KDa). Fraccion eluida en cromatografia de
intercambio i6nico (F), F16 corresponde fraccion enriquecida en Ficocianina (a 'y b son
las subunidades o y B de Ficocianina, respectivamente), F41 elusion enriquecida en
ficoeritrina y alloficocianina, E corresponde a la muestra de entrada. Gel cargado con 15

ug de proteina.

El segundo paso de purificacion para la separacion de Ficoeritrina y
Aloficocianina fue mediante cromatografia por afinidad en columna de
hidroxiapatita (HP), el cual fue repetido 4 veces para logar una Optima
purificacion de APC. Ya que el comportamiento cromatografico en la
columna de hidroxiapatita fue similar en todas las corridas, en la figura 5.5,
se muestra un cromatograma representativo de las cromatografias

realizadas.
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Figura 5.5 Cromatograma obtenido con columna de hidroxiapatita para purificacion de
Ficoeritrina y Aloficocianina. La linea negra corresponde a la absorbancia 280 nm vy la
linea verde al porcentaje del buffer de elusion usado (1 M buffer K;HPO4/KH,PO4 pH

7.1).

El espectro de absorcion de la muestra de entrada en la columna de HP
(Figura 5.6 A, E_HP1), presenta una mayor absorcion en longuitudes de
onda correspondientes a PE y una proporcion mucho menor de APC. Luego
de cargar la muestra de entrada, PE no es retenida por la columna y eluye
como el pico cromatogréfico registrado como fraccion 1 (F1) (figura 5.6).

Su espectro de absorcion UV-Visible (Figura 5.6 B, F1_HP1) presenta los
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méaximos de absorcién a 497, 540, 565 nm caracteristicos de PE y un indice
de pureza de A se5 n/A 280 nm Superior a 4. Luego de que PE saliera, se
aumento la concentracion salina a 50 mM de buffer fosfato eluyendo la
fraccion 8 (figura 5.5, F8), enriquecida en APC, presentando el maximo de
absorcion caracteristico de ésta PBP a 650 nm (Figura 5.6 B, F8_HP1). La
elusién con 1 M de buffer fosfato colectada como fraccion F14 (figura 5.5)
se compone mayormente de proteinas contaminantes al mostrando una alta
absorcion a 280 nm y baja absorcion en las longitudes de onda
caracteristicas de las Ficobiliproteinas mencionadas anteriormente (Figura
5.6 B, F14_HP1). Con la cuarta corrida columna de hidroxiapatita, se
observa un enriquecimiento de APC en la muestra entrada (Figura 5.6 A,
E_HP4), producto de los repetidos procesos de purificacion. La fraccion
eluida con 50 mM de buffer fosfato (figura 5.6 C, F10_HP4), corresponde a

APC obtenida con un indice de puereza A g50 nm/A 280 nm SUperior a 4.
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Figura 5.6 Espectro de absorcion UV-Visible de (A) muestras de entrada a columna de
hidroxiapatita en la primera (E_HP1) y cuarta (E_HP4) corrida, (B) fracciones eluidas
en la primera corrida cromatografica y (C) fracciones eluidas en la cuarta corrida

cromatogréfica en columna de hidroxiapatita.

Ya que la proyeccion para el desarrollo de celdas solares sensibilizadas con
PBP es su futura fabricacion industrial, se calculé el rendimiento de

extraccion del proceso de purificacion empleado en este trabajo.

El contenido de PBP en el EA de G. chilensis fue de 290 mg de PE/kg de
alga, 260 mg de PC/kg y 130 mg de APC/kg de alga. El rendimiento del
proceso de extraccion y purificacion calculado desde el extracto acuoso
(EA) es resumido en la tabla 5.1, obteniendo un 61 % para Ficoeritrina, 58
% para Ficocianina y 3 % de extraccion para Aloficocianina. El rendimiento

del proceso de purificacion cromatografico fue de 85 % para Ficoeritrina,
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69% para Ficocianina y 9 % de extraccion para Aloficocianina. El
rendimiento de extraccion respecto al peso hiumedo de alga fue 176 mg de
Ficoeritrina/Kg de alga, 154 mg de Ficocianina/ Kg de alga y 4 mg de

Aloficocianina/Kg de alga.

Tabla 5.1 Rendimiento de purificacion de Ficobiliproteinas obtenidas desde el extracto

acuoso (EA) y extracto proteico (EP) de G. chilensis, indicando el indice de pureza entre

paréntesis.
PE 84,4 60,7 (0,4) 51,9(8,7) 61% 176
PC 78,1 65,5 (0,2) 45,3 (5,3) 58% 154
APC 38,9 13,0(0,1) 1,2 (5,1) 3% 4
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2. Caracterizacion las Ficobiliproteinas purificadas.

Las ficobiliproteinas purificadas fueron caracterizadas mediante técnicas
espectroscopicas y electroforesis en gel de poliacrilamida. En la Figura 5.7,
se observan los espectros de absorcion UV-Visible de las Ficobiliproteinas
purificadas, sefialando sus maximos de absorcidn, y sus espectros de
emision de fluorescencia, luego de ser excitadas con la méxima longitud de
onda de absorcion de cada una. PE se caracteriza por presentar una elevada
intensidad de fluorescencia a los 575 nm luego de ser excitada a su maximo
de absorcién (565 nm), al excitar con los maximos de absorcion
correspondientes a PC (620 nm) y APC (650 nm) no se observa emision de
fluorescencia, indicando que no existe contaminacion con otras PBP. PC
emite fluorescencia a los 645 nm luego de ser excitada a 620 nm, al ser
exitada a 565 nm y 651 nm, no se aprecia emisién de fluorescencia
descartando la presencia de PE o APC. Cuando APC es excitada en su
méaximo de absorcién (651 nm) emite fluorescencia a 665 nm, al ser
excitada a 565 nm se observa emision de fluorescencia a 575 nm

correspondiente a trazas de contaminacion con PE.
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Figura 5.7 Caracterizacion espectroscopica de Ficobiliproteinas. A, Espectro UV-VIS
de Aloficocianina (APC), Ficocianina (PC) and Ficoeritrina (PE) aislado desde G.

chilensis. B, Espectro de emision de fluorescencia de Aloficocianina (APC) 100 pg/mL,

Ficocianina (PC) 141 pg/mL y Ficoeritrina (PE) 64 pg/mL, aisladas desde G. chilensis.

El color caracteristico de cada una de las ficobiliproteinas se puede apreciar

en el gel de poliacrilamida en condiciones nativas (figura 5.8 A), y en la

figura 5.8 B, se muestra este mismo gel tefiido con azul comassie.

En el gel SDS-PAGE de la fraccion purificada de Ficocianina (figura 5.4 B,

F16), resaltan 2 bandas polipeptidicas indicadas en letras mindsculas (a y

b), correspondientes a la subunidades o y B Ficocianina, con un peso
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molecular de 16 y 19 kDa respectivamente, estimados mediante la
comparacion de su movilidad electroforética (Rf), con la del marcador de

peso molecular.

En la figura 5.8 C, se observan las bandas polipeptidica de PE y APC, y
bajo luz UV las subunidades cromoforiladas que emiten fluorescencia
(figura 5.8 D). En el patron polipeptidico de PE las subunidades
cromoforiladas a, B y vy, son claramente identificadas (c, d y e), ya que
fluorescen bajo luz UV. Sus pesos moleculares son estimados en 17 kDa y
20 kDa (letras ¢ y d) correspondientes a las subunidades o y B,
respectivamente. Se observa otra banda polipeptidica de 34 kDa, la cual
corresponde a la subunidad y** de PE. En el patron de bandas de APC
destacan las bandas g y f con tamarios estimados de 21 kDa y 19 kDa
correspondientes a las subunidades B y a, respectivamente. En la figura 5.8
D, se observa emision de fluorescencia, en un tamafio inferior a los 19 kDa,
sin embargo esta no puede ser identificada en el gel tefildo con azul de
coomassie, la misma situacion con mayor intensidad es observada para PE.
Esta emision de fluorescencia podria ser producto de pequefios fragmentos

de proteina o cromoforos libres.
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Figura 5.8 Caracterizacion polipeptidica de ficobiliproteinas. A, Gel PAGE (7.5%)
nativo de ficobiliproteinas (50 pg de proteina cargada), B, Gel PAGE (7,5%) nativo
tefiido con azul de coomasie. C, Emision de fluorescencia de gel SDS-PAGE (15%) con
ZnSO4 (15 pg de proteina cargada), D, gel SDS-PAGE (15%) tefiido con azul de

coomasie.
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3. Obtencion de Ficocianina estabilizada térmicamente.

La estabilizacion térmica de proteinas puede ser llevada a cabo por
diferentes métodos fisicos o quimicos. Entre los métodos quimicos es
comun el uso de agentes entrecruzantes, como formaldehido (FA) (HCHO),
clasificado como un agente entrecruzante de longitud cero por su tamafo
(2.3-2.7 A), posibilitando el entrecruzamiento entre grupos amino libres

cercanos entre si.

Para llevar a cabo la estabilizacion térmica primero se establecié la
temperatura de fusion (Tm) de PC sin estabilizar, como aquella en que el
50% de la proteina se encuentra desnaturalizada. En la figura 5.9 se muestra
su curva de denaturacién térmica seguida a 280 nm, longuitud de onda de
absorcién de residuos aromaticos, a 360 nm cuyo aumento es relacionado
con la agregacioén proteica (Primm, Walker and Gilbert, 1996; Famm and
Winter, 2006), y a 550 nm y 620 nm maximas longitudes de absorcion de
Ficocianina. Bajo las condiciones de estudio la Tm calculada para

Ficocianina fue de 55 + 1 °C.
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Figura 5.9 Curva de denaturacion térmica de Ficocianina.

Al comparar los espectros de absorcion de Ficocianina antes y después del
tratamiento con FA (figura 5.10), se observan diferencias en su espectro de
absorcidon, a pesar de que todas las muestras se encontraban a una
concentracion de PC de 100 pg/mL. La absorcién a 620 nm disminuye en
todas las muestras y aumenta notoriamente la absorcion a 280 nm de la
muestra control, probablemente producto de la manipulacién durante el
tratamiento de 24 horas. El indice de pureza (A g0 /A 20 nm ) de
Ficocianina pre-tratamiento fue de 3.3, mientras que post-tratamiento, la

muestra control (0% FA) presenté un indice de pureza (A sxonm/A 280nm ) d€
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0.9, probablemente debido de una denaturacion parcial, luego de la
agitacion por 24 horas a temperatura ambiente, a la cual fueron sometidas
las muestras para llevar a cabo el entrecruzamiento. El indice de pureza de
las muestras tratadas con FA es mayor que el de la muestra control, con una
relacion A gonm/A 280nm de 3,3, 3,2 y 2,3 para 1, 05y 0,1 % de FA

respectivamente.

La muestra tratada con 1% de FA presento la formacion de precipitado y

una disminucion de la absorcion a 620 nm (figura 5.10).

PC pre-tratamiento PC post-tratamiento

0.6+ 0.6+ — 1% FA
— 0.5%FA
— 0.1%FA
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Figura 5.10 Espectros de absorcion UV-visible de 100 pg/mL de Ficocianina antes y

después del tratamiento con formaldehido.
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Las curvas de denaturacién para las muestras tratadas con formaldehido son
presentadas en la figura 5.11. La muestra control sin tratamiento con FA (0
% FA) presenta una curva de denaturacion similar a la determinada
anteriormente (figura 5.9). Con un 0.1 % de FA la curva de denaturacion
obtenida muestra 2 transiciones, esta diferencia podria ser resultado de que
en esta condicién, una porcion de Ficocianina no fuera estabilizada
presentando una Tm similar a la muestra control y otra porcion si es
afectada por el tratamiento con FA elevando su Tm a 75 °C (tabla 5.2).
Todas las Tm determinadas son estadisticamente diferentes a la Tm control,
excepto la Tm de la primera transicion obtenida con 0,1 % de FA Las
muestras tratadas con 0.5 y 1 % de FA muestran solo una transicion,
indicando PC logré ser estabilizada, elevando su Tm a 280 nm hasta 80 °C
y 83 °C respectivamente, sin diferencias estadisticamente significativas

entre ambas.
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Figura 5.11 Curvas de denaturacién para Ficocianina estabilizada con formadehido

(FA).
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Tabla 5.2 Tabla resumen de temperaturas de melting calculadas con una rampa de 1
°C/minuto, para Ficocianina estabilizada mediante entrecruzamiento con formaldehido
(FA). El * indica las 2 transiciones presentadas por la condicion de 0,1% (p/v) de FA'y

R denota el numero de réplicas experimentales realizadas.

Condicion Tm®C (280 nm) | TmC (360 nm) | Tm"C {550 nm) | Tm"C {620 nm)

0% FA (5R) 558110 55,2121 42104 53,2+x0,6
0,1% FA* (S5R) 55,4+1,9 55,1+2.4 55,0+1,2 53,8+1,3
0,1% FA™ (3R) 72,211,8 4,1+24 76,3278 77,6180
0,5% FA (4R) 79,6105 80,1+0,5 72,7165 77,8+0,3

1% FA (5R) 83,01+2,0 83,7x1,7 76,9+1,2 715106

En la figura 5.12 se muestra graficamente la relacion entre temperatura de
melting determinada a 280 nm y 360 nm, y la concentracion de FA,
observando un aumento de ésta al aumentar la concentracion de FA
utilizado. Para las Tm determinadas a 550 nm y 620 nm, muestran una
mayor dispersion y no se aprecia un aumento en funcion de la
concentracion de FA, alcanzando un méximo cercano a los 77 °C.
Ficocianina fue estabilizada con concentraciones de 0,5 % y un 1 % (p/v) de
FA, elevando la Tm respecto al control entre 25 °C y 28 °C

respectivamente. Sin embargo en la condicion de 1 % (p/v) de FA se
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observo la formacion de precipitado, por lo cual, la condicion escogida para

la estabilizacion térmica de Ficocianina fue la incubacion por 24 horas con

0,5 % (p/v) de FA.
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Figura 5.12 Gréfico de temperatura de fusion (Tm) calculadas y concentracion de

formaldehido usada en la estabilizacion.
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Objetivo 4. Sensibilizacion de fotoelectrodos con Ficobiliproteinas.

4.1 Sensibilizacion del fotoelectrodo

La utilizacion de fotoelectrodos en celdas solares sensibilizadas con
colorantes, requiere de la adsorcion del sensibilizador, idealmente
recubriendo toda la superficie expuesta de éste, por lo cual, la eleccién del
tampon utilizado para la sensibilizacion con Ficobiliproteinas, fue el primer
factor evaluado. Para esto se compararon los espectros de absorcién en
solido, de la superficie de vidrios recubiertos con una pelicula de TiO,,
post-sensibilizacion con un extracto proteico (EP) de Ficobiliproteinas en
tampon fosfato y Tris-HCI, ambos a pH 7.0. Los espectros de absorcidn en
liquido para la solucién de extracto proteico (EP) en 5 mM o 20 mM, de

tampodn fosfato o Tri-HCI pH 7.0 son similares entre si (figura 5.13).
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Figura 5.13 Espectro de absorcion en liquido del extracto proteico en 5 mM o0 20 mM de
tampdn fosfato o Tris-HCI pH 7,0. EI experimento se realizd por triplicado mostrando

un espectro de absorcion representativo.

Sin embargo la adsorcidon en solido del EP de Ficobiliproteinas sobre la
pelicula de TiO, es notoriamente afectado por el tampon utilizado (figura
5.14). La comparacion de la sensibilizacion en tampon fosfato y Tris-HCI
se muestra cualitativamente en la figura 5.14 A y C, mediante una
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fotografia del experimento realizado con sus respectivas réplicas. Donde la
solucion proteica en tampon fosfato casi no es adsorbida sobre la pelicula

de T|02

La figura 5.14 B y D, muestran cuantitativamente esta diferencia, mediante
el espectro de absorcion en solido de la pelicula de TiO, sensibilizado con
EP en ambos tampones. En la tabla 5.3, la comparacién de la absorcién en
solido de la pelicula de TiO,, en longitudes de onda que abarcan el espectro
de luz absorbido por las Ficobiliproteinas. La mayor absorbancia en sélido
es obtenida cuando la superficie de TiO, es sensibilizado con PBP en una
concentracion de 20 mM en ambos tampones. Sin embargo a 565 nm que
corresponde al maximo de absorcion del EP (figura 5.2 B y 5.13) la pelicula
sensibilizada con Tris-HCI 20 mM pH7.0 muestra mayor absorcion.
Ademas, el espectro de absorcion en solido obtenido con éste tampon, es
similar al espectro de absorcién en liquido del extracto proteico,
presentando sus maximos de absorcion caracteristicos de las PBP (figura

5.2 By 5.13).
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Ya que el tampon 20 mM de Tris-HCL pH 7.0, conserva las caracteristicas
espectroscopicas del extracto proteico y favorece su adsorcion sobre la

pelicula de TiO,, es escogido como tampoén para la sensibilizacion con PBP.
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Figura 5.14 Sensibilizacién de vidrios recubiertos con TiO,, con 5.5 mg/mL de extracto
proteico de ficobiliproteinas (EP) en diferentes tampones. A, fotografia de vidrios con

pelicula de TiO, sensibilizados con EP en tampon fosfato (K;HPO4/H,KPQO,). B,
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Espectro de absorcion en solido después de la sensibilizacion en tampon fosfato. C,
fotografia de vidrios con pelicula de TiO,, sensibilizados con EP en tampon Tris-HCL.
D, Espectro de absorcion en solido después de la sensibilizacion en tampon Tris-HCI.
Para la determinacion del espectro de absorcién en sélido, la absorbancia en sélido del
control (vidrio recubierto con TiO,, sensibilizado en su respectivo tampoén sin EP) fue
restada a los vidrios sensibilizados. El experimento se realizé por triplicado y se muestra

un espectro de absorcion en sélido representativo de cada condicion.

Tabla 5.3. Tabla comparativa de unidades arbitrarias de absorcion en solido de la
pelicula de TiO, sensibilizada con extracto proteico de Ficobiliproteinas en diferentes

tampones a pH 7.0.

Absorcién 5 mM Tris-HCI 20 mM Tris- 5mM Fosfato 20 mM

500 nm 0.13 0.20 0.21 0.23
565 nm 0.036 0.16 0.11 0.12
650 nm 0.023 0.048 0.032 0.033
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4.2 Funcionalizacion del fotoelectrodo

La funcionalizacion de superficie consiste en la adicion o recubrimiento con
determinados grupos funcionales, para favorecer interaccion entre dos
materiales. La funcionalizacion puede ser alcanzada mediante enlaces
covalentes, fuerzas electrostaticas, entre otras. En este estudio se evaluo la
funcionalizacién de la superficie de una pelicula de TiO, para potenciar la
adsorcion de las ficobiliproteinas sobre los fotoelectrodos. Se evaluo la
funcionalizalizacién con poli-L-lisina (PLL), con el objetivo de recubrir con
grupos aminos la superficie del TiO, y cargar positivamente la superficie
hidroxilada de las nanoparticulas de TiO, (Wang et al., 2014). La
funcionalizaciébn con aminopropiltrimetoxilano (APTMS) buscando
recubrir la superficie con grupos amino mediante el enlace covalente entre
grupos hidroxilos del TiO, y el grupo silano del APTMS (Meroni et al.,
2017). Se evalud también la funcionalizacion de superficie con grupos
APTMS mas glutaraldehido (GA) y GA solo, buscando recubrir la
superficie con grupos aldehidos para favorecer la interaccion con grupos
aminos de las Ficobiliproteinas y generar un enlace covalente via base de

schiff (C=N) (Saengdee et al., 2015).
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Luego de la sensibilizacion con el EP, cualitativamente se observa en la
figura 5.15 A, una coloracion de tono marrén en los vidrios tratados con
APTMS + GA, la cual podria ser producto de la oxidacion del GA. El
espectro de absorcion en solido de APTMS + GA (figura 5.15 B) a
diferencia de las otras funcionalizaciones evaluadas, presenta una mayor
absorcidn entre los 400 nm y 600 nm, sin absorber el rango entre los 600
nmy 700 nm. Cuando la pelicula de TiO, es tratada con PLL 0 APTMS, se
observa mayor coloracion en tonos morados, indicando que la adsorcion de
las ficobiliproteinas mejora en estas condiciones (figura 5.15 A). La
absorcion en sélido de la funcionalizacion con PLL o APTMS es superior a
la absorcion en sélido del experimento control sin funcionalizacion
(extracto proteico en 20 mM de Tris-HCI pH 7.0, en vidrio con TiO; sin
funcionalizar). La mayor absorcion en solido en el rango visible evaluado
(400 nm — 700 nm) es presentada por la superficie funcionalizada con
APTMS, por lo cual esta funcionalizacion, es empleada para aumentar la

adsorcion de las ficobiliproteinas sobre la pelicula de TiO,.
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Figura 5.15 Sensibilizacion de vidrios recubiertos con TiO, con 2 mg/mL de extracto
proteico (EP). A, fotografia de vidrios funcionalizados con 1mg/ml de poli-Lisina
(PLL), 1% (3-Aminopropil)trimetoxisilano (APTMS) y 2,5% (p/v) de glutaraldehido
(GA). B, Espectro de absorcion en solido resultante luego de la sustraccion de blanco

(pelicula de TiO, en tampdn 20 mM de Tris-HCI pH 7.0, sin EP).

Debido a que en el protocolo utilizado para la funcionalizacion de la
pelicula de TiO, con APTMS, se emplea un solvente toxico como es el

tolueno, se optimizo la funcionalizacién con APTMS empleando solventes
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como dimetil sulfoxido y etanol. La evaluacion de la funcionalizacion con
APTMS usando diferentes solventes fue evaluada mediante espectroscopia

de absorcion infrarroja con reflectancia atenuada (FTIR-ATR).

En un espectro de absorcion infrarrojo se presenta la transmitancia (o bien,
absorcién de luz infrarroja absorbida) versus el numero de onda,
destacando 2 &reas principales. Una zona entre 4000 cm™ a 1500 cm™
conocida como zona de diagndstico, en la cual se puede distinguir la
presencia de grupos funcionales y una zona de huella dactilar que
comprende la region desde los 1500 cm™ a 400 cm™, la cual es Unica para
cada molécula y usualmente posee espectros de absorcién mas complicados,
ya que aqui se presentan todas las formas de vibraciones de estiramiento y

flexién dentro de la molécula.

En la region de diagnostico del espectro FTIR de APTMS en solucion
(figura 5.16), se observa la absorcion de enlaces N-H de grupos aminas a
3370 cm™ y 3280 cm™ que corresponden a los estiramientos asimétrico y
simetrico respectivamente (Majoul, Aouida and Bessars, 2015; Watté et al.,

2016). La region espectral previa a 3000 cm™ absorbida por los enlaces C-
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H, muestra 2 sefiales a 2938 cm™ y 2840 cm™ atribuibles a los modos de
estiramiento asimétricos y simétricos de cadenas de alcanos (CH,)
respectivamente (Williams and Fleming, 1995). Vibraciones de flexion de
enlaces N-H de las aminas primarias son reconocidas por su absorcién a
1597 cm™ y 1462 cm™. En la region de la huella digital entre los 1500 - 500
cm™ destaca la absorcion 1080 cm™, caracteristica de vibraciones de
estiramiento de los grupos silanos como Si-O-Si (Williams and Fleming,
1995; Meroni et al., 2017), asi como también las sefiales a 1190 cm™ (Si-O-
R), y la banda de absorcién a los 2359 y 860 cm™, asignadas a vibraciones

de los enlaces Si-H (Williams and Fleming, 1995).
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Figura 5.16 Espectro de absorcion infrarrojo (FTIR) de 3-Aminopropiltrimetoxilano

(APTMS) en solucion.
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En la figura 5.17 se muestra el espectro de FTIR de la superficie de la
pelicula de TiO; no funcionalizado. En la zona de diagnostico aparece una
sefial entre 3200-3500 cm™. La amplia y débil sefial a 3379 cm™,
corresponde en este caso al estiramiento de los grupos hidroxilos (Wu et al.,
2015; Costa et al., 2016; Meroni et al., 2017) ya que esta acompafiada de
una sefial a 1642 cm™ correspondiente vibraciones de flexion O-H de
moléculas de agua, asi como formas Ti-OH (Bouachiba et al., 2013). A
1420 cm™ se observa una vibracién que podria atribuirse a flexiones de
grupos C-O-H (Meroni et al., 2017). Sefiales en la banda de absorcion
cercana a los 600 cm™ son asociadas a vibraciones de flexion de Ti-O y O-
Ti-O (Nam, Cho and Boo, 2012; Sikong et al., 2012; Bouachiba et al.,
2013; Choi et al., 2013) asi como también a 498 cm™ aparece una sefial

caracteristica de absorcion de los grupos Ti-O-Ti (Wu et al., 2015).
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Figura 5.17 Espectro de absorcion infrarrojo (FTIR) de pelicula de TiO2 degusa P25 sin

funcionalizar.
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La funcionalizacion de la pelicula de TiO2 con APTMS en etanol (ETOH),
resultdé heterogénea, ya que a simple vista se observaron zonas con
apariencia vitrificada y zonas opacas. El espectro FTIR mostrado en la
figura 5.18 corresponde a una zona con apariencia vitrificada, donde se
observan las vibraciones de grupos hidroxilos a 3351 cm™ y aparecen
sefiales correspondientes a grupos aminas a 3288 cm™, las cuales provocan
que la banda entre 3200-3500 cm™ sea de mayor intensidad que el TiO2 sin
funcionalizar (espectro en linea gris, figura 5.18). A los 2931 cm™ y 2878
cm™ absorben los estiramientos de enlaces C-H del grupo CH, También se
observan las sefiales de los enlaces N-H de las aminas primarias a 1566 cm’
'y 1483 cm™(Watté et al., 2016). La vibracion 1320 cm™ corresponde a los
enlaces C-N (Meroni et al., 2017), mientras que la sefial a 1191 cm™ es
caracteristica de grupos Si-O-CH,CHj; (Vashist et al., 2014) y 1099 cm™
correspondientes a grupos Si-OR, a 1012 cm™ absorben los enlaces Si-O-Si
y a 927 cm™ los enlaces Ti-O-Si (Mansur et al., 2002; Watté et al., 2016;

Meroni et al., 2017).

89



La presencia sefiales correspondientes a grupos silanos y aminas en la
superficie funcionalizada con APTMS en etanol, sugieren la presencia de

moléculas de APTMS sobre la superficie de TiO2.

Transmitancia

4000 3000 2000 1000

Numero de ondas (cm'”

Figura 5.18 Espectro de absorcion infrarrojo (FTIR) de pelicula de TiO2 funcionalizado
con APTMS usando etanol como solvente destacado en negro y de la pelicula de TiO2

sin funcionalizar en gris.

La figura 5.19, muestran los espectros de FTIR representativos de estas dos

zonas, Y en ambas estan presentes las vibraciones relacionadas con aquellas
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bandas que indican la presencia de moléculas de APTMS sobre la
superficie, como los enlaces N-H de los grupos amina, C-H de alcanos y

grupos silanos, pero con intensidades muy diferentes entre ellas.
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Figura 5.19 Espectro de absorcion infrarrojo (FTIR) de las dos zonas de obtenidas sobre
la pelicula de TiO2, luego de funcionalizar con APTMS usando etanol como solvente.
La linea negra corresponde a la zona con apariencia vitrea y la linea punteada a la zona

de apariencia opaca.
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La funcionalizaciébn con APTMS usando Dimetilsulféxido, no presentd
problemas de heterogeneidad, su espectro de absorcion FTIR (figura 5.20)
muestra las bandas que pueden ser asignadas a vibraciones N-H de las
aminas primarias cercana a 3280 cm™ y entre 1560 y 1480 cm™, grupos

alcanos en una banda previa a 3000 cm™ y silanos en la zona entre 1150 y

1000 cm™.
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Figura 5.20 Espectro de absorcion infrarrojo (FTIR) de pelicula de TiO, funcionalizado
con APTMS usando DMSO como solvente destacado en negro y de la pelicula de TiO;

sin funcionalizar en gris.

La figura 5.21, muestra el espectro de FTIR de la superficie funcionalizada
usando una mezcla de etanol y DMSO en razén 1:1. Como en las otras
condiciones, se observan sefiales atribuibles a la presencia de moléculas de

APTMS en la superficie, como grupos NH,, CH, y silanos.
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Figura 5.21 Espectro de absorcion infrarrojo (FTIR) de pelicula de TiO, funcionalizado
con APTMS usando una mezcla de Etanol y DMSO (1:1) como solvente, destacando en

negro y espectro FTIR de la pelicula de TiO2 sin funcionalizar en gris.
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En la figura 5.22 son mostrados los espectros de FTIR de cada condicion
evaluada, sefialando aquellas bandas atribuibles a la presencia de APTMS
como enlaces N-H de aminas primarias entre 3291 cm™ y 3276 cm™, y
luego entrel566 cm™ y 1544 cm™, bandas que pueden ser asignadas a
grupos CH, a cercanas a 2930 cm™ y grupos silanos entre 1200 cm™ y 1000
cm™. Destaca la intensidad observada con la mezcla ETOH/DMSO de
grupos aminos, asi como también la intensidad de los grupos silanos y
reduccion de la banda de vibraciones de TiO2 obtenidas al usar ETOH

como solvente. Por lo cual estas dos condiciones son escogidas para evaluar

la adsorcion de las Ficobiliproteinas.
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Figura 5.22 Comparacién de los espectros de absorcion infrarrojo (FTIR) de pelicula de

TiO2 funcionalizado con APTMS usando como solvente etanol (rojo), dimetilsulféxido

(azul), mezcla etanol y dimetilsulfoxido (1:1) (verde) y pelicula de TiO2 sin

funcionalizar (negro).
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En la figura 5.23 se muestra el resultado de la sensibilizacion de la pelicula
de TiO, funcionalizada con APTMS en etanol o en una mezcla
etanol/DMSO (1:1) como solvente. En la figura 5.23 A, se observa a simple
vista que la adsorcion de Ficoeritrina sobre la superficie del semiconductor
sin funcionalizacién es muy baja, mientras que hay una mayor coloracion
sobre la pelicula de TiO, funcionalizada con APTMS, la cual es mas intensa
usando la mezcla de ETOH/DMSO como solvente. La figura 5.23 B,
presenta el espectro de absorcion en solido de las superficies
funcionalizadas de TiO, con APTMS post-sensibilizacion, donde el uso de
una mezcla ETOH/DMSO como solvente, resulta en una mayor absorcion
de luz en el espectro visible, en comparacion con el uso de ETOH como

solvente, o la pelicula de TiO2 sin funcionalizar.

Por lo cual, bajo nuestras condiciones experimentales el tratamiento de la
superficie de TiO, con 1% de APTMS en una mezcla de ETOH/DMSO
como solvente, es escogida como metodologia para la funcionalizacion de
la superficie del semiconductor y asi aumentar la adsorcion de las
Ficobiliproteinas, para la construccion de celdas solares sensibilizadas con

colorantes.
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Figura 5.23 A, Fotografia post-sensibilizacion con una solucion de 0,3 mg/mL de
Ficoeritrina en tampon 20mM Tris-HCI pH 7.0. B, Espectro de absorcion en sélido de
pelicula de TiO2 funcionializado con APTMS en etanol (ETOH) o una mezcla

ETOH/dimetilsulfoxido (DMSO).
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5. Construir y caracterizar las celdas solares sensibilizadas con

Ficobiliproteinas.

Luego de definir el tampon adecuado para la sensibilizacion de los
fotoelectrodos utilizando el extracto proteico descrito en el punto 1.1, se
construyeron celdas solares sensibilizadas con las Ficobiliproteinas,
Ficocianina (PC), Ficoeritrina (PE) y Aloficocianina (APC). Las celdas
solares fueron caracterizadas en un simulador solar graficando las
mediciones de intensidad de corriente versus voltaje (curva JV), para
calcular sus parametros eléctricos, como corriente de circuito cerrado (Isc)
(cuando Ia resistencia en la celda solar es minima), densidad de corriente
(Jsc), que corresponde a la corriente en circuito cerrado dividido por area de
la celda solar, voltaje de circuito abierto (\Voc),corresponde a la diferencia
de potencial de la celda solar, el factor de forma o Fill Factor (FF), este
parametro indica la forma de la curva densidad de corriente versus voltaje,
depende de factores como las resistencias de la celda y el electrolito, La
potencia de salida maxima (Pmax), la potencia corresponde al producto de
la corriente con el voltaje, por lo tanto Pmax es igual al producto de la

corriente en el punto de maxima potencia (Imax) y del voltaje de punto de
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méaxima potencia (Vmax) y la eficiencia de conversion de la celda solar
(m), que corresponde al porcentaje de energia electromagnética, absorbida y
convertida en electricidad, cuando la celda solar es conectada a un circuito

eléctrico.

En la figura 5.24, se muestran las curvas de densidad de corriente versus
voltaje obtenidas para las celdas solares sensibilizadas con ficobiliproteinas
y para el fotoeletrodo sin sensibilizar, mostrando valores de densidad de
corriente més altos cuando el fotoelectrodo es sensibilizado con ficoeritrina.
Los parametros eléctricos calculados son presentados en la tabla 5.4, donde
la eficiencia alcanzada sensibilizando el fotoelectrodo con ficobiliroteinas,
es cercana a 0,02%, con valores de eficiencia para APC de 0.023 + 0.0024
%, 0.027 + 0.0082 % para PC y 0.025 + 0.0071% para PE, sin diferencias
estadisticamente significativas entre ellas, al ser analizadas mediante test de
Tukey. Las eficiencias alcanzadas con las celdas solares sensibilizadas con
ficobiliproteinas son superiores y estadisticamente diferentes, a la eficiencia

obtenida con la pelicula de TiO; sin sensibilizar de 0,016%.
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Figura 5.24 Curvas de intensidad de corriente versus voltaje (JV) de las celdas solares

sensibilizadas con Ficobiliproteinas.
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Tabla 5.4 Parametros eléctricos para celdas solares sensibilizadas con Ficobiliproteinas.

Corriente de corto circuito (lsc), densidad de corriente (Js), voltaje en circuito abierto

(Voo), factor de forma o fill factor (FF) y eficiencia de conversion (%).

Parametro APC PC PE TiO2
Isc (mA) 0,080 0,082 0,084 0,061
Jsc (mA/cm?) 0,122 0,124 0,128 0,092
Voc (mV) 443 441 455 444
Vmax (mV) 300 306 320 283
Imax (mA) 0,051 0,054 0,052 0,039
Pmax (mWatts) 0,015 0,017 0,017 0,011
Fill Factor (FF) 0,425 0,455 0,431 0,405
Efficiency (n) 0,023 0,025 0,025 0,016
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6. Optimizacion de las celdas solares sensibilizadas con

Ficobiliproteinas.

Con base en los resultados obtenidos en el objetivo 4, la funcionalizacion de
la pelicula de TiO, con APTMS, favorece la adsorcion de las
ficobiliproteinas sobre los fotoelectrodos. Por lo cual se midié nuevamente
la eficiencia de conversion, en celdas solares sensibilizadas con
Ficobiliproteinas, previamente funcionalizadas con APTMS. Las curvas de
intensidad de corriente versus voltaje (JV) y los parametros eléctricos

calculados, son presentadas en la figura 5.25 y tabla 5.5.
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Figura 5.25 Curvas de intensidad de corriente versus voltaje (JV) de las celdas solares
funcionalizadas con APTMS, sensibilizadas con ficobiliproteinas a una concentracion de

1 mg/mL de proteinas totales.
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Tabla 5.5 Parametros eléctricos para celdas solares funcionalizadas con APTMS y
sensibilizadas con Ficobiliproteinas. Corriente de corto circuito (ls;), densidad de
corriente (Jsc), voltaje en circuito abierto (V,), factor de forma o fill factor (FF) y

eficiencia de conversion (%).

Parametro APC PC PE Tio,
Isc (mA) 0,749 0,601 0,630 0,168
Jsc (mA/cm2 ) 0,375 0,301 0,315 0,136
Voc (mV) 525 535 515 551
Vmax (mV) 419 414 394 434
Imax (mA) 0,587 0,465 0,497 0,117
Pmax (mWatts) 0,247 0,192 0,196 0,051
Fill Factor (FF) 0,62541 0,598 0,603 0,546
Efficiency (n) 0,176 0,137 0,140 0,042

Cuando las celdas solares son sensibilizadas con alguna de las
Ficobiliproteinas evaluadas, la densidad de corriente en circuito cerrado
alcanzada por el circuito eléctrico, es notablemente mayor al obtenido con
el fotoelectrodo sin sensibilizar, asi como también el voltaje de circuito
abierto (Figura 5.25). Los parametros eléctricos obtenidos de 4 réplicas de
celdas solares con 6 mediciones por celda ensambladas, con fototelectrodos
funcionalizados y sensibilizadas con PBP (tabla 5.5), muestra que la

eficiencia de conversién alcanzada es similar entre si, con un valor mas alto
105



para APC con 0,176 £ 0,0038 %, seguido de PC con 0,137 = 0,00044 % y
PE con 0,14 + 0,00024 %. En contraste con la eficiencia obtenida con el
fotoelectrodo sin sensibilizar (0,042 = 0,0089 %). La sensibilizacion del
fotoelectrodo aumenta la eficiencia de conversion aproximadamente 3,5
veces equivalente, a un aumento del 352 %. Las eficiencias alcanzadas con
las celdas solares sensibilizadas con ficobiliproteinas son superiores y
estadisticamente diferentes, a la eficiencia obtenida con la pelicula de TiO,

sin sensibilizar.

Los resultados presentados en la tabla 5.4 y 5.5, muestran claramente que
gracias a la funcionalizacion de la superficie de la pelicula de TiO, con
APTMS, los parametros eléctricos de las celdas solares, como la eficiencia
de conversidn, pueden aumentar hasta 7.6 veces para APC, 5 veces para PC

y 5.6 veces para PE, respecto a las celdas solares sin funcionalizar.

Demostrada la utilidad de la funcionalizacion con APTMS en la
construccion de las celdas solares sensibilizadas con PBP, se evaluaron los
parametros eléctricos de celdas solares construidas con PC estabilizada
mediante entrecruzamiento con FA. En la figura 5.26 se presentan las
curvas JV obtenidas y en la tabla 5.6 se muestra un promedio de las 6 celdas
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solares construidas para cada condicion y la desviacion estandar (SD) de los

parametros eléctricos calculados.

Las eficiencias obtenidas con las celdas solares sensibilizadas con PC, son
estadisticamente diferentes a las obtenidas con PC estabilizada, con
parametros eléctricos méas bajos para estas Gltimas. Sin embargo las
eficiencias obtenidas para ambas condiciones se encuentran en el rango
entre 0,15- 0,1 %, superior a la eficiencia de 0,042 % obtenida con la

pelicula de TiO2 sin sensibilizar.
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Figura 5.26 Curvas de intensidad de corriente versus voltaje (JV) de las celdas solares

funcionalizadas con APTMS, sensibilizadas con PC nativa y PCE estabilizadas con

formaldehido. PC a una concentracion de 1 mg/mL de proteinas totales.
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Tabla 5.6 Comparacion de parametros eléctricos para celdas solares funcionalizadas con

APTMS vy sensibilizadas con Ficocianina o Ficocianina térmicamente estabilizada.

Corriente de corto circuito (lsc), densidad de corriente (Jsc), voltaje en circuito abierto

(Voo), factor de forma o fill factor (FF) y eficiencia de conversion (%), desviacién

estandar (SD).

Parametros PC SD PCE SD
Isc (mA) 0,278 0,05 0,229 0,02
Jsc (mA/cm2 ) 0,313 0,01 0,270 0,03

Voc (mV) 581 9 523 13

Vmax (mV) 458 8 399 10
Imax (mA) 0,223 0,02 0,180 0,02
Pmax (mWatts) 0,102 0,01 0,072 0,01
Fill Factor (FF) 0,603 0,01 0,601 0,01
Efficiency (n) 0,152 0,01 0,118 0,01
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VI. DISCUSION

Los organismos fotosintéticos acuaticos como algas rojas y cianobacterias
presentan un particular sistema de transferencia energética que les permite
absorber la energia solar y transferirla hacia los centros de reaccion
fotosintéticos con una eficiencia cercana al 100%. Este particular sistema se
compone de proteinas fotosintéticas conocidas como Ficobiliproteinas
(PBP), que se encuentran organizadas en un complejo macromolecular
llamado Ficobilisoma. Las caracteristicas espectroscopicas de las PBP las
convierten en un interesante campo de estudio para el desarrollo de
dispositivos biomiméticos. Este trabajo de tesis, ha abordado el estudio de
la aplicacion Ficobiliproteinas obtenidas del alga roja Gracilaria chilensis,

como sensibilizadores en celdas solares.

Gracilaria chilensis es principalmente exportada para la produccion de
agentes espesantes y gelificantes como el agar-agar. Sin embargo pigmentos
fotosintéticos como las Ficobiliproteinas, son parte importante de sus

componentes y el uso de éstas con fines biotecnoldgicos, es cada vez mas
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atractivo debido a la gran cantidad de aplicaciones cosméticas, alimenticias

y biomeédicas que poseen (Manirafasha et al., 2016).

El contenido de PBP determinado en el extracto acuoso de G. chilensis
(Tabla 1.1), muestra una composicion mayoritaria de Ficoeritrina (PE) y
Ficocianina (PC), con menor proporcion de Aloficocianina (APC). Esto es
similar a lo reportado previamente para esta especie (Tello-Ireland et al.,
2011) y comparable también al descrito para otro tipo de macroalgas rojas
(Senthilkumar, et al., 2013) (tabla 6.1). Aungue otras especies como
Gracilaria gracilis pueden presentar otra composicion de pigmentos, con
una mayor concentracion de PE, seguido por APC y PC como la PBP
menos abundante (Francavilla et al., 2013, 2014). Esta diferencia es
coherente, ya que la composicion de Ficobiliproteinas en algas cambia entre
especies y es susceptible a variacion ambiental (Gomez et al., 2005;

Francavilla et al., 2013; Ismail and Osman, 2016).
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Tabla 6.1 Contenido de Ficobiliproteinas en [mg/g de peso himedo] para diferentes

especies de algas.

Nombre de la especie PE PC APC Referencia

Acanthophora spicifera 0,421 0,34 0,121 Senthilkumar, Kurinjimalar et al., 2013
Gracilaria corticata 0,781 0,32 0,092 Senthilkumar, Kurinjimalar et al., 2013
G. edulis 0,762 0,33 0,081 Senthilkumar, Kurinjimalar et al., 2013
G. salicornia 0,573 0,23 0,074 Senthilkumar, Kurinjimalar et al., 2013
Gelidiella acerosa 0,545 0,19 0,062 Senthilkumar, Kurinjimalar et al., 2013
Gelidium pusilum 0,403 0,18 0,085 Senthilkumar, Kurinjimalar et al., 2013
Hypnea esper 0,416 0,18 0,046 Senthilkumar, Kurinjimalar et al., 2013
Laurencia papillosa 0,182 0,36 0,043 Senthilkumar, Kurinjimalar et al., 2013
Portieria hornemannii 1.232 0,2 0,061 Senthilkumar, Kurinjimalar et al., 2013
Sarconema filiform 0,397 0,19 0,056 Senthilkumar, Kurinjimalar et al., 2013

Jania rubens 0,91 0,51 2,05 Ismail and Osman, 2016.

Polysiphonia elengata 3,7 2,38 6,23 Ismail and Osman, 2016.

Gracilaria chilensis 0,549 0,249 No informado Tello-Ireland et al., 2011

En literatura se describen numerosos métodos para la obtencion de PBP
desde macroalgas rojas, los que generalmente incluyen, una extraccion
acuosa, la precipitacion de proteinas con sulfato de amonio, diferentes tipos
de cromatografias, como intercambio ionico, filtracion en gel,
cromatografia de afinidad en columna de hidroxiapatita (Wang, 2002;
Sudhakar et al., 2015), asi como también métodos basados en liquidos
i6nicos (Martins et al., 2016), sistemas acuoso de dos fases (Benavides and
Rito-Palomares, 2008), hidrolisis enzimatica (Mensi et al., 2012), entre

otros.

La metodologia para purificacion de PBP empleada en este trabajo,

permitid la obtencién PE, PC y APC con pureza de grado analitico > 4.0.
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(Rito-palomares et al., 2001), desde una Unica materia prima. Combinando
la precipitacion de proteinas mediante sulfato de amonio, una cromatografia
de intercambio i6nico para la purificacion de Ficocianina, seguida de una
cromatografia de absorcion en columna de hidroxiapatita para la

purificacion de Ficoeritrina y Aloficocianina.

Los rendimientos de extraccion obtenidos se presentan en la tabla 5.1. El
rendimiento de purificacion de PE respecto al extracto acuoso, e indice de
pureza, fue similar al obtenido desde las algas rojas Portieria hornemannii,
Polysiphonia urceolata, Gracilaria verrucosa y Porphyra yezoensis,
empleando precipitacion de proteinas mediante sulfato de amonio,
cromatografia de intercambio idnico, adsorcion hidrofoba y/o filtracionen
gel (Wang, 2002; Lu-Ning et al., 2005; Chuner et al., 2012; Senthilkumar
et al., 2013). Por otra parte, el rendimiento de extraccion de PE obtenido
desde G. corticata, luego de la precipitacién de proteinas con 65% de
saturacion con sulfato de amonio y cromatografia de intercambio ionico en
una columna DEAE celulosa-52, fue de 0.24 mg/g, casi 2 veces mayor al
obtenido en este trabajo, aunque con un menor indice de pureza (1.10)
(Sudhakar et al., 2014).

113



El rendimiento y grado de pureza obtenido para PE y PC, es similar al
reportado para microalgas como Anabaena variabilis y Spirulina spp.
(Chakdar & Pabbi, 2012; Cruz De Jesus et al., 2016). En general los
rendimientos de extraccion para las diferentes PBP desde diferentes
cianobacterias, se encuentran entre 8 a 80 %. Con valores mas altos para PE
entre 60-70 %, para PC entre 60-80 % y APC 70-80% (Sonani et al., 2016),
este Ultimo valor contrasta con el 3 % de rendimiento, obtenido en este

estudio para APC.

Rendimientos de extraccion superiores a los obtenidos en este trabajo,
también son reportados, como por ejemplo, para PE desde el alga
Gracilaria lemaneiformis el rendimiento de extraccion fue de 360 mg/Kg
(Niu et al., 2013), un rendimeinto de 1,79 /Kg de alga, fue obtenido desde
Polysiphonia urceolata, mediante un método de elusion con gradiente de
pH en cromatografia de intercambio ionico (Lu-Ning et al., 2005). Un
método alternativo mediante el uso de liquidos iénicos logra un rendimiento
de 380 mg de PE/Kg de alga, obtenidos desde Gracilaria sp. (Martins et al.,

2016).
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Si bien, el rendimiento de extraccion de PBP obtenido fue inferior a los
mencionados anteriormente, los procedimientos descritos muchas veces se
enfocan en la purificacion de la PBP presente en mayor proporcion. La
metodologia de extraccion presentada en este trabajo, permite la
purificacion de todas las PBP presentes en G. chilensis, con un grado de
pureza analitico. Los multiples pasos por la columna de hidroxiapatita para
la obtencién de APC con grado de pureza analitico, resultan en un bajo
rendimiento de extraccion. Sin embargo, dada la escasa proporcion de APC
presente en G. chilensis, la purificacion de APC puede ser omitido para

fines productivos.

Las caracteristicas espectroscopicas presentadas por las PBP purificadas,
muestran un espectro de absorcion y emision de fluorescencia caracteristico
de G. chilensis (Bunster et al., 1997), correspondientes a R-PE, R-PC y

APC (Manirafasha et al., 2016), demostrando su integridad estructural.

Los tamafios moleculares determinados en el gel SDS-PAGE (Figura 5.4y
5.8) para las bandas presentadas en PBP de G. chilensis, son cercanos a los
descritos para otras especies de algas rojas, microalgas rojas Yy

cianobacterias (Glauser et al., 1992; Lu-Ning et al., 2005; Basaca-loya et
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al., 2009; Sun et al., 2009; Kawsar et al., 2011; Chakdar and Pabbi, 2012,
Senthilkumar, Suresh, et al., 2013; Kannaujiya & Sinha, 2016; Malairaj et

al., 2016).

La caracterizacion polipeptidica de Ficoeritrina en gel de poliacrilamida,
presenta bandas con tamafios moleculares estimados de 17 kDa y 20 kDa
identificadas como las subunidades a y B, respectivamente, similares a las
determinadas anteriormente (Contreras-Martel, 2000). La subunidad de 34
kDa (Figura 5.8 C, letra €), es identificada como una de las dos proteinas de
unién cromoforiladas descritas para G. chilensis, conocidas como
subunidades y*' y v** (Vasquez-Suérez et al., 2018). Las subunidades y
también pueden ser observadas en otro tipo de algas rojas (Yu et al., 1981;

Aptetal., 1993; Pons et al., 2000; Niu et al., 2006).

El uso de tincién con ZnSO,, permite que iones de Zn*? se adhieran a las
bilinas de las subunidades, intensificando la fluorescencia emitida cuando
son excitadas con radiacion ultravioleta, permitiendo asi su deteccion ( Niu
et al., 2006; Williams, 2007; Raps, 2008). En el gel SDS-PAGE tefiido con
33

azul de coomasie, se observa en el patron de banda de PE, la subunidad vy

(Figura 5.8 C, letra e). Sin embargo, bajo luz UV luego de la tincién con
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ZnSQOy, (figura 5.6 D) se aprecia una banda correspondiente a la subunidad
v* y otra banda cromoforilada de menor tamafio que podria corresponder a

la subunidad gamma y*".

Para Ficocianina se reportan subunidades o y B con tamafios entre 14 - 15y
18 - 19 kDa, respectivamente (Redlinger & Gantt, 1981; Ducret et al., 1996;
Kannaujiya & Sinha, 2016). La estimacion de los tamafios moleculares de
las subunidades a y B de R-Ficocianina de G. chilensis (16 kDa y 19 kDa,
respectivamente), coinciden con los reportado anteriormente (Morales,

2012).

Ademas de las subunidades o y B, en Aloficocianina se describe la
presencia de subunidades a®, B'®> (Dagnino-Leone, 2013; Chang et al.,
2015). En el gel de SDS-PAGE (Figura 5.8 C), solo se aprecian las
subunidades a y P de Aloficocianina de G. chilensis con tamarios
determinados de 19 y 21 kDa, respectivamente. Tamafios similares para
estas subunidades se describen en literatura (Lundell et al., 1981; Ducret et
al., 1996; Glazer & Cohen-Bazire, 2006). El core de los Ficobilisomas, esta
constituido por 2 tipos de trimeros de Aloficocianina que emiten a 660 o

18.5

680 nm. La presencia de las subunidades a” y p'*° son responsables de la
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emision a 680 nm (Jallet et al., 2012). EI maximo de emision de
fluorescencia para la Aloficocacina purificada fue de 650nm (Figura 5.7 B),
consistente con la Unica presencia de las subunidades a y B presentes en el

gel SDS-PAGE.

La aplicacion de colorantes o Ficobiliproteinas como sensibilizadores en
celdas solares, requiere la durabilidad del sensibilizador. Por lo cual, se
evaludo la estabilidad térmica de Ficocianina mediante curvas de

denaturacion, y su estabilizacion mediante entrecruzamiento.

Existen maultiples métodos para la estabilizacion de proteinas como
polimeros redox, glicerol, agarosa, azlcares, otros agentes entrecruzantes
(Mateo et al., 2006; Vagenende et al., 2009; Chaiklahan, Chirasuwan et al.,

2012a; Martelli et al., 2014; Suarez, 2014; Sokol et al., 2018).

Formaldehido (FA) es el adehido méas pequefio, rutinariamente empleado
para fijacion de celulas, tejidos, inactivar toxinas y virus, el estudio de
interacciones entre proteinas y/o ADN, entre otros usos. Debido al pequefio
tamafio del FA, sus grupo de union deben estar separados por

aproximadamente 2 A, lo cual, lo hace muy adecuado para el estudio de
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interacciones entre macromoléculas que estan muy cerca (Metz et al., 2004;
Kast & Klockenbusch, 2010; Kennedy-darling & Smith, 2014; Hoffman et

al., 2015)

En general, se ha reportado que las Ficobiliproteinas obtenidas desde
organismos mesofilos, son estables bajo los 60°C (Pons et al., 2000;
Chaiklahan et al., 2012b; Martelli et al., 2014; Munier et al., 2014; Suarez,
2014; Rastogi et al., 2015). La temperatura de fusion determinada para
Ficocianina de G. chilensis es coherente con ésto. EI comportamiento de las
curvas de denaturacion para Ficocianina (figura 5.9) es similar a lo
presentado anteriormente por (Morales, 2012). La absorcion a los 620 nmy
550 nm comienza a decaer con una pendiente pronunciada
aproximadamente sobre los 53°C, mientras que aumenta la absorcién a los
360 nm, relacionada con un aumento en la agregacion proteica (Famm &
Winter, 2006) y el aumento de la absorbancia a 280 nm es debido a la
exposicion de los anillos aromaticos de ciertos residuos al solvente como

triptéfano.

Agentes quimicos como FA y glutaraldehido (GA) han sido usados para

estabilizar  Ficobiliproteinas mediante entrecruzamiento, tanto para
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aplicaciones biomédicas y/o biomiméticas (Clement-Metral & Lefort-Tran,
1971; Telford et al., 2001; Wilson, 2005; Sridharan et al., 2008; Nwagu et
al., 2011; Jesionowski et al., 2014). Como una forma de potenciar el uso de
PBP como sensibilizadores, Ficocianina fue estabilizada quimicamente a

través de un entrecruzamiento con FA.

El uso de FA como agente de entrecruzamiento para proteinas, confiere una
mayor estabilidad térmica sin generar cambios estructurales (Mason &
O’leary, 1991; Metz et al., 2003; Rait et al., 2004; Salnikova et al., 2008).
Por lo cual es escogido para la estabilizacion térmica de PC. Con base en
trabajos reportados anteriormente, se optimizaron las condiciones para el
entrecruzamiento de Ficocianina de G. chilensis (Cubicciotti, 1997; Lowe,

2007; Mulder et al., 2009; Lu-Ning et al., 2011).

Luego de la incubacion de Ficocianina con un 0,5 % p/v de FA por 24
horas, la Tm calculada a 280 nm se eleva desde 56°C hasta 80°C (Tabla
5.2). Este desplazamiento de 23°C en la Tm, es evidencia de que
Ficocianina fue térmicamente estabilizada. Estudios con toxoides de difteria
Ay B entrecruzados con FA, revelaron una estabilidad téermica mejorada,

donde los cambios en la estructura secundaria, terciaria y la agregacion

120



proteica, se retrasé en aproximadamente 10°C, confiriendo mas resistencia

al desplegamiento (Metz et al., 2003; Salnikova et al., 2008).

La estabilizacidn de Ficocianina de la cianobacteria Spirulina platensis, con
un 2.7 % (p/v) de FA por 12 horas, mostr6 también propiedades
espectroscopicas similares a PC nativa y demostrando mediante SDS-
PAGE, que el entrecruzamiento covalente entre las subunidades a través del
FA evita eficazmente que la PC estabilizada se disocie en sus subunidades,
en condiciones de desnaturalizacion (60 °C por 3 h y 100 °C por 10 min)
(Sun et al., 2006). Respecto a los resultados obtenidos, podemos sefalar
que una concentracion de FA (1 %) aumenta la Tm a valores cercanos a los
obtenidos con 0,5 % de FA, pero se observa la precipitacion de PC.
Concentraciones de 0,1 % de FA, no son suficientes para el
entrecruzamiento de PC en las condiciones evaluadas, ya que en esta
condicién se presenta una curva de denaturacion de térmica con 2
transiciones. Las propiedades espectroscopicas de PC estabilizada con 0,5
% de FA, no son alteradas con el tratamiento (figura 5.10), lo cual permite

suponer que la estructura secundaria y terciaria tampoco.
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PC de G. chilensis fue térmicamente estabilizada, probablemente mediante
un entrecruzamiento intracatenario con FA. La no alteracion de las
propiedades espectroscopicas luego de la estabilizacion quimica con FA,
observada en este trabajo y por otros autores (Sun, et al., 2006; Lowe,

2007), favorece la aplicacion FA como estabilizador térmico.

La estabilidad del entrecruzamiento de PC con FA, en el tiempo o expuesto
a temperatura por periodos prolongados, es un parametro que no fue
evaluado en este trabajo. Sin embargo es necesario su estudio en el futuro,
para la aplicacion de PC en celdas solares, ya que se ha determinado que la
unién covalente producto del entrecruzamiento con FA, es reversible

(Kennedy-darling & Smith, 2014; Hoffman et al., 2015).

Si bien se logré la estabilizacion térmica de PC, se debe continuar su
estudio para la generacién de una estabilizacion permanente, con materiales
inocuos que potencien la aplicacion de PBP en dispositivos fotovoltaicos,

frente a los colorantes obtenidos mediante sintesis quimica.
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La sensibilizacién de la superficie de TiO, con colorantes naturales y
sintéticos, muchas veces se realiza empleando metodologias que involucran

altas temperaturas y solventes organicos.

La metodologia para sensibilizacion con Ficobiliproteinas fue ajustada a
condiciones que favorecieran su estabilidad conformacional. Comparando
el espectro de absorcion UV-Visible de la superficie de la pelicula de TiO,
sensibilizada, se evalud la adsorcion del extracto proteico de
Ficobiliproteinas (EP) sobre la superficie de TiO, en tampén fosfato
(KoHPO4/H,KPO,) y Tris-HCI pH 7.0. Del mismo modo se evalud la
adsorcion del EP sobre la superficie de TiO, funcionalizada con Poli-L-
Lisina (PLL), Glutaraldehido (GA), Aminopropil trimetoxisilano (APTMS)

y GA+APTMS.

Ambos tampones son conocidos por favorecer la estructura nativa de
proteinas y como se observa en la Figura 5.13, preservan las propiedades de
absorcion de las Ficobiliproteinas en solucién. La baja adsorcion del EP en
tampodn fosfato sobre la superficie de TiO, (Figura 5.14), es consistente con
reportes anteriores. Analisis mediante espectroscopia infrarroja con

transformada de Fourier (FT-IR), mediciones de fluorescencia de rayos X

123



(XRD) y Dispersion de luz electroforética (ELS), sefialan una fuerte
interaccion de los aniones fosfato con la superficie de TiO,, generando una
carga neta negativa en la superficie del TiO, (Connor & McQuillan, 1999;
Moulton et al., 2003; Marucco et al., 2013, 2015; Wang et al., 2014; Loreto
et al., 2017). Esto disminuye drasticamente la capacidad de carga sobre la
superficie, debido a la fuerza de repulsién electrostatica. Proteinas como
Albdmina de Suero Bovino (BSA), mioglobina de caballo, IgG, también
son pobremente adsorbidas sobre la superficie en presencia de tampon

fosfato (Moulton et al., 2003; Parkes et al., 2014; Loreto et al., 2017).

El pH de los tampones utilizados, es superior al punto isoeléctrico de las
PBP, proporcionando una carga neta negativa de las PBP. La mayor
adsorcidn del EP sobre la superficie de TiO,, con la concentracién mas alta
de tampédn Tris-HCI (20 mM pH 7.0), podria ser producto de la interaccion
de moléculas de Tri-HCI con la superficie de TiO2, exponiendo sus grupos
amino y generando cargas positivas, que favorecerian la interaccion
electrostéatica entre el TiO, y las Ficobiliproteinas. Los resultados muestran

que el tampdon 20 mM de Tris-HCI pH 7.0 favorece la adsorcién de PBP, en
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comparacion con tampén fosfato, por lo cual fue subsecuentemente

utilizado para la sensibilizacion.

La funcionalizacion con poli-L-lisina (PLL), amino propil trimetoxisilano
(APTMS), Glutaraldheido (GA) y APTMS + GA, se realizo para modificar
las propiedades de la superficie del TiO, con el objetivo de mejorar la

adsorcion de las PBP.

La presencia de abundantes grupos amino libres, en PLL que llevan cargas
positivas (Xia et al., 2013), cambia la superficie del TiO, y favoreciendo la
adsorcidn electrostatica de proteinas como bacteriorodopsina (BR), sacarosa
isomerasa, centro de reaccion fotosintético de Rodopseudomonas viridis,
antigenos, entre otras moléculas (Ma et al., 1991; Noda et al., 1998; Park et
al., 2011; Wu et al., 2015; Stearns et al., 2016). Un factor que podria
explicar la pobre adsorcidon obtenida usando PLL, es la baja concentracion
de PLL empleada en este trabajo (0,1 mg/mL). La inmovilizacion de BR
sobre electrodos de oro, mostrd ser dependiente de la concentracion de
PLL, siendo eficientemente adsorbida con una concentracién de 1mg/mL de

PLL, preservando su actividad fotoeléctrica (Li et al., 2010).
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El glutaraldehido contiene dos grupos aldehidos reactivos. Se utiliza como
desinfectante, conservante y varias publicaciones lo sefialan como un buen
inmovilizador de proteinas y &cidos nucleicos (Monsan, 1978; Nwagu,
2011; Jesionowski et al., 2014; Zhu, 2017). La funcionalizacion de
superficies con GA busca la interaccion de grupos NH, de cadenas laterales
de la proteina, con su grupo aldehido libre para formar una base de Schiff.
También ha sido usado en la inmovilizacion de proteinas fotosintéticas
como Bacteriorodopsina (BR) y Ficoeritrina en diferentes matrices como
grafito altamente orientado (HOPG, Highly Oriented Pyrolytic Graphite),
membrana de céscara de huevo y nanotubos de carbono (Facci et al., 1994;
Tang et al., 2010; Nagy et al., 2014). Otra estrategia de funcionalizacion
con GA, es el acoplamiento de la superficie con una primera capa de
moléculas de silano que presenten grupos NH, libre como aminopropil
trimetoxisilano (APTMS) o aminopropil trietoxisilano (APTES), seguido de
GA, para de que el grupo aldehido libre del GA reaccione con grupos NH,
libres de las proteinas. Esta estrategia que es ampliamente reportada en
literatura, con multiples aplicaciones (Yagiuda et al., 1996; Mansur et al.,

2002; Wilson, 2005; Hu et al., 2008; Son et al., 2011; Killian, 2013;
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Baranowski et al., 2016; Costa et al., 2016) y también ha sido utilizada para
la inmovilizacion de proteinas fotosintéticas (Hajdu et al., 2012; Nagata et
al., 2012). La funcionalizacion llevada a cabo GA, o GA+APTMS, no logro
la adsorcion de las PBP de G. chilensis sobre la superficie de TiO, (Figura
5.15). La superficie de TiO, funcionalizada con GA, no adsorbe las PBP, la
tonalidad blanca presentada post-sensibilizacién (Figura 5.15 A), es
evidencia de una baja interaccion de la superficie de TiO, con grupos
aldehidos y por lo tanto, una baja adsorcion de las PBP. La funcionalizacion
con APTMS + GA, muestra una perturbacion de la coloracion de las PBP.
Adamov et al., 2008, sefiala que la funcionalizacion con GA es sensible a la
oxidacion por O, atmosférico, destruyendo parcialmente las moléculas de

BR sobre la superficie.

La mayor adsorcion de las PBP sobre la superficie de TiO, se logrd
mediante la funcionalizacion con moléculas de APTMS. Los grupos metoxi
del APTMS, son hidrolizados en un ambiente acuoso con etanol o solventes
anhidros, forman grupos silanol (Si—OH) (Yadav et al., 2014). Estos grupos
silanol pueden reaccionar con la superficie de TiO, formando enlaces (Ti-
O-Si). También pueden experimentar una condensacion con una superficie
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hidroxilada de TiO, a través del enlace de hidrogeno y luego formar enlaces
siloxano (Si — O — Si) con moléculas de APTMS vecinas, generando una
matriz polimérica mediante enlaces Si—O-Si (Gunda et al., 2014; Yadav et
al., 2014), resultando expuestos sus grupos NH,. Las terminaciones amino
de las moléculas de APTMS pueden reaccionar con moléculas bioldgicas
via adsorcion fisica, fuerza electrostatica, uniones hidrégenos, entre otras

(Saengdee et al., 2015).

Luego de funcionalizar la superficie de TiO, con APTMS en una mezcla
etanol/dimetil sulféxido (1:1) como solvente (Figura 5.20), los anélisis de
Espectroscopia de absorcion infrarroja muestran entre 500 - 1000 cm™ que
se asignan al estiramiento de los grupos Ti-O o Ti-O-Ti. (Nam et al., 2012;
Choi et al., 2013), asi como también sefiales atribuibles de enlaces a
enlaces Si-OH y Si-O-Si (Mansur et al., 2002; Watteé et al., 2016; Meroni
et al., 2017). Estan presentes también las vibraciones caracteristicas de los
grupos aminos libres del APTMS (Majoul et al., 2015; Watté et al., 2016).
La presencia de la vibracién a 1055 cm™ nos entrega informacion respecto a
la presencia de moléculas de APTMS en monocapa sobre la superficie
(Pop-Georgievski et al., 2015).
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La evaluacion de diferentes entrecruzantes alcanotioles, sobre electrodos de
oro, para la formacion de monocapas autoensambladas del complejo
captador de luz antena 1 y el centro de reaccion (RC-LH1) de las bacterias
fotosintéticas de color purpura, demostré que la inmovilizacién depende
del grupo terminal del entrecruzante empleado, obteniendo una mejor
adsorcidn de las proteinas cuando el grupo terminal es un amino (Kondo et

al., 2007).

Los grupos aminos expuestos en la superficie funcionalizada con APTMS,
pueden formar uniones covalentes con grupos carboxilos de proteinas como
las PBP (Gunda et al., 2014). La mayor adsorcion de las PBP, alcanzada
cuando la superficie de TiO, es funcionalizada con moléculas de APTMS,
respalda reportes previos en los cuales esta funcionalizacion fue exitosa

para la inmovilizacion de biomoléculas (Meroni et al., 2017).

El término celdas solares biohibridas se usa para describir celdas solares
hechas de materiales bioldgicos (usualmente proteinas fotosintéticas) y
materiales inorganicos (semiconductores o electrodos metalicos) (Ben-
Harosh, 2014). En las ultimas dos décadas muchos estudios han sido

publicados sobre diversos tipos de electrodos biohibridos, principalmente
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enfocados en el complejo proteico fotosistema | y Il, centro de reaccion y
complejos antenas captadores de luz (Tan et al., 2012; Kim et al., 2014;
Zaitsev et al., 2014; Musazade et al., 2018). El disefio de un fotoelectrodo
basado en Ficobiliproteinas obtenidas desde la macroalga roja G. chilensis,

fue abarcado en este trabajo.

Para que una celda solar sensibilizada con proteinas fotoactivas funcione,
debe existir una transferencia de electrones desde el sensibilizador hacia la
banda de conduccion del semiconductor. Experimentos de apagamiento de
fluorescencia y mediciones del potencial de oxidacién, confirman un
proceso de inyeccion de electrones desde el estado excitado de PC o PE
hacia la banda de conduccién de nanoparticulas de TiO, en solucion.
Proceso que es energéticamente favorable (Kathiravan & Renganathan,

2009; Kathiravan et al., 2009; Enciso et al., 2013).

Las curvas JV obtenidas para las celdas solares sensibilizadas con PE, PC y
APC (Figura 5.24), presentan un comportamiento tipico de una celda solar,
por lo cual se puede inferir, que la generacion de fotocorriente en las celdas
solares construidas, es producto de la transferencia de electrones desde las

PBP hacia banda de conduccién del semiconductor TiO,.
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Sin embargo, una baja adsorcion de las PBP sobre la superficie de TiO, fue
observada, obteniendo eficiencias de conversion global () del orden de
0,02 % para las 3 PBP estudiadas. A pesar de esto, las eficiencias de
conversion determinadas en este trabajo, son comparables a las reportadas

en literatura.

Por ejemplo, celdas solares biohibridas basadas en PC de
Thermosynechococcus Vulcanus, con electrodos de TiO, y un
contraelectrodo de Pt, alcanzan un 0.0265 % de eficiencia de conversion
global (n) (Ben-Harosh, 2014). Fotoelectrodos de TiO, sensibilizados con
Bacteriorodopsina de Halobacterium salinarum, muestré una n 0.09 %
(Janfaza et al., 2014). DSSC ensambladas usando un extracto acuoso
compuesto por PE, PC vy clorofila a, de las algas rojas antarticas Iridaea
obovata, Delesseria lancifolia y Plocamium hookeri alcanzan valores de n

de 0.022 %, 0.045 % y 0.027 %, respectivamente (Enciso & Cerda, 2016).

Por otro lado, la sensibilizacion de fotoelectrodos con PE obtenida del alga
antartica Palmaria decipiens y Delesseria lancifolia, muestra eficiencias de
conversion muy diferentes entre ambas especies, con un n de 0.12 % para

PE de Palmaria decipiens, y un n de 0.08 % para PE de Delesseria
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lancifolia. Aunque en ambos caso corresponde a R-PE, los autores sugieren
que la diferencia en la cantidad de subunidad y entre ambas algas, podria
influir en adsorcion de PE sobre el fotoelectrodo y consecuentemente en la

eficiencia de conversion (Enciso et al., 2018).

La baja adsorcion de PC sobre electrodos de TiO, ha sido reportada
previamente y mediante mediciones de microbalanza de cristal de cuarzo
(QCM), se evalué el uso de coadsorventes como colorofila o &cido
heptadecanoico (HA), sefialando que clorofila muestra una fuerte
competicién con PC por el fotoelectrodo, mientras que con HA hay mayor
adsorcion de PC sobre la pelicula de TiO,, mejorando su reproducibilidad, y

alcanzando un n de 0.04 % (Enciso et al., 2016).

Dado que la adsorcion del sensibilizador, sobre el fotoelectrodo afecta la
eficiencia de la celda solar ensamblada (Enciso et al., 2016; Enciso et al.,
2018). La funcionalizacion de la superficie de TiO, con moléculas tipo
APTMS para la inmovilizacion de proteinas fotosintéticas, es una estrategia
que ha sido previamente empleada en el desarrollo de DSSC.
Especificamente, podemos mencionar que el complejo captador de luz

antena Il (LHCII), asilado desde espinaca, fue inmovilizado sobre un
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fotoelectrodo con APTES, gracias a las interacciones electrostaticas entre la
superficie cationica del electrodo y la superficie anionica del lado estromal
del LHCII. En este trabajo las caracteristicas de la curva JV entregan un
voltaje de circuito abierto (Voc) de 0.47 V, una densidad de corriente en
circuito cerrado (Js) de 0,49 (mA/cm? ), un facto de forma o fill factor (FF)

de 0.58 yunmnde 0,13 % (Nagata et al., 2012).

Nuestros resultados indican que la funcionalizacion del fotoelectrodo con
APTMS, favorece la adsorcion de las PBP (figura 5.15) y como se discutio
anteriormente, efectivamente hay wuna mayor adsorcién sobre el
fotoelectrodo, lo cual se traduce en una mayor eficiencia de conversion
global (figura 5.25, tabla 5.5), aumentando el n desde 0,02 % a un 0,10 %
aproximadamente, cuando la superficie de TiO, fue funcionalizada con

APTMS (tabla 5.5).

La mayor eficiencia de conversion fue obtenida sensibilizando los
fotoelectrodos con APC. Como discuten otros autores, el gran tamario de las
proteinas fotosintéticas respecto a las particulas nanoporosas del TiO;
dificultaria la transferencia de carga hacia el semiconductor, sefialando, que

un menor tamafio de complejo fotosintético o el uso de subunidades

133



aisladas, favorecian los pardmetros fotoeléctricos de las DSSC (Yu et al.,
2015; Karpulevich et al., 2017; Musazade et al., 2018). La estructurara
trimerica de APC de G. chilensis, respecto a la estructura hexamérica de PE
y PC (Contreras-Martel et al., 2001, 2007; Dagnino- Leone et al., 2017),
podria ser de gran influencia en la obtencion de un mayor rendimiento

fotoeléctrico.

Como una estrategia para mejorar la estabilidad de las DSSC basadas en
PBP, se llevo a cabo la estabilizacion térmica de PC, mediante
entrecruzamiento con formaldehido, logrando desplazar su Tm cerca de
25°C. El entrecruzamiento de PC con formaldehido reduce la n desde 0,16
% obtenido con PC nativa, a un 0,12 % obtenido con PC estabilizada. Sin
embargo, en este trabajo no fue abordada la comparacién de los parametros
fotoeléctricos, entre ambos dispositivos, en el transcurso del tiempo. Por lo
cual no se puede concluir respecto a las ventajas o desventajas de la
utilizacion de PC térmicamente estabilizada en el desarrollo de dispositivos

DSSC.

El aumento en el rendimiento y estabilidad de las DSSC, es uno de los

principales focos de la investigacion actual y muchas estrategias han sido
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abordadas en este ambito. Como por ejemplo, el uso de tecnologia
recombinante es una herramienta que también ha sido explorada en el
desarrollo de dispositivos biohibridos, para mejorar la adsorcion y/o
estabilidad de las proteinas fotosintéticas sobre los electrodos o la
formacion de complejos proteicos que no se presentan naturalmente, (Das et
al., 2004; Chen et al., 2011; Yaghoubi et al., 2015; Liu et al., 2019).
Gracias a la tecnologia recombinante, eficiencias de un 0.26% son
reportadas para un dispositivo DSSC basado en APC recombinante con
His-tag, facilitando su purificacion y adsorcion sobre el semiconductor de
TiO, (Pu et al., 2013). Asi como también una variante recombinante de
proteina fluorescente verde (GFP) con incorporacion de 3, 4-dihydroxy-L-
phenylalanine (dopa) (GFP-dopa), mostrd una mayor adsorcion orientada
sobre la superficie de TiO,, aumentando la eficiencia de transferencia de
carga en la interfase TiO,/GFPdopa, con un n de 0,94 %, (Deepankumar et

al., 2017).

El uso de celdas solares basadas en polimeros conductores es otra de las
alternativas empleadas para mejorar el desempefio de las DSSC (Cho et al.,
2014). Respecto a los dispositivos biohibridos, se reporta una celda solar
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basada en polimeros, compuesta de ITO como sustrato conductor, seguido
del polimero conductor poli(3-hexiltiofeno-2,5-diil): indene-Cg, bisadduct
(P3HT:ICBA), el fotosistema | asilado de espinaca y aluminio, alcanzando
un n de 4.53 %, aunque es importante mencionar que éste dispositivo sin el
fotosistema | presentd tambien wuna alta eficiencia de 4.3 %

(Molamohammadi et al., 2018).

Los parametros fotoeléctricos obtenidos para las celdas solares
sensibilizadas con PBP, empleando fotoelectrodos funcionalizados con
APTMS, se encuentran en el rango de lo reportado previamente para otros
complejos proteicos fotosintéticos. El disefio de las DSSC biohibridas es
fundamental para la optimizacion de los dispositivos fotovoltaicos en
desarrollo, los cuales pueden ser mejorados mediante maultiples
aproximaciones, como el uso de tecnologia recombinante o electrolitos en

estado sélido.
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VIl. CONCLUSIONES

El proceso de purificacion integrado de PBP desde G. chilensis permite la
obtencion de R-PE y R-PC con rendimientos aceptables, por lo cual, existe
potencial para el estudio de factibilidad técnico-econdmica, de la obtencion

de estas PBP desde G. chilensis con fines comerciales.

Las ficobiliproteinas de G. chilensis R-PE, R-PC y APC, pueden actuar
como sensibilizadores en celdas solares sensibilizadas, generando una
corriente eléctrica foto-inducida, producto de la transferencia de electrones

hacia la banda de conduccidén del semiconductor TiO,.

La adsorcion de las PBP en la superficie del electrodo desempefia un papel
relevante en el desempefio de una DSSC. Diferentes estrategias son
reportadas para mejorar la adsorcion de complejos proteicos fotosintéticos
sobre los fotoelectrodos, en nuestro caso la funcionalizacion de la superficie
del semiconductor de TiO,, con moléculas de APTMS, favorece la
adsorcion de la PBP sobre éste. Probablemente producto de interacciones
electrostaticas entre los grupos amino del APTMS vy la superficie anionica

de las PBP.

137



La funcionalizacion de superficie de TiO, y la estabilizacion térmica de PC
mediante entrecruzamiento con FA, es un acercamiento al disefio y
optimizacion de dispositivos fotovoltaico biohibridos, los cuales pueden ser
constantemente mejorados, con el fin de conseguir eficiencias y estabilidad
similar a las presentadas con tintes sintéticos u organometalicos, para su

proyeccién comercial.

Finalmente se logré ensamblar celdas solares fotovoltaicas sensibilizadas
con Ficobiliproteinas obtenidas desde Gracilaria chilensis de eficiencias

semejantes a las obtenidas en literatura para otras proteinas fotosintéticas.
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VIIl. GLOSARIO

Corriente de circuito cerrado (Isc) = Corriente cuando la resistencia en la celda
solar es cero.

Densidad de corriente (Jsc) = Corriente en circuito cerrado dividido por area
de la celda solar.

Eficiencia de conversion de la celda solar (n) = Corresponde al porcentaje de
energia electromagnética, absorbida y convertida en electricidad, cuando la

celda solar es conectada a un circuito eléctrico.

Potencia de maxima (Pmax) = Corresponde al producto de la corriente por el
voltaje cuando ambos son maximos.

Voltaje de circuito abierto (Voc) = Diferencia de potencial de la celda solar
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