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ABSTRACT

Climate change and water scarcity represent significant threats to
environmental sustainability on a global scale. Bioelectrochemical systems
(BES) are a promising and eco-friendly solution for both wastewater
treatment and clean energy generation, and even for both in the same process.
However, their adoption has been limited by high costs, long startup periods,
and low energy efficiency. Over the past decade, optimizing electrode
materials has emerged as a key strategy to improve the performance of BES.
Graphene-based electrodes, particularly graphene oxide (GO) and reduced
graphene oxide (rGO), have garnered significant interest due to their
biocompatibility, high conductivity, and superior mechanical properties.
Nevertheless, the literature presents conflicting results regarding the effect of
graphene on bacteria; some studies suggest antibacterial properties, while
others highlight increased biofilm adhesion and electron transfer in
microorganisms cultivated on this material. To address this uncertainty, this
research conducted a comparative study of GO and rGO electrodes using

pure cultures of Shewanella oneidensis MR-1, focusing on the surface effect
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on biofilm formation. Biofilms of S. oneidensis MR-1 were cultivated under
controlled anaerobic conditions, and their composition was characterized,
evaluating the abundance of proteins, carbohydrates, and extracellular DNA,
as well as viability through LIVE/DEAD BacLight staining. Furthermore,
cyclic voltammetry (CV) was employed to explore the redox behavior of the
biofilms and the differences in electron transfer mechanisms. The results
showed that S. oneidensis MR-1 biofilms on GO electrodes exhibited higher
cell viability compared to those developed on rGO. However, this difference
tended to diminish over time, suggesting that the antibacterial effect of rGO
is transient and weakens as the biofilm matures. A protein/carbohydrate (P/C)
ratio of 1.01 £ 0.22 was recorded for the GO biofilms and 1.75 + 0.20 for the
rGO biofilms. Finally, the VC analysis revealed distinct redox behaviors
between the two biofilms, indicated by differences in redox peaks. This may
be attributed to the higher amount of oxygenated functionalities in GO

compared to rGO.
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RESUMEN

El cambio climdtico y la escasez de agua representan amenazas significativas
para la sostenibilidad ambiental a nivel mundial. Los sistemas
bioelectroquimicos (BES) son una solucion prometedora y ecoldgica tanto
para el tratamiento de aguas residuales como para la generacion de energia
limpia, e incluso para ambas en un mismo proceso. Sin embargo, su adopcion
ha sido limitada por altos costos, largos periodos de puesta en marcha y baja
eficiencia energética. En la ultima década, la optimizacion de los materiales
de los electrodos ha surgido como una estrategia clave para mejorar el
rendimiento de los BES. Los electrodos basados en grafeno, especialmente
el oxido de grafeno (GO) y el oxido de grafeno reducido (rGO), han
despertado un gran interés por su biocompatibilidad, alta conductividad y
propiedades mecanicas superiores. Esta biocompatibilidad se debe a que el
grafeno en general bien tolerado por organismos vivos, lo que lo convierte en
un material prometedor para aplicaciones en biotecnologia y medicina. No
obstante, la literatura presenta resultados contradictorios respecto al efecto

del grafeno sobre las bacterias; algunos estudios sugieren propiedades
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antibacterianas, mientras que otros destacan la mayor adhesion de
biopeliculas y transferencia de electrones en microorganismos cultivados
sobre este material. Para abordar esta incertidumbre, esta investigacion
realizd un estudio comparativo de electrodos de GO y rGO utilizando
cultivos puros de Shewanella oneidensis MR-1, enfocandose en el efecto de
la superficie en la formacién de biopeliculas. Se cultivaron biopeliculas de S.
oneidensis MR-1 en condiciones anaerobicas controladas y se caracterizo su
composicion, evaluando la abundancia de proteinas, carbohidratos y ADN
extracelular, asi como la viabilidad mediante tincion LIVE/DEAD BacLight.
Ademads, se empled voltamperometria ciclica (VC) para explorar el
comportamiento redox de las biopeliculas y las diferencias en los
mecanismos de transferencia de electrones. Los resultados mostraron que las
biopeliculas de S. oneidensis MR-1 sobre electrodos de GO presentaron
mayor viabilidad celular en comparacion con las desarrolladas sobre rGO.
No obstante, esta diferencia tendio a disminuir con el tiempo, lo que sugiere
que el efecto antibacteriano del rGO es transitorio y se atentia a medida que
la biopelicula madura. Se registrd una relacidon proteina/carbohidrato (P/C)
de 1,01 £+ 0,22 para las biopeliculas de GO y 1,75 £ 0,20 para las de rGO.

Finalmente, el andlisis por VC revel6 comportamientos redox distintos entre
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ambas biopeliculas, evidenciados por diferencias en los picos de
oxidoreduccidn. Esto puede deberse a la mayor cantidad de funcionalidades

oxigenadas en el GO en comparacion con el rGO.
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1 INTRODUCCION

En las Gltimas décadas, el calentamiento global y la escasez hidrica se han
posicionado como desafios criticos, captando la atencion mundial debido a
la grave amenaza que representan para la economia, la salud, el medio
ambiente y la vida humana (Zandalinas et al., 2021). Actualmente, se estima
que aproximadamente la mitad de los cerca de 8 mil millones de habitantes
del planeta experimentan escasez severa de agua, debido a factores climaticos
y no climaticos (IPCC, 2023). Ademas, entre 3 y 4 mil millones de personas
mas podrian enfrentar escasez de agua si el aumento de la temperatura global
alcanza los 2°C o 4°C (Caretta et al., 2022). Para el 2050, se proyecta que
entre el 42% y el 79% de las cuencas hidrograficas del mundo se veran
afectadas por los cambios de flujo fluvial asociados al cambio climatico, 1o
que impactara negativamente los ecosistemas de agua dulce y la
disponibilidad hidrica en ciudades, especialmente en paises en desarrollo

(Caretta et al., 2022).

El aumento del nivel del mar, la multiplicacion de fendmenos meteorologicos

extremos y el déficit de agua son algunas de las consecuencias advertidas en
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el sexto Informe de Evaluacion del IPCC (2022) con relacién al
calentamiento global, presentando un escenario donde identificar causas y
proponer soluciones es urgente. Desde la Conferencia de las Naciones Unidas
sobre el Cambio Climatico, se ha atribuido a los gases de efecto invernadero
(GEI) la principal responsabilidad del calentamiento global, enfatizando la
apremiante necesidad de mitigar su produccion (COP26, 2021). En
particular, el sector energético sigue siendo la mayor fuente de emisiones de
GEI, ya que el uso de combustibles fosiles representa el 81% de la demanda

energetica global (IEA, 2023).

Paralelamente, el aumento en la descarga de contaminantes toxicos en
cuerpos de agua compromete la biodiversidad acudtica y reduce la
disponibilidad de agua dulce, agravando aun mas la crisis hidrica (Madhav et
al., 2020; Ukaogo et al., 2020; Akhtar et al., 2021). Segun el Global Oceanic
Environmental Survey (GOES), la contaminacion del agua es una de las
problematicas ambientales mas graves y podria poner en peligro la vida en la
Tierra en las proximas décadas. Entre sus efectos esta la destruccion del
fitoplancton marino, responsable del 70% de la produccion de oxigeno y de
la eliminacién de una cantidad significativa de didoxido de carbono de la

atmosfera (Nivedan, 2019). Ademas, la crisis del agua no es exclusiva de los
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paises en desarrollo: mientras que en China el 90% del agua en las ciudades
esta contaminada, en India mueren alrededor de 580 personas al dia debido a

enfermedades relacionadas con la contaminacion del agua (Nivedan, 2019).

En este escenario, los sistemas bioelectroquimicos (SBE) han emergido como
una alternativa tecnologica prometedora, ya que permiten abordar
simultaneamente los problemas medioambientales y energéticos al ofrecer
tanto la generacion de energia limpia como la biorremediacion de aguas
contaminadas (Lovley, 2008; Wang et al., 2015; Santoro et al., 2017; Adeloju,

2024).

1.1 Sistemas bio-electroquimicos

Los sistemas bio-electroquimicos (SBEs) son sistemas que integran
microorganismos u otros biocatalizadores, como las enzimas, con técnicas
electroquimicas impulsadas por reacciones redox para interconvertir la
energia quimica contenida en un sustrato en energia eléctrica (Slate et al.,
2019; Zheng et al., 2020, Ahmadi et al, 2023). Los SBEs estan constituidos
tipicamente por un catodo, un &nodo, una membrana de intercambio catiénico

o protonico y un circuito eléctrico por el cual fluyen los electrones desde el
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anodo hacia el catodo. Tanto la reaccion de oxidacion que ocurre en el anodo,
como la reaccion de reduccion que ocurre en el catodo, pueden ser catalizadas
por microorganismos electrogénicos, microorganismos capaces de
transportar electrones de forma extracelular, intercambiando electrones con

el sustrato conductivo al cual se encuentran adheridos.

En los SBEs la cadmara anddica tiene un ambiente anaerdbico, lo que permite
la transferencia de electrones hacia el anodo en lugar del oxigeno del aire, el
cual normalmente constituye el aceptor terminal de electrones dado su mayor
potencial. La oxidacion del sustrato da origen a electrones y protones que
fluyen por un circuito externo y una membrana hacia el catodo (Bhattacharya
et al., 2023). Aunque las reacciones de oxidacion anddica son similares entre
los distintos SBEs, las diferentes reacciones catodicas dan origen a los
diferentes tipos de SBEs (Zheng et al., 2020). En términos energéticos, los
SBEs pueden ser divididos en dos grandes categorias: productores de energia
y consumidores de energia, dependiendo de la espontaneidad de la reaccion
involucrada (Sleutels et al., 2012). Entre los productores de energia se
encuentran las celdas de combustible microbianas (MFC por sus siglas en
inglés) que pueden generar bio-electricidad desde residuos organicos sin

aporte energético externo (Zhang et al., 2021), y las celdas de desalinizacion
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microbiana (MDC por sus siglas en inglés) que son MFCs modificadas para
generar la desalinizacién de agua in situ mediante la incorporacion de
membranas de intercambio i6nico (Zhang & Liu, 2021). Dentro de categoria
de consumidores energéticos estdn las celdas de electrolisis microbiana
(MEC por sus siglas en inglés) que utiliza la aplicacion de voltajes para
reducir el potencial del catodo y permitir la generacion de biocombustibles
como H, o metano (Wang et al., 2022); y las celdas de electrosintesis
microbiana (MESC por sus siglas en inglés) que utiliza la aplicacion de
voltaje para la produccion de compuestos quimicos reducidos (Wang et al.,
2021). Los distintos tipos de SBEs y sus productos han sido representados en

la Figura 1.

En los SBEs cualquier sustrato susceptible de ser degradado por
microorganismos puede ser utilizado como fuente energética, incluidos
sustratos normalmente considerados como desechos como los lodos
digeridos, efluentes de la agroindustria, efluentes de la industria alimentaria
y las aguas residuales urbanas (Pant et al., 2011; Logan et al., 2019; Prathiba
et al., 2022). En medio de un cambio de paradigma de la gestion de residuos,
los SBEs han rdpidamente emergido como tecnologias prometedoras no s6lo

para valorizar una amplia gama de residuos convirtiéndolos en productos
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utiles como electricidad, compuestos quimicos, combustibles liquidos y

gaseosos, sino también para aplicaciones de biorremediacion y biosensores.

Productores de energia
| | |
MFC MDC
1 1
Produce Produce
| |
o Agua
Energia g
8 destilada

Consumidores de energia

MEC MES
| [ |
Produce Produce
| |
Biocombustible Complicitos

quimicos reducidos

Figura 1. Clasificacion de los sistemas bioelectroquimicos (SBEs) y sus

aplicaciones. Esta figura muestra las principales categorias de BES,

diferenciadas por si las reacciones que ocurren son espontaneas o requieren

aporte energético externo. Se incluyen ejemplos de aplicaciones clave en

cada tipo, como la generacidon de energia y la produccion de compuestos

quimicos.



1.2 Microorganismos electrogénicos

Los microorganismos electrogénicos son un grupo especial de
microorganismos capaces de transferir electrones extracelularmente a través
de su envoltura celular a diferentes aceptores de electrones, como minerales
insolubles, electrodos e incluso otros microorganismos (Logan et al., 2019,
Lovley & Holmes, 2021). Estos microorganismos son utilizados en los SBEs,
donde la transferencia de electrones se produce desde los microorganismos
hacia un electrodo sélido (exoelectrogenos) o desde el electrodo hacia los
microorganismos (electrétrofos) (Logan, 2009). Los primeros reportes de
microorganismos electrogenos provienen del estudio de Potter (1911), donde
demostré que era posible obtener energia eléctrica a partir de un cultivo de
Escherichia coli 'y Saccharomyces cerevisiae en glucosa. Estudios
posteriores en cultivos puros han demostrado que existen microorganismos
electrogenos en los tres dominios de la vida, incluyendo bacterias del phylum
Firmicutes, Actinobacteria y Proteobacteria, algunas arqueas como
Pyrococcus furiosus y eucariontes como S. cerevisiae (Logan et al., 2019;

McCormick et al., 2015).

Los mecanismos de transferencia electronica en los microorganismos

electrogénicos pueden ser clasificados en dos grandes categorias:
21



mecanismos directos e indirectos (Zhang et al, 2024). La transferencia directa
ocurre por contacto con el &nodo y ocurre a través de proteinas redox situadas
en la membrana externa (conocidas como citocromos c¢) o mediante
apéndices proteicos denominados nanocables, que corresponden a pilis tipo
IV capaces de traspasar los electrones desde la célula hacia el anodo. Por otro
lado, la transferencia indirecta utiliza mediadores redox, los cuales pueden
ser endogenos (producidos por la propia célula) o exogenos (afiadidos
artificialmente) (Lovley, 2008; Yang et al., 2012; Yu et al., 2015). Una
representacion esquematica de los mecanismos de transferencia electronica

entre microorganismos y el anodo es presentada en la Figura 2.

Los microorganismos electrogénicos se han aislado de océanos, lagos, rios e
incluso ambientes extremos como zonas polares, volcanes y ambientes
hipersalinos. En estos habitats, utilizan aceptores terminales insolubles, como
oxidos de manganeso y 0xidos de hierro, que se encuentran en sedimentos
anaerobicos de ambientes marinos y lacustres (Zhang et al., 2023). Debido a
que estos aceptores de electrones insolubles no pueden atravesar las
membranas celulares, estos microorganismos han desarrollado vias
metabodlicas especializadas que les permiten transferir electrones a estos

aceptores externos. Este proceso, fundamental para su crecimiento,
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respiracién, comunicacidén, deteccion y cooperacion con los entornos
circundantes, es un testimonio de su adaptabilidad y capacidad de

aprovechamiento de recursos (Jayathilake et al., 2024).

En los SBEs, dos de los microorganismos electrogénicos mas conocidos y
utilizados son Geobacter sulfurreducens y Shewanella oneidensis, preferidos
por su gran versatilidad metabolica, la profundidad con que han sido
estudiados sus genomas (Fredrickson et al., 2008; Kracke et al., 2015) y la
capacidad de formar biopeliculas en la superficie de los electrodos, que en
comparacion a la forma planctonica contribuye a la transferencia de

electrones en los SBEs (Borole et al., 2011; Conners et al., 2022).
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Figura 2. Representacion esquematica de los tres principales
mecanismos de transferencia de electrones en microorganismos
electrogénicos. Esta figura muestra la interaccion entre los microorganismos
y el anodo. Los mecanismos incluyen: (a) proteinas de membrana tipo
citocromo; (b) pilis conductivos o nanocables; y (c) mediadores

redox. Adaptado de Li, 2018.

24



1.3 Biopeliculas

Las biopeliculas, también conocidas como biofilms, son ecosistemas
microbianos organizados formados por una o varias especies de
microorganismos, que generalmente se adhieren a una superficie y presentan
caracteristicas funcionales y estructuras complejas (Sauer et al., 2022). La
biopelicula estd compuesta principalmente por una matriz extracelular,
constituida por diversos biopolimeros denominados sustancias poliméricas
extracelulares (SPEs o EPS por sus siglas en inglé€s), que representan mas del
90% de su masa seca (Pinto et al, 2020). En contraste, los microorganismos
constituyen menos del 10% de la masa seca total, y son responsables de la

produccion de estas SPEs (Flemming et al., 2016).

Las SPEs estan formadas por exopolisacaridos, acidos nucleicos (ADNe y
ARNe), proteinas, lipidos y otras biomoléculas (Karygianni et al., 2020).
Estas sustancias son fundamentales para el desarrollo y la estabilidad de las
biopeliculas microbianas, actuando como un cemento que une a los
microorganismos entre si y a la superficie de adhesion. Esta adhesion facilita
interacciones estrechas, como la comunicacion entre cé€lulas y la formacion
de microconsorcios sinérgicos (Mahto et al., 2022). Ademas, las SPEs

permiten retener enzimas extracelulares, creando asi un sistema digestivo
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externo que capta nutrientes disueltos y particulados del medio acuatico, lo
que les permite ser utilizados como fuente de nutrientes y energia. También
brindan proteccion y resistencia frente a condiciones adversas, como la
desecacion, la presencia de depredadores, el estrés mecanico y la accion de
agentes antimicrobianos. Las SPEs soportan funciones extracelulares, que
incluyen actividades enzimaticas y redox, asi como el intercambio de
material genético (Flemming & Wingender, 2010; Harimawan & Ting,
2016). La composicion y la estructura de las SPEs pueden variar
considerablemente segun el tipo de microorganismos, la disponibilidad de
nutrientes, el tipo de sustrato, la tension de cizallamiento y las condiciones
ambientales, lo que determina de diversas maneras la estructura, estabilidad

y funcion de la matriz (Flemming et al., 2016, 2022).

La matriz extracelular basada en SPEs proporciona la infraestructura para una
forma de vida microbiana multicelular extremadamente flexible, versatil y
adaptable que demuestra propiedades emergentes que no comparten las
c¢lulas planctonicas o sésiles individuales (Flemming et al., 2016;
Karygianni et al., 2020). Dado la magnitud de los cambios que experimentan
los microorganismos durante su transicion de organismos planctonicos a

formar parte de una comunidad compleja, no es de extrafiar que la transicion
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del modo de crecimiento planctonico a la de biopelicula sea un proceso
intrincado y muy regulado que relaciona con los multiples fenotipos y
cambios fisiologicos (Sauer et al., 2002), en el que se pueden reconocer cinco
etapas: (1) unidn reversible, (2) unién irreversible, (3) maduracion inicial o
produccién de SPEs, (4) maduracion final y (5) dispersion (Sauer, 2003).
Cada una de estas etapas de desarrollo de la biopelicula se corresponde con
patrones unicos de expresion génica (Davey y O’toole, 2000; Petrova et al.,
2017). En la Figura 3 se presenta un diagrama de las etapas de desarrollo de

la biopelicula.

La etapa de unidn reversible comienza con la adhesion inicial de células
plancténicas libres a la superficie de soporte, pero esta adhesion es inestable.
En la etapa de union irreversible las células se usen a la superficie de forma
sostenida en el tiempo (mediada por las SPEs), y ocurre una cascada de
cambios en las células bacterianas, que incluye el cese de la motilidad
mediada por flagelos y alteraciones en la expresion génica. La primera etapa
de maduracion comprende el crecimiento de la biopelicula y desarrollo
temprano de su arquitectura. La segunda etapa de maduracidén continua el
desarrollo de la arquitectura a una mas compleja, caracterizada por la

formacion de canales y gradientes de nutrientes y oxigeno dentro de la
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biopelicula. Por ultimo, la etapa de dispersiéon comprende la liberacion de
microorganismos desde la biopelicula al ambiente de forma activa (con la
participacion de mecanismos de liberacion controlada) o pasiva (debido a la
degradacion de la matriz o a las fuerzas ambientales) (Dunne, 2002; Sauer,

2003; Hall-Stoodley et al., 2004; Sauer et al., 2022).

Dado a sus caracteristicas funcionales unicas, las biopeliculas se emplean
ampliamente en procesos biotecnologicos, incluyendo la biorremediacion
con microorganismos que crecen como floculos de aguas residuales,
produccion de compuestos bioactivos, probidticos y microorganismos
electrogénicos (Vishwakarma, 2020) los que forman las Illamadas

biopeliculas electroactivas (BEAs).
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Figura 3. Etapas de desarrollo de la biopelicula. (a) durante la union
reversible, las bacterias se adhieren a la superficie mediante el polo celular o
el flagelo; (b) en la union irreversible, se reduce la expresion de genes del
flagelo y comienza la expresion de genes relacionados a la produccion de
SPE; (c) en la etapa de maduracion, las células forman grupos incrustados en
la matriz de SPE; (d) en la maduracion final se forman microconsorcios
sinérgicos; (e) durante la dispersion se degrada parte de la matriz de SPE y

se dispersan células flageladas. Figura modificada de Sauer et al., 2022.
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1.4 Biopeliculas electroactivas

Las biopeliculas electroactivas (BEAs) son biopeliculas formadas por
microorganismos electrogénicos, que tienen la capacidad de intercambiar
electrones con superficies conductivas conocidas como electrodos (Babauta
et al., 2012). En comparacion con los microorganismos planctonicos, las
BEAs presentan una ventaja significativa al estar en estrecha proximidad con
el electrodo, lo que facilita la transferencia directa de electrones y la
acumulacion de mediadores en los SBEs. Ademas, la alta densidad de
microorganismos en las BEAs incrementa su capacidad para mejorar la

eficiencia de estos sistemas (Logan, 2009; Kumar et al., 2018).

Numerosos estudios han relacionado la formacion de biopeliculas en SBEs
con una mayor generacion de energia. Se ha demostrado que las biopeliculas
multicapa tienen un mejor rendimiento en términos de corriente comparado
con las biopeliculas monocapa (Liu et al., 2015). En contraste, los
microorganismos que no pueden formar biopeliculas en el electrodo no
generan densidades de corriente significativas (Borole et al., 2011). Esta
diferencia se debe a la capacidad de las BEAs para transferir electrones al
electrodo mediante nanocables o a través de una matriz conductora, lo cual

resulta en tasas cinéticas de transferencia de electrones mas altas que las
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logradas por mecanismos que dependen solo de la difusion de mediadores
redox (Marsili et al., 2008; Srikanth et al., 2008). Por lo tanto, la adhesion de
un microorganismo a un electrodo, ya sea como biopelicula monocapa o,
preferiblemente, multicapa, es un parametro clave para aumentar la eficiencia

de los SBEs (Logan, 2009).

Modelos cinéticos y analisis voltamétricos sugieren que la propias BEAs
puede actuar como una matriz conductora que facilita la transferencia de
electrones entre los microorganismos y los electrodos. Esta conductividad les
permite transportar electrones incluso a través de decenas de micrometros,
una distancia que supera con creces el tamafio tipico de una sola bacteria (~1
um) (Malvankar et al., 2011; Prévoteau & Rabaey, 2017). Marcus et al.
(2007) y Torres et al. (2010) sugirieron que las SPEs de la matriz debe ser un
semiconductor, con una conductividad en el rango de 10° S cm™a 10° S emr
I, A pesar de que los biopolimeros puros y secos, como los polisacéridos y
las proteinas, suelen considerarse aislantes, se cree que una vez hidratados o
ionizados pueden exhibir propiedades semiconductoras en la forma de
electrolitos poliméricos (conduccion idnica a través de sales) o polimeros

conductores (m electrones a través de dobles enlaces conjugados) (Borole et
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al., 2011). En la figura 4 se muestran valores de conductividad para diferentes

bio-materiales.

Hasta ahora, el mecanismo de transferencia de electrones a través de las
biopeliculas sigue siendo objeto de debate (Kumar et al., 2017; Prévoteau &
Rabaey, 2017). Se especula que los cofactores redox extracelulares
inmovilizados en la matriz (como los citocromos tipo ¢ y los nanocables)
esterarian implicados en el transporte de electrones a larga distancia a traveés
de las BEAs (Prévoteau & Rabaey, 2017). Ademas, algunos citocromos de la
membrana externa que estan débilmente ligados podrian liberarse a la matriz
de la biopelicula, contribuyendo asi a su electroactividad (Borole et al.,
2011). De este modo, la conduccion eléctrica en las biopeliculas se produciria
a través de salto de electrones de varios pasos a través de los cofactores redox
mas cercanos, impulsado por un gradiente redox (electron-hopping), de
forma similar a lo que ocurre dentro de los polimeros redox (Prévoteau &

Rabaey, 2017).

La relacion entre la electroactividad y las caracteristicas de la biopelicula es
un aspecto relevante para los SBEs y los esfuerzos por mejorar su eficiencia

(Conners et al., 2022). En este contexto, los electrodos desempefian un papel
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fundamental en los SBEs, ya que son cruciales para el intercambio de

electrones con la biopelicula y la formacion de las BEAs (Sonawane et al.,

2017).
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Figura 4. Conductividad eléctrica de distintos bio-materiales. Se incluye
la conductividad de biopeliculas desarrolladas en anodos. Figura modificada

de Borole et al., 2011.
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1.5 Electrodos

Los electrodos son dispositivos conductores que permiten la transferencia de
corriente eléctrica entre un medio conductor y un circuito eléctrico. En el
contexto de los SBEs, los electrodos son componentes fundamentales tanto
estructural como funcionalmente, ya que brindan soporte para la adhesion
bacteriana y facilitan la transferencia de electrones entre las BEAs y un
circuito externo, permitiendo la generacion de corriente eléctrica (Hindatu et
al., 2017). El circuito de un SBE se compone de dos electrodos: un anodo y
un catodo. El anodo es el electrodo donde ocurre la oxidacion o liberacion de
electrones en una reaccion electroquimica, actuando como aceptor terminal
de electrones para la BEA. Por otro lado, el catodo es el electrodo donde
ocurre la reduccion o la captacion de electrones por la BEA (Mier et al.,

2021).

En los ultimos anos, la busqueda y desarrollo de nuevos materiales para
electrodos se ha convertido en un tema de gran interés, emergiendo como una
de las principales estrategias para aumentar los procesos de transferencia de
electrones y, por lo tanto, el rendimiento de los SBEs (Mier et al., 2021;
Yaqoob et al., 2020) (Carniello et al., 2018; Kreve & Reis, 2021; Nouri et al.,

2023; Perchikov et al., 2024). Los electrodos que componen los SBEs pueden
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estar fabricados con una amplia variedad de materiales, cada uno con
distintas propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas que influyen de manera
significativa en el rendimiento de estos sistemas (Zhou et al., 2011;
Rahimnejad et al., 2015; Sonawane et al., 2017; Yaqoob et al., 2020). El
material empleado no solo es fundamental para la recoleccion y donacion de
electrones generados durante el metabolismo, sino que también proporciona
soporte a la biopelicula (Agrahari et al., 2022; Hindatu et al., 2017; Mier et
al., 2021). De hecho, la adhesion bacteriana y el comportamiento de la
biopelicula se ven influenciados por la naturaleza del material de la
superficie. Investigaciones han comenzado a mostrar que las bacterias ajustan
su expresion geénica y su fisiologia en respuesta a las caracteristicas del
material, lo que puede tener implicaciones significativas en las propiedades
funcionales de las biopeliculas formadas (Guilbaud et al., 2017; Guo et al.,

2020; Shemesh et al., 2010).

El impacto de la superficie del electrodo en la formacion de biopeliculas
abarca desde la adhesion bacteriana inicial hasta lo que se ha denominado
"crecimiento de biopeliculas programado por la superficie". Este término se
utiliza para resaltar la influencia de la superficie del sustrato en el desarrollo

de las propiedades emergentes de las biopeliculas (Carniello et al., 2018).
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Asi, las propiedades fisicoquimicas y estructurales de los materiales
utilizados juegan un papel crucial en la generacién de energia de dos
principales maneras: determinando la cinética de las reacciones de
transferencia de electrones y, por otro lado, determinando la adhesiéon y
propiedades emergentes de la biopelicula (Agrahari et al., 2022). Esto es
especialmente relevante, ya que la eficiencia de la transferencia de electrones
desde los microorganismos electrogénicos hacia el dnodo se considera el
factor mas critico que influye en la eficiencia de los SBEs (Schiliro et al.,
2016). En este contexto, uno de los materiales que ha surgido como una de
las alternativas preferidas en la ultima década es el grafeno (ElMekawy et al.,

2017; Naina et al., 2022).

1.6 Grafeno

El grafeno es un alotropo del carbono que se caracteriza por estar constituido
por una sola capa de 4atomos dispuestos en un entramado hexagonal
bidimensional (Huang et al., 2012). Este material es ampliamente reconocido
por su excepcional resistencia a la traccion, sobresaliente conductividad

eléctrica, su transparencia y por ser el material bidimensional mas fino
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conocido. A escala microscopica, el grafeno se erige como el material mas
resistente que se ha medido hasta la fecha, una lamina de grafeno de un atomo
de espesor es unas doscientas veces mas resistente que el acero y es cinco

veces mas ligero que el aluminio (Chamoli et al., 2020).

El grafeno fue descubierto en 2004 por los fisicos Andre Geim y Konstantin
Novoselov en la Universidad de Manchester (Novoselov et al., 2004). Por
sus innovadoras investigaciones sobre el grafeno, Geim y Novoselov fueron
galardonados con el Premio Nobel de Fisica en 2010, consolidando al grafeno
como un material de gran interés para diversas aplicaciones cientificas y
tecnologicas. Aunque sus potenciales aplicaciones son variadas, ha sido en la
busqueda de alternativas energéticas renovables donde su uso ha ganado
particular relevancia, especialmente en sistemas de almacenamiento y
conversion de energia, asi como en la fabricacion de electrodos (Pang et al.,
2011). El grafeno presenta propiedades sobresalientes que lo convierten en
un excelente material para electrodos, incluyendo su alta conductividad,
amplia ventana de potencial, buena actividad electrocatalitica en reacciones
redox, una estructura de carbono cristalina con dominio sp?/sp’, ademas de
una gran area de superficie tedrica que favorece las reacciones quimicas en

su superficie (Chen et al., 2010).
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Como se ha mencionado, la eleccion de los electrodos es un factor crucial
para la eficiencia los SBEs, destacando el grafeno como una de las
alternativas preferidas en la ultima década (ElIMekawy et al., 2017; Naina et
al., 2022). Algunas de las cualidades que le han otorgado esta privilegiada
posicion son: alta biocompatibilidad en comparacion a los electrodos
metalicos, facilitacion de la transferencia de electrones, aumento de la
distribucion de sitios activos y aumento de la expresion de proteinas
relacionadas con el transporte de electrones (Huang et al., 2011). A pesar de
las numerosas ventajas competitivas del grafeno, su aplicacion a gran escala
ha sido limitada por su elevado costo de produccion. En este contexto, han
surgido dos alternativas mas econdmicas con propiedades similares: el
grafeno oxidado (GO) y el grafeno oxidado reducido (rGO). En los tltimos
afnos, numerosos estudios han propuesto el uso de anodos de GO y rGO para
mejorar el rendimiento de los SBEs de manera rentable Naina et al., 2022;

Pareek et al., 2019; Starowicz et al., 2023).
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1.6.1 Grafeno oxidado (GO)

El 6xido de grafeno (GO), o grafeno oxidado, es un importante derivado del
grafeno que se obtiene a través de la oxidacion quimica del grafito y destaca
por un costo de produccion significativamente menor al del grafeno pristino.
Aunque mantiene una estructura similar a la del grafeno, el GO se diferencia

por contener grupos funcionales que se incorporan durante su produccion.

Desde su descubrimiento, la estructura quimica del GO ha sido ampliamente
estudiada. El modelo estructural mas aceptado, inicialmente propuesto por
Lerf y Klinowski, ha sido posteriormente refinado por diversos
investigadores, incluyendo a Siklitskaya y colaboradores (2021).
Generalmente, una ldmina de GO estd compuesta por una red bidimensional
de anillos hexagonales de carbono, presentando tanto regiones conjugadas
como oxidadas, donde los grupos funcionales oxigenados se unen
covalentemente a los &tomos de carbono. Las regiones conjugadas son zonas
donde la red de carbono permanece intacta, mientras que las regiones
oxidadas contienen numerosos grupos funcionales unidos covalentemente a
los atomos de carbono. En el plano basal, los grupos hidroxilo y epoxi

aumentan el contenido de oxigeno, mientras que los grupos carboxilo, lactona
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y carbonilo se localizan en los bordes (Zhou et al., 2022). Otros grupos,
resultantes de reacciones secundarias durante la oxidacion, también estan
presentes. La presencia de grupos funcionales de oxigeno confiere al GO una
variedad de propiedades fisicoquimicas interesantes, incluyendo
caracteristicas electronicas, Opticas, térmicas, mecéanicas y electroquimicas,
ademas de su reactividad quimica. Estos grupos funcionales también
funcionan como eficientes puntos de anclaje para la inmovilizacion de
diversas especies electroactivas, posibilitando la modificacién quimica o
funcionalizacion del GO, haciendo posible ajustar sus propiedades
fisicoquimicas mediante métodos quimicos, térmicos o electroquimicos
(Ahmed et al., 2023; Tian et al., 2021). Una de las modificaciones del GO
implica emplear sus grupos oxigenados como centros activos para la
nucleacioén de nanoparticulas de materiales inorgdnicos. Esta técnica resulta
especialmente util en la fabricacion de electrodos, tanto anodos como

catodos, en SBEs (Benito-Santiago et al., 2023).

Gracias a sus propiedades, el GO es un material sumamente versatil, con
aplicaciones en la fabricacion de sensores, electrodos y supercapacitores, asi
como en la purificacién de agua. Ademas, se utiliza en plataformas para la

liberacién controlada de fArmacos y como material base para la produccion
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de compuestos avanzados (Anegbe et al., 2024; Daniyal et al., 2020; Down
et al., 2018; Tian et al., 2021). Cabe destacar que GO puede utilizarse tanto
como material anddico como catodico. Por otro lado, el GO exhibe un efecto
sinérgico al combinarse con otros materiales conductores, como compuestos
carbonosos, 0xidos, nitruros o sulfuros de metales de transicion, y polimeros
conductores. Esta sinergia genera beneficios en los electrodos, que incluyen
una mayor area superficial, la creacion de sitios de anclaje para la formacion
de electrodos compuestos de tamafio nanométrico y la inhibicion de la
agregaciéon de materiales activos durante el ciclo de carga y descarga.
Ademéds, los grupos funcionales hidrofilos confieren al GO una alta

conductividad i6nica (Tian et al., 2021).

1.6.2 Grafeno oxidado reducido (rGO)

El 6xido de grafeno reducido (rGO) es una forma de grafeno que se obtiene
mediante la reduccion del GO. Esta reduccion puede llevarse a cabo de varias
maneras, incluyendo el recocido térmico, la reduccidn quimica con
sustancias reductoras como la hidracina, el acido ascorbico o el hidrogeno, la

reduccion electroquimica y reduccion biologica (Utkan et al., 2023;
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Nanjundappa et al., 2023). Este proceso elimina parte de los grupos
oxigenados que estan presentes en el GO, lo que restaura en cierta medida las

propiedades eléctricas y mecanicas del grafeno pristino (Yaqoob et al., 2020).

El rGO es una forma menos costosa de obtener una molécula similar al
grafeno, aunque, debido a que el procedimiento de obtencidon no remueve
totalmente grupos funcionales del grafeno oxidado, todavia tiene muchos
defectos quimicos y estructurales, lo que es un problema para algunas
aplicaciones, pero una ventaja para otras (Tkachev et al., 2012). Como
resultado, el rGO muestra una mayor conductividad eléctrica en comparacion
con su precursor oxigenado, lo que lo convierte en un material atractivo para
diversas aplicaciones, especialmente en el &mbito de la tecnologia energética
y los dispositivos electronicos. Ademas, el rGO conserva algunas
caracteristicas de funcionalizacion que le permiten ser utilizado en la
elaboracion de materiales compuestos, sensores, y electrodos en baterias y

supercapacitores.

En resumen, una distincion importante entre el GO y el rGO es la
concentracion de grupos funcionales de oxigeno. La estructura quimica de

ambos materiales se muestra en la Figura 5. E1 GO es hidrofilico debido a la
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presencia de estos grupos funcionales en su superficie. Por otro lado, el rGO
presenta una naturaleza parcialmente hidrofilica, dado que la reduccion
completa es dificil de alcanzar. Estas diferencias estructurales y quimicas
entre GO y rGO tienen implicancias directas en su interaccion con las

bacterias, en la formacion de biopeliculas y en la transferencia de electrones.

Transferencia de Electrones: La alta conductividad del rGO facilita la
transferencia directa de electrones desde las bacterias a los electrodos (Pareek
et al., 2019). Por otro lado, la menor conductividad del GO, junto con la
presencia de grupos funcionales oxigenados que actiian como sitios de union
o bloqueo, puede afectar la eficiencia de la transferencia directa de electrones
segun varios autores (Boopathi et al., 2014; Kaplan et al., 2017). Sin
embargo, en un estudio de Zuo et al. (2009) se determino6 que el GO facilitaba
la transferencia de electrones de metaloproteinas, particularmente de
citocromo c, al electrodo de manera eficiente sin comprometer la integridad

estructural o la actividad bioldgica de la proteina.

Formacion de Biopeliculas: La hidrofobicidad/hidrofilia de cada material
influye en la adhesion bacteriana. Algunos estudios sugieren que la hidrofilia

del GO promueve una mayor adhesion y formacidn de biopeliculas debido a
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las interacciones con los grupos funcionales (Huang et al., 2011; Jaworski et
al., 2021; Charles, 2022). Sin embargo, la interaccion del rGO con las
bacterias puede ser mas compleja, con estudios que indican tanto un efecto
inhibidor como promotor de la formacion de biopeliculas, dependiendo de
factores como la concentracién del material y las caracteristicas de la cepa
bacteriana (Guo et al., 2017; Mokkapati et al., 2018). La biocompatibilidad,
en términos de la toxicidad y el efecto en la viabilidad bacteriana, también
varia entre el GO y el rGO, influyendo en el desarrollo y actividad de la

biopelicula (Mokkapati et al., 2018).

Finalmente, tanto el GO como el rGO presentan caracteristicas atractivas
para su aplicacion en SBEs; sin embargo, sus propiedades varian
significativamente, afectando la formacion y actividad de las biopeliculas.
La eleccion del material ideal dependerd de un equilibrio entre
conductividad, biocompatibilidad y eficiencia en la transferencia de
electrones. La comprension de estas diferencias y su influencia en la
formacion de biopeliculas es crucial para el disefio de electrodos eficientes
en SBEs. No obstante, la actividad antibacteriana de GO y rGO es objeto de
controversia en la literatura, probablemente debido a la variabilidad de los

métodos experimentales. Este estudio comparativo, que emplea electrodos
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de GO y rGO con cultivos puros de S. oneidensis, busca contribuir a
esclarecer estos aspectos, analizando la formacion de biopeliculas

electroactivas sobre ambos electrodos.

@ Carbono

@®Epoxi
Carbonilo
Hidroxilo

Carbaxile Grafeno RGO

Figura 5. Representacion esquematica de la estructura quimica del
grafeno, oxido de grafeno (GO) y oxido de grafeno reducido

(rGO). Figura modificada de Ahmed et al., 2023.
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1.7 Shewanella oneidensis MR-1

Si bien los cultivos mixtos son los preferidos al momento de proyectar
aplicaciones practicas de los SBE, debido a su mayor rendimiento y facilidad
de operacion, varios autores sugieren que los cultivos puros son mas
adecuados para las investigaciones sobre los mecanismos de transferencia de
electrones y el rendimiento bio-electroquimico, antes que los mixtos (Cao et
al., 2019; Cereda et al., 2014; Yasri et al., 2019). Esto se debe a que los
cultivos mixtos se asocian a una mayor variabilidad en las respuestas
experimentales y a la presencia de respuestas menos consistentes, lo que
podria dificultar la interpretacion de los resultados y la identificacién de
mecanismos especificos y confiables (Cao et al., 2019). Uno de los
microrganismos electrogénicos mas usados y estudiados es Shewanella
oneidensis debido a su facilidad de cultivo y buen desempeifio en los SBE
(Fredrickson et al., 2008), particularmente la cepa S. oneidensis MR-1 ha sido
sefialada como el mejor modelo para estudiar procesos de transferencia de

electrones (Dundas et al., 2018).

S. oneidensis es una bacteria bacilar Gram negativa, anaerobia facultativa de
la clase Gammaproteobacteria. Esta bacteria tiene la capacidad de utilizar un

amplio rango de aceptores terminales de electrones, tanto organicos como
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inorganicos, solubles como insolubles. Pertenece al tipo de microorganismos
conocidos como “reductores de metales desasimilatorios”, debido a su
habilidad para acoplar la reduccidon de metales a su metabolismo, utilizando
metales como aceptor terminal de electrones, comunmente hierro (III) y
manganeso (IV), los cuales son reducidos a hierro (II) y manganeso (II)
(Fredrickson et al., 2008). El especial interés que ha surgido en torno a esta
bacteria se relaciona principalmente a su comportamiento en ambientes
contaminados en condiciones anaerobicas, donde es capaz de reducir 6xidos
de metales pesados como magnetita y hematita, ademds de otros
contaminantes como sulfatos, nitratos, arseniatos y cromatos (Ikeda et al.,
2021). Esta capacidad se debe a la presencia de varias enzimas reductasas y
vias de transporte de electrones, las que le permiten sobrevivir en diversas
condiciones ambientales. Algunos de los aceptores terminales utilizados por
S. oneidensis, como los 6xidos metalicos, son insolubles, por lo que estas
bacterias han desarrollado mecanismos de transporte de electrones
especializados, denominados ‘“mecanismos de transporte extracelular de
electrones”, siendo estos mecanismos los que le permiten transferir
electrones hacia y desde los electrodos (Ikeda et al., 2021). Esta bacteria ha
servido como modelo para el estudio de los procesos electrogénicos y su uso
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en los SBEs se encuentra ampliamente documentado, reconociéndose en S.
oneidensis dos mecanismos mediante los cuales es capaz de transferir
electrones hacia el electrodo: transferencia directa e indirecta de electrones

(Jiang et al., 2010).

En el mecanismo directo S. oneidensis utiliza proteinas llamadas citocromos
multiheme (citocromos-c). Los citocromos permiten conducir los electrones
desde el interior de la célula hasta el aceptor externo (Brutinel & Gralnick,
2012), y se encuentran tanto en la superficie de la bacteria como en la
superficie de apéndices denominados "nanocables™, los que posibilitan el
contacto directo con el electrodo y transferir electrones (Pirbadian et al.,
2014). En mecanismo de transferencia indirecta la produccion y acumulacion
de flavinas es el principal mecanismo de transferencia de electrones (Kotloski
& Gralnick, 2013). S. oneidensis es capaz de producir mediadores solubles
como riboflavina (B2) y flavin mononucle6tido (FMN), que son reducidos
por la bacteria y luego oxidados al ceder los electrones al aceptor externo,
permitiendo ceder electrones sin necesidad de contacto directo con el aceptor

final (Canstein et al., 2008; Marsili et al., 2008).
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Las aplicaciones biotecnolodgicas de S. oneidensis incluyen bioremediacion,
biorecupacion de metales y generacion de bioenergia. En estos procesos,
particularmente en los SBEs, es determinante la adhesion de las células
bacterianas en soportes en donde crecen y forman agregados de células y
matriz extracelular, o biopeliculas (Hau & Gralnick, 2007). Por este motivo,
se ha estudiado el efecto de diferentes parametros sobre la formacion de estas
biopeliculas (Muffler et al., 2014). En Shewanella spp. se ha estudiado la
relacion de sus biopeliculas con algunos parametros clave de los SBEs, como
pH, la resistencia y el potencial aplicado (Babauta et al., 2011; Carmona-
Martinez et al., 2013; Liu et al., 2015). Sin embargo, el efecto de los
electrodos sobre el desarrollo y funcion de las biopeliculas permanece

escasamente estudiado (Lin et al., 2019).

Hasta el momento, los estudios en electrodos se han enfocado en estudiar la
acumulacién de biomasa microbiana en el electrodo, usualmente medida
como grosor de la biopelicula formada (Conners et al., 2022), lo que significa
una mayor concentracion de bacterias electrogénicas y, en teoria, mayor
traspaso de electrones hacia el anodo. Sin embargo, esto no siempre garantiza
una mayor eficiencia en la transferencia de electrones (Sun et al., 2016).

Estudios han demostrado que la cantidad y composicion de la matriz
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extracelular también interfiere con la eficiencia en la produccién de corriente,
debido a que una mayor concentracion de SPEs se relaciona con mayor
resistencia al paso de electrones entre los citocromos y el electrodo, por lo
que biopeliculas con una mayor cantidad de matriz tendrian un peor
desempeiio con respecto a las biopeliculas con menos cantidad de SPEs (Gao
et al., 2019; Kitayama et al., 2017). Finalmente, una mayor expresion de
proteinas también se relacionaria con una mayor produccion de corriente
eléctrica (M. Li et al., 2018; Min et al., 2017). De este modo, no solo la
cantidad de biopelicula acumulada en el electrodo incide en el desempeiio de
la celda, sino que otros parametros como la viabilidad, composicion de la
biopelicula, y fisiologia celular juegan también un rol esencial en la actividad
de BEA y, por lo tanto, en la eficiencia de estos sistemas. Sin embargo, la
mayoria de los estudios que relacionan los soportes con las biopeliculas solo
se han enfocado en cuantificar la cantidad de bacterias adheridas en diferentes
superficies abidticas (Bedel et al., 2015; Guilbaud et al., 2017), sin existir
hasta la fecha estudios que relacionen el tipo de biopelicula formada con las

superficies utilizadas y particularmente con las superficies de grafeno.

50



1.8 Voltamperometria ciclica

La voltamperometria ciclica (VC) es una técnica electroquimica comiinmente
utilizada para investigar los procesos de oxidacioén y reduccion de especies
moleculares. Las mediciones convencionales de VC se realizan en una celda
de tres electrodos, compuesta por un electrodo de trabajo, un contraelectrodo
y un electrodo de referencia. Durante un ensayo de VC el potencial del
electrodo de trabajo se incrementa linealmente con el tiempo hasta alcanzar
un valor predeterminado, una vez alcanzado este punto, el potencial se
invierte, disminuyendo en sentido contrario hasta regresar al potencial inicial.
La tasa de cambio de voltaje a lo largo del tiempo durante cada fase se
denomina velocidad de barrido del experimento y se expresa en voltios por
segundo (V/s). El potencial se mide entre el electrodo de trabajo y el
electrodo de referencia, mientras que la corriente se mide entre el electrodo
de trabajo y el contraelectrodo (Elgrishi et al., 2018; Wang et al., 2021). Esta
técnica permite medir la corriente generada por el potencial de barrido
aplicado a la muestra a través del electrodo de trabajo, el resultado se presenta
en lo que se denomina voltamperograma ciclico, un grafico que representa la
coriente generada ( i ) frente al voltaje aplicado ( E£'). Durante la exploracion

con VC el potencial de oxidacion creciente causa un aumento inicial en la
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corriente anodica hasta que los analitos oxidables se agotan; si el par redox
es reversible se hace una exploracidon inversa, donde el analito oxidado se
reduce nuevamente, produciendo una corriente catodica. El
voltamperograma ciclico ofrece informacion valiosa sobre las reacciones que
ocurren cerca de la superficie del electrodo y sobre la reactividad de las
especies activas, tanto electroquimica como quimicamente (Bard et al., 2022;

Yamada, 2022.).

La interaccion entre las biopeliculas y los electrodos puede influir
significativamente en las mediciones electroquimicas. Normalmente las
reacciones electroquimicas se desarrollan en la interfaz entre el electrodo y
la solucion, mientras que, en el caso de la formacion de una BEA sobre el
electrodo, las reacciones ocurren en la interfaz entre la biopelicula y la
superficie del electrodo (Harnisch & Freguia, 2012). La formacion de una
biopelicula sobre un electrodo puede alterar la resistencia de la transferencia
de electrones, lo que afecta la corriente registrada durante un ensayo de VC.
Esta técnica permite investigar de qué manera las interacciones dentro de las
biopeliculas impactan en las propiedades electroquimicas del sistema en su
conjunto. En biopeliculas, la VC se utiliza para cuantificar el potencial en el

cual los sitios redox activos en la biopelicula formada se oxidan o reducen
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(Babauta et al., 2012). Asi, la VC es una herramienta poderosa para el estudio
de las propiedades electroquimicas de sistemas biologicos complejos

(Harnisch & Freguia, 2012; Lopez Zavala et al., 2019).

2 PREGUNTA DE INVESTIGACION E HIPOTESIS

2.1 Pregunta de investigacion

(Como influye el tipo de material del electrodo (6xido de grafeno y 6xido de
grafeno reducido) en la viabilidad, composicion y actividad electrocatalitica

de las biopeliculas de Shewanella oneidensis MR-1?

2.2 Hipotesis

Las biopeliculas de Shewanella oneidensis MR-1 desarrolladas sobre
electrodos de 6xido de grafeno reducido (rGO) presentaran una mayor
viabilidad, proporcion de proteinas por carbohidratos y actividad
electrocatalitica en comparacion con aquellas desarrolladas sobre 6xido de

grafeno (GO).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar y comparar la viabilidad, composicion y actividad electrocatalitica
entre las biopeliculas de Shewanella oneidensis MR-1 desarrolladas sobre

electrodos de 6xido de grafeno (GO) y 6xido de grafeno reducido (rGO).

3.2 Objetivos especificos

1. Analizar la composicién de la biopelicula: Cuantificar las abundancias
relativas de los componentes de las sustancias poliméricas
extracelulares SPEs (proteinas, polisacaridos y ADN extracelular) en
las biopeliculas de S. oneidensis MR-1 desarrolladas sobre electrodos

de 6xido de grafeno (GO) y éxido de grafeno reducido (rGO).
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2. Determinar la viabilidad de la biopelicula: Cuantificar el porcentaje de
células viables de biopeliculas de S. oneidensis MR-1 desarrolladas
sobre electrodos de 6xido de grafeno (GO) y éxido de grafeno reducido
(rGO).

3. Evaluar el comportamiento redox de las biopeliculas de S. oneidensis
MR-1 desarrolladas sobre electrodos de GO y rGO mediante

voltamperometria ciclica.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

4.1.1 Microorganismos

La cepa de S. omeidensis MR-1 utilizada en este estudio se indica a
continuacidén, asi como los microorganismos utilizados como control

negativo para ensayos de PCR.
o Shewanella oneidensis ATCC® BAA1096TM
e Bacillus subtilus

e Ralstonia sp.

4.1.2 Medios de cultivo

Caldo de Lisogenia o caldo LB
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Medio utilizado para la activacion y crecimiento de Shewanella oneidensis

MR-1 en aerobiosis. En la tabla 1 se informa su composicion.

Tabla 1: Composicion de caldo LB

Compuesto Concentracion
Triptona 10 g/L

NacCl 10 g/L
Extracto de levadura 5S¢/l

Medio ATCC 1957

Medio utilizado para el crecimiento de Shewanella oneidensis MR-1 en
anaerobiosis, condicion en la que se realizaron los ensayos de composicion
de la biopelicula y de voltamperometria ciclica. El medio se prepard
inicialmente sin fuentes de carbono y sin aceptor final de electrones.
Posteriormente se afiadieron lactato de sodio y formiato de sodio como
fuentes de carbono y fumarato de sodio como aceptor final de electrones a

una concentracion de 20 mM. En la tabla 2 se informa su composicion. Como
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indicador de anaerobiosis se utilizO resazurina a una concentracion de

0.001%.

Tabla 2: Composicion medio ATCC 1957

Compuesto Concentracion
NH,4Cl 1,5 g/L
NaH,PO4 0,6 g/L
KCl 0,1 g/L
NaHCOs3 2,5 g/L

Solucion de vitaminas de Wolfe 10 (mL/L)

Solucion de minerales de Wolfe | 10 (mL/L)

modificada

La solucién de vitaminas se agregd al medio después de su esterilizacion,
mediante filtracion. Asimismo, el fumarato de sodio fue afiadido a partir de
una solucion madre esterilizada por filtracion y purgada con nitrégeno antes
de la inoculaci6n, alcanzando una concentracion final de 20 mM. Las fuentes
de carbono, como el lactato de sodio y el formiato de sodio, también se

incorporaron desde una solucion madre previamente esterilizada, a una
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concentraciéon final de 20 mM. La composicion de las soluciones de

vitaminas de Wolfe se presenta a continuacién en la 3.

Tabla 3: Composicion de la solucion de vitaminas de Wolfe

Compuesto Concentracion
Biotina 2,0 mg/L
Acido folico 2,0 mg/L
Clorhidrato de piridoxina 10,0 mg/L
Tiamina 5,0 mg/L
Riboflavina 5,0 mg/L
Niacina 5,0 mg/L
D-pantotenato de calcio 5,0 mg/L
Vitamina B-12 0,1 mg/L
Acido 4-aminobenzoico 5,0 mg/L
Acido tioctico 5,0 mg/L

Para preparar la solucion de minerales de Wolfe, se agregd acido
nitrilotriacético a aproximadamente 500 mL de agua, ajustando el pH a 6.5
con KOH para lograr la disolucion del compuesto. A continuacion, se
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completd el volumen a 1.0 L con el agua restante y se afiadieron los demas
compuestos uno a uno. La solucion de minerales de Wolfe (tabla 4) fue usada
como base para la solucién de minerales de Wolfe modificada (tabla 5). Esta

solucion fue esterilizada por medio de filtracion.

Tabla 4: Composicion de la solucion de minerales de Wolfe

Compuesto Concentracion
Acido nitrilotriacético 1,5 g/L
MgSO4 x 7TH,0 3,0 g/L
MnSO, x H,O 0,5 g/L
NaCl 1,0 g/L
FeSO4x 7H,O 0,1 g/L
CoClyx 6H,O 0,1 g/L
CaCl, 0,1 g/L
ZnSO4 x TH,0 0,1 g/L
CuSOs4 x SH,O 0,01 g/L
AIK (SO4); x 12H,0 0,01 g/L
H;BOs 0,01 g/L
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Na;MoO; x 2H,0 0,01 g/L

Tabla 5: Composicion de la solucion de minerales de Wolfe modificada

Compuesto Concentracion
Na,SeOs 10,0 mg/L
NiCl, x 6H,O 10,0 mg/L
NaWO, x 2H,0 10,0 mg/L
Solucion de minerales de Wolfe 1,0 L/L

Otros medio de cultivo

e Agar tripticasa (Difco) para evaluacioén de posible contaminacion.

e Agarde Lisogenia o LB (Difco) para la visualizacion de colonias de S.

oneidensis MR-1.

4.1.3 Soluciones

Tampon fosfato salino (PBS)
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La composicion del tampon fosfato salino (PBS) se presenta en la tabla 6.

Tabla 6: Composicion del tampon fosfato salino (PBS)

Compuesto Concentracion
NacCl 8,06 g/L

KCl 0,22 g/L.
Na,HPO4 1,44 g/LL
KH,POy4 0,24 g/L

Stock de glicerol

La composicion del stock de glicerol se presenta en la tabla 7.

Tabla 7: Composicion del stock de glicerol

Compuesto Composicion

Glicerol 70 mL
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Agua 30 mL

4.1.4 Reactivos y kit

o Kit LIVE/DEAD BacLight (Invitrogen)

e Kit DNeasy® UltraClean® Microbial Kit (QIAGEN)

e Reactivo de fenol Folin-Ciocalteu (Merck)

e Quant-iITTM dsDNA (Invitrogen)

e Resazurina

4.1.5 Electrodos y soportes

e Electrodo de carbono modificado con 6xido de grafeno 110GPHOX

(Dropsens)

e Electrodo de carbono modificado con oxido de grafeno reducido

110RGPHOX (Dropsens)

e Biofilm chip HDPE

e Electrodo de referencia Ag/AgCl

e Contraelectrodo de alambre de platino
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4.1.6 Equipos

e (Camara clectroforesis Power Pac 200 (Biorad)

e Termociclador Thermal Cycler 2.0 (Roche Systems)

e Microscopio Epifluorescencia BX51 (Olympus)

e (Camara de flujo PCR Workstation AC632 Series (Airclean System)

e Termobaio regulado SB3200D (InterBio Lab)

e Medidor de pH PHS 25 CW (Hilab InnovationSystems)

e Incubadora termoregulable Biochemestry Incubator BJPX-B450

(Biobase)

e Lector de placas Tecan infinite F200 Pro

e Espectrofotometro UV-VIS Bel UV-M51

e Qubit 3.0 fluorimeter Thermo Fischer Scientific

e Potenciostato BP-300 (BioLogic)

e (Camara de Bioseguridad Nivel Il ESCO AC2-451 (ESCO)
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Congelador -80°C MDF-U6086S Ultra Low Freezer (Sanyo)

Balanza analitica AS 220/C/2 (Radwad Wagi Elektroniczne)

Incubadora en agitacion termoregulable HandyLab N- 205 (N-biotek)

Agitador magnético termorregulable Arex (VELP)

Bafio seco Thermo Block BELL (VELP)

Mini spin Ezee (Scilogex)

Termobafio regulado SB3200D (InterBio Lab)
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4.2 METODOS

Inicialmente, se formaron biopeliculas de S. oneidensis MR-1 ATCC® BAA-
1096™ sobre soportes de 6xido de grafeno (GO) y 6xido de grafeno reducido
(rGO). Posteriormente, se realizaron ensayos sobre estas biopeliculas. Los
ensayos incluyeron la determinacion de la viabilidad celular y la
cuantificacion de componentes del exopolisacarido, como proteinas, ADNe
y carbohidratos del material extracelular de la biopelicula. Ademas, se
llevaron a cabo ensayos de voltamperometria ciclica (VC) en los electrodos

colonizados.
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Recuento de células viables y
no viables por BacLight Voltamperometria ciclica

b A.

48 h, 15 dias. Electrodo colonizado Potencidstato BP300
(BioLogic)
L3 x

Cultivo anaerébico en medio ATCC 1957
'P /" "'i ! |
. o

Cuantificacion de proteinas
por método de Bradford

GO rGO Kit Quanti Medicion de fluorescencia

o . DSDNATIS  con Qubit 3.0 fluorimeter
Curva de calibracion 30 C’ 15 dlaS Thermo Tischer Scientific

con albimina de sucro. '

Cuantificacion de carbohidratos
por método de acido
fenol-sulfiirico

Curva de calibracion
con glucosa

Figura 6. Esquema general de 1a metodologia.
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4.2.1 Cultivo de cepas

4.2.1.1 Activacion de cepas

Previo a cada experimento, se prepar6 un inoculo como pre-cultivo
incubando la cepa directamente desde cepario a -80°C en caldo de Lisogenia
(LB) por una noche a 30°C en agitacion. Posteriormente, este cultivo fue
utilizado para inocular un cultivo fresco (1:100 v/v) el cual fue incubado a
30°C en agitacion hasta alcanzar la fase exponencial (7 h). Este indculo fue
utilizado en todos los procedimientos descritos de acd en adelante, a

excepcion de que se indique lo contrario.

4.2.1.2 Preparacion de medios de cultivo

Los medios de cultivo se prepararon de acuerdo con la composicion descrita
para cada uno de ellos, para luego ser esterilizados en autoclave a 121°C por

15 minutos y ser almacenados a temperatura ambiente.
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4.2.2 Confirmacion de la identidad de la cepa

La verificacion de la presencia de las cepas utilizadas se realizé mediante
tincion de Gram y posterior visualizacion al microscopio. Sembrado en placa
de agar de Lisogenia (LB) y realizacion de un PCR punto final con partidores

especificos.

4.2.2.1 Deteccion de la cepa por PCR

La extraccion de ADN se realizé mediante el kit DNeasy® UltraClean®
Microbial Kit (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la
realizacion de la PCR se utilizé como control positivo S. oneidensis MR-1 y

como control negativo Bacillus subtilus y Ralstonia sp.

Para cada ensayo, se agregd 19 pul. de Master Mix y 1 ulL del ADN de la
muestra para obtener un volumen final de 20 pL de mezcla de PCR. El Master
Mix se prepar6 agregando 4 uL de buffer;1 uL de partidor F; 1 uL de partidor
R; 1,2 uL de MgCl,; 0,4 uL. de DNTPs; 0,1 pL de enzima GoTagq; 11,3 de
H,O para PCR). Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 94°C/3 min, temperatura de desnaturalizacion

94°C/30 s, temperatura de hibridacion de 62-57°C/30s y extension a
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72°C/40s. Se realizaron treinta ciclos para cada reaccion de PCR utilizando
un termociclador Termociclador BioRad T100. La amplificacion del gen se
confirmd por medio de la visualizacion en un gel de agarosa al 1,8% a 200 V
durante 30 min, los geles se visualizaron bajo luz ultravioleta utilizando un

sistema transiluminador de documentacion de imagen de gel UVITEC.

Tabla 8: Partidores utilizados para la identificacion de Shewanella sp.

Gen Secuencia Tm (°C) | Amplico | Referen
n (pb) cia
168 5’ TCAAGTCATCATGGCCCTTAC 3’ 62°C 106 (Qiu et
rRNA 5" TACGACGAGCTTTGTGAGATTAG al.,
3’ 62°C 2015)
gyrB 5’GCTTGATTGAAGTCGGTGGT 3° 58°C 100 (Schickl
5’CGTTTCGCTTCAGAAATGGT 3’ berger
56°C et al,
2010)
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4.2.3 Identificacion de contaminacion

Luego de la esterilizacion de los soportes, la presencia de contaminacion por
medio del sembrado desde la superficie del material a una placa con agar
tripticasa, estas se incubaron durante 2 dias en condiciones de aerofilia a
30°C. En caso de reportarse contaminacion, se repitio el ensayo en el que el

material involucrado hubiese sido utilizado.

424 Curva de crecimiento de Shewanella oneidensis en medio

anaerobio

Se llevé a cabo una curva de crecimiento planctonico de Shewanella
oneidensis ATCC® BAA-1096™ en un medio de cultivo anaerobio durante
15 dias. Para ello, se utilizo un frasco de 200 mL con medio anaerobio, que
fue inoculado con S. oneidensis a partir de una colonia aislada. EI medio fue
burbujeado con N2 gaseoso para crear un entorno anaerobio. La incubacion
se realizd a 30 °C durante 15 dias y se realizaron recambios de medio de
forma periddida. Se tomaron muestras al tiempo inicial (to) y en los dias
consecutivos a aproximadamente la misma hora. Las mediciones de

viabilidad celular se realizaron segun lo descrito en la seccion 4.2.6.1, y los
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resultados se graficaron como células viables y no viables en funcién del

tiempo de incubacion.

4.2.5 Ensayo de formacion de biopelicula sobre los diferentes soportes

Para los ensayos de formacion de biopelicula se utilizaron frascos de 500 mL
estériles con medio anaerobio ATCC 1957. En el caso de GO y rGO se
introdujeron 15 soportes. Se montaron un total de 3 ensayos para cada uno
de los materiales de estudio. Se burbuje6 N, gaseoso para crear un ambiente
anaerobio y fueron incubados a 30°C por 12 dias. Se realizaron recambios de
medio cada dos dias y se volvio a burbujear N, gaseoso para crear un
ambiente anaerobio. El dia 12, la biopelicula se extrajo cuidadosamente de
los electrodos de GO y rGO utilizando una pipeta Pasteur en un ambiente
estéril. Luego, las muestras se colocaron en tubos Falcon para realizar las
mediciones. Este procedimiento se repitid en tres ocasiones para los
electrodos de GO y rGO para asegurar la obtencion de suficiente biomasa

para realizar los ensayos.
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4.2.6 Ensayos de viabilidad

4.2.6.1 Recuento BacLight

Para los ensayos de viabilidad se utiliz6 el kit Live/Dead BacLight™
(Invitrogen) que permite diferenciar las células viables de las no viables en
funcion de la integridad de su membrana. La solucién BacLight se preparo
afnadiendo partes iguales de los colorantes Syto 9 y yoduro de propidio en 5
mL de agua purificada estéril. Se tom6 1 mL de cultivo de aproximadamente
20 horas de antigiiedad y se centrifugd durante 5 minutos a 5000 rpm en la
minicentrifuga Eppendorf MiniSpin. El pellet obtenido se lavd con PBS y se
realizaron tres diluciones seriadas (107!, 102, 10®) en PBS. Luego, se
afnadieron 100 uL de cada muestra a tubos eppendorf a los que también se le
anadieron 100 puL de la solucion BacLight previamente preparada y se
dejaron reposar durante 15 minutos, a temperatura ambiente, en oscuridad.
Transcurrido los 15 minutos, la solucidon de suspension celular se montd en
un filtro de policarbonato con la ayuda de una bomba de vacio. Este filtro se
montd rapidamente en un portaobjetivo, y se sellé con un cubreobjetos. Las
muestras obtenidas fueron observadas mediante un microscopio de

fluorescencia Olympus B51 con un aumento de 100X con los filtros FITC
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para las cé€lulas vivas, y el filtro PI para células muertas. Se utilizé como
control negativo la misma cepa sometida a shock térmico. Para el recuento,
solo se consider6d la dilucion cuyo conteo de células por campo visual
estuviese en el rango de las 30-300 células. Todas las mediciones se

realizaron en triplicado.

4.2.6.2 Realizacion de curva de calibracion BacLight

Para la curva de calibracion se tom6 como estandar una muestra con valores
conocidos de células viables y no viables medidos previamente en 4.2.2.1. A
partir de esta muestra se realizaron diluciones seriadas hasta el 1071, para
estas diluciones se consider6 como recuento celular la fraccion

correspondiente del recuento de la muestra estandar.

Se tomaron 100 uLL de cada una de las diluciones obtenidas previamente y se
anadieron a tubos Eppendorf a los que luego se le afiadieron 100 uL de la
solucion BacLight preparada previamente, se incubaron durante 15 minutos
en oscuridad a temperatura ambiente. Pasado los 15 minutos, la fluorescencia
de las muestras fue leida mediante un lector de microplaca Tecan infinite

F200 Pro utilizando los filtros de excitacién/emision a 485/535 nm y 485/635
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nm para Syto9 y ioduro de propidio respectivamente. A partir de los datos
obtenidos se realizd una curva de calibracion graficando fluorescencia

relativa frente a concentracion de células viables y no viables.

4.2.6.3 Medicion de viabilidad celular de la biopelicula

Para la medicion de la viabilidad celular en los soportes, las células fueron
obtenidas mediante remocion de la biopelicula con la ayuda de una pipeta
Pasteur para los soportes de GO y rGO. Las muestras obtenidas fueron
diluidas en 1 mL de PBS y se realizaron 3 diluciones seriadas (107!, 102, 10
3) en PBS. Luego se tomd 100 pL de cada muestra y se realizaron mediciones
de fluorescencia segiin lo indicado en 4.2.6.1. Los datos de fluorescencia
obtenidos fueron comparados con los de la curva de calibracion para obtener
la concentracidén de la muestra. Finalmente, se realizaron las conversiones
necesarias para expresar el resultado en células viables y no viables por cm?

de soporte.

75



4.2.7 Extraccion del EPS

La extraccion del EPS se realizo mediante dos protocolos: extraccion quimica
con el método de Formamida e hidroxido de sodio (4.2.7.1) y extraccion
fisica con el método de calentamiento (4.2.7.2). Previo a cada extraccion del
EPS se extrajo la biopelicula de los soportes por medio de una pipeta Pasteur

para los soportes de GO y rGO.

4.2.7.1 Extraccion de EPS por método de formamida e hidroxido de
sodio
Se afiadi6 0,3 mL de formamida por mL de solucion, se agitd la solucion
suavemente a mano y se dejo repostar en refrigeracion durante 1 h.
Posteriormente, se afiadieron 20 mL de NaOH 1 M, se agité suavemente, y
se dejo reposar durante 3 h en refrigeracion. La solucion obtenida se transfirid
a tubos Falcon de 50 mL para su centrifugacion. Estos tubos se centrifugaron
a 4000 x g a 4°C durante 20 minutos. Finalmente, se descart6 el pellet y
recolecto el sobrenadante en nuevos tubos. La solucion final fue filtrada por
filtros de 0,22 uM. La solucion de EPS obtenida fue almacenada a -20°C para

posteriores mediciones.
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4.2.7.2 Extraccion de EPS por método de calentamiento

Las muestras fueron incubadas a 60°C durante 30 minutos. Posteriormente,
se centrifugaron a 20.000 x g por 20 minutos a 4°C en tres ocasiones,
descartando el pellet. Finalmente, el sobrenadante fue filtrado usando filtros
de 0,22 uM. La solucion de EPS obtenida fue almacenada a -20°C para

posteriores mediciones.

4.2.8 Cuantificacion de proteinas

4.2.8.1 Curva de calibracion

Para la cuantificacion de proteinas se realiz0 primeramente curvas de
calibracion con muestras de concentracion conocida de albimina de suero
bovino como patron. Para esto, se realizO primeramente un stock de dos
estandares de BSA en agua con concentracion de 100 mg/mL y 10 mg/mL, a
partir de los cuales se prepararon diluciones de 20, 40, 60, 80 mg/mL y
diluciones de 2, 4, 6, 8 mg/mL. Las muestras se agitaron durante 1 hora antes
de la medicion. Las curvas de calibracion se realizaron mediante el protocolo
detallado en 4.2.5.5.2. A partir de los valores de absorbancia obtenidos se
realizaron curvas para los cuales se determind el rango lineal que permitid

cuantificar la concentracion de proteinas de las muestras problema.
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4.2.8.2 Cuantificacion de proteinas por método de Lowry

La cuantificacion de proteinas se realizé segiin el método de Lowry (Chen et
al., 2024; Lowry et al., 1951). Las muestras estdndar y muestras problema
fueron agitadas 1h previo a comenzar los ensayos. Posteriormente, se tomo
0,5 mL de cada muestra y se afiadid a un tubo de 10 mL, a los cuales se le
afiadio también 0,7 mL de la solucion de Lowry preparada en 3.1.6.8. Estos
tubos se vortexearon suavemente para luego incubarlos por 20 minutos a
temperatura ambiente. Antes de terminar el tiempo de incubacion se prepard
el reactivo de Folin segin lo indicado en 3.1.6.9, y, al finalizar el tiempo de
incubacion se agrego 0,1 mL de este reactivo a cada tubo. Las muestras se
vortexearon suavemente y se incubaron una vez mas, por 30 minutos, a
temperatura ambiente en oscuridad. Transcurrido el tiempo de incubacion, se
vortexearon suavemente y se transfirieron a las cubetas para la medicion en

espectrofotometro. Se usé agua destilada como blanco.

Se prepararon curvas de calibracién midiendo la absorbancia de las muestras
de 0-100 mg/mL a 750 nm, y las muestras de 0-20mg/mL a 550 nm usando

un espectrofotometro UV-VIS Bel UV-MS51. La concentracion de proteinas
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de las muestras de EPS fue calculada interpolando los resultados de
absorbancia obtenidos para cada una de las muestras con la zona lineal de las
curvas de calibracion previamente construidas. Se realizaron los calculos

necesarios para expresar la concentracion de proteinas en mg/ (g de célula).

4.2.9 Cuantificacion de carbohidratos

4.2.9.1 Curva de calibracion

Para la determinacion de azlcares totales primero se procedio a preparar la
curva de calibracion usando glucosa como patrén. Se prepararon soluciones
de glucosa de concentraciones desde 0.01 a 1 mg/mL. Las curvas de
calibracion se realizaron graficando las concentraciones de la muestra patron
versus la absorbancia obtenida mediante el protocolo detallado en 4.2.5.6.2.
A partir de estos resultados se determind el rango lineal que permitid

cuantificar la concentracion de carbohidratos de las muestras problema.
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4.2.9.2 Cuantificacion de carbohidratos por método de fenol-acido
sulfirico
La cuantificacion de carbohidratos se realizé segin el método de fenol-acido
sulfirico (Masuko et al., 2005; Yan et al., 2021). Se tom6 1 ml de cada
solucion estdndar y muestra problema y se le adiciond 1 ml de fenol al 5%
mas 5 ml de acido sulfarico concentrado. Se agitaron por 10 minutos y luego
se le coloco en un bano de agua a 30°C por 20 min. Finalmente, se procedio
a leer la absorbancia en un espectrofotometro UV-VIS Bel UV-M51 a 490
nm. Se uso agua destilada como blanco. La concentracion de carbohidratos
de las muestras de EPS fue calculada interpolando los resultados de
absorbancia obtenidos para cada una de las muestras con la zona lineal de las
curvas de calibracion previamente construidas. Se realizaron los célculos

necesarios para expresar la concentracion de proteinas en mg/ (g de célula).

4.2.10Cuantificacion de ADNe

Se prepard un master mix agregando el reactivo fluorométrico Quant-iTTM
dsDNA HS vy buffer de dilucion Quant-iTTM dsDNA HS buffer en

proporcion volumétrica 1:200, ambos componentes del Kit Quanti DSDNA
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HS (InvitrogenTM). Se agreg6 1 o 10 pL (dependiendo de la dilucion
escogida) de cada muestra y de cada estandar ADNA del Kit a un nuevo tubo
y se afiadié master mix hasta alcanzar un volumen final de 200 pL Las
muestras se vortexearon y se incubaron durante 2 min a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacion se procedio a calibrar el
equipo utilizando las muestras estindar ADNA. Una vez calibrado el equipo,
se procedio a realizar la medicion de fluorescencia utilizando Qubit 3.0
fluorimeter Thermo Fischer Scientific. El equipo entrega los datos de
concentraciéon de ADNe al compararlos con los datos de las muestras estandar
de concentracion conocida. Se realizaron los calculos necesarios para

expresar la concentracion de ADNe en mg/ (g de célula).

4.2.11 Voltamperometria ciclica

42111 Montaje del ensayo

Para el ensayo de voltamperometria ciclica, se prepararon viales nuevos de 5
mL. En cada vial, se introdujeron 4,8 mL de medio anaerobio que contenia

20 mM de lactato de sodio, 20 mM de formiato de sodio y 20 mM de fumarato
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de sodio. Se insert6 un electrodo sujeto a la tapa en cada vial y se inocul6 con
aproximadamente 0,1 mL de un cultivo de S. oneidensis del dia anterior. Se
burbujed CO: gaseoso para mantener un ambiente anaerobio hasta que el
indicador de anaerobiosis cambid de color. Los viales se incubaron durante
12 dias, realizando cambios de medio cada dos dias. Al inicio y al final del
ensayo, se llevaron a cabo recuentos celulares utilizando BacLight. Tras los
12 dias, los viales se almacenaron en una camara fria hasta la realizacion de

la medicion de voltamperometria ciclica.

4.2.11.2 Medicion de voltamperometria ciclica

Las mediciones electroquimicas se realizaron utilizando un potenciostato BP-
300 (BioLogic). Se utilizo6 una celda electroquimica con 3 electrodos,
alambre de platino como contra electrodo, Ag/AgCl como electrodo de

referencia y los electrodos de GO y rGO como electrodos de trabajo.

Las primeras mediciones se realizaron sobre los electrodos estériles en PBS
purgado previamente con N, gaseoso. Los parametros fueron E;: 0,500 V, Ex:
-0,800 V, velocidad de barrido 10 mV/s y las mediciones se realizaron en

triplicado. Los datos fueron analizados mediante el software EC-Lab.
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Las segundas mediciones se realizaron sobre los electrodos colonizados con
biopelicula primeramente en PBS, y posteriormente en PBS con lactato
20 mM. Los parametros fueron E;: 0,500 V, E,: -0,800 V, velocidad de barrido
10 mV/s y las mediciones se realizaron en triplicado. Los datos fueron
analizados mediante el software EC-Lab y procesados utilizando el software
OriginPro 2024B. En primer lugar, se aplic6 un suavizado de los datos
mediante un promedio adyacente con una ventana de 3 puntos para reducir el
ruido. Posteriormente, se procedio a la sustraccidn de la linea base utilizando
la segunda derivada, implementando el método de interpolacion B-spline.
Este enfoque permitid una correccion precisa de la sefial, mejorando la
resolucion de los picos electroquimicos y optimizando la interpretacion de

los resultados.

4.2.12 Analisis estadisticos

Los datos de las mediciones de proteinas, carbohidratos y ADN extracelular
fueron procesados utilizando el test T para determinar los valores de p y el
tamafio del efecto, lo que permitié evaluar las diferencias significativas entre

los grupos experimentales. Por otro lado, los datos de viabilidad celular al dia
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15, viabilidad a las 48 horas y la razén proteinas/carbohidratos también
fueron analizados mediante el test T, con el fin de identificar variaciones
significativas entre los diferentes tratamientos y condiciones. Para ambos
analisis estadisticos, se considerd un valor de p < 0.05 como indicativo de
significancia estadistica. Se eligio este test porque los conjuntos de datos
correspondian a variables cuantitativas continias obtenidas bajo condiciones
experimentales comparables, y los andlisis preliminares confirmaron que

seguian una distribucion normal con varianzas homogéneas (Ruxton, 2006).

4.2.13Eliminacion de muestras biolégicas

Las muestras biologicas utilizadas fueron eliminadas por medio de MATPEL,
de acuerdo con el protocolo de eliminacion de desperdicios biologicos de la

Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad de Concepcion.
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5 RESULTADOS

5.1 Confirmacion de la identidad de la cepa

Antes de cada ensayo, se verifico la identidad de la cepa utilizando tres
métodos: observacion macroscopica de las colonias en agar LB, tincion de
Gram y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En la figura 7 se pueden
observar colonias de una coloracion anaranjada tipica de Shewanella sp. Las
colonias son redondeadas, con bordes lisos, de tamafio medio y aspecto
brillante. La amplificacion de los genes 16S rRNA y gyrB, marcadores
especificos de S. oneidensis, se confirm6 mediante electroforesis en gel de
agarosa (Figura 8). Los productos de PCR tienen el tamafio esperado: 106 pb
para 165 rRNA y 100 pb para gyrB. Estos resultados confirmaron que la cepa

utilizada correspondia a S. oneidensis.

85



Figura 7. Colonias de la cepa Shewanella oneidensis TCC® BAA-1096™
en agar LB.

86



123435678910

Figura 8. Deteccion de los genes 16S rRNA y gyrB de S. oneidensis. Gel
de agarosa al 1,8% donde los carriles del 1 al 4 corresponden a PCR para el
gen /6S rRNA, y carriles del 6 al 9 corresponden a PCR para el gen gyrB.
Carriles 1, 2, 6 y 7: colonias anaranjadas de S. oneidensis. Carriles 3 y 8:
control negativo B. subtillus. Carriles 4 y 9: blanco, sin ADN. Carriles 5 y

10: marcador de peso molecular.
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5.2 Curva de crecimiento plantonico de Shewanella oneidensis MR-1 en

medio anaerobio

El crecimiento de S. oneidensis en medio anaerobio a 30 °C se analizo
mediante el recuento de células viables y no viables (figura 9). La figura 10
muestra la curva de crecimiento en medio anaerobio con fumarato como

aceptor terminal de electrones.

Figura 9. Visualizacion de células viables y no viables de Shewanella

oneidensis ATCC® BAA-1096"™ por microscopia de epifluorescencia
utilizando LIVE/DEAD® BacLight Bacterial Viability Kit. En verde se

visualizan células viables, y en rojo células no viables.
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Crecimiento de S. oneidensis MR-1 en medio anaerobio
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Figura 10. Grafica de crecimiento plantonico de Shewanella oneidensis
TCC® BAA-1096™ en medio anaerobio a 30° durante 90 horas.
Recuento de células viables (verde) y no viables (rojo) de cultivo anaerobio

de S. oneidensis a 30° C durante 90 horas.
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5.3 Determinacion de la viabilidad de las biopeliculas de Shewanella

oneidensis MR-1 sobre los soportes de GO y rGO

Se llevoé a cabo un cultivo anaerobio utilizando los diferentes soportes
durante un periodo de 15 dias, como se ilustra en la figura 11. Se determin6
el porcentaje de viabilidad celular de las biopeliculas desarrolladas sobre los
soportes GO y rGO. Las figuras 11 y 12 presentan los porcentajes de
viabilidad correspondientes a las 48 horas y al dia 15 de incubacion. A las 48
horas, se observo que la mayor viabilidad celular se registro en los soportes
de GO, con aproximadamente un 42%. En contraste, la menor viabilidad se
encontrd en los soportes de rGO, alcanzando aproximadamente un 24%. A
los 15 dias, se observo que la mayor viabilidad celular se registré en los

soportes de GO, con aproximadamente un 86%.
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Figura 11. Montaje del ensayo sobre biopeliculas para el analisis de
viabilidad, proteinas, carbohidratos y ADN extracelular. Esta figura
ilustra la configuracion experimental utilizada para evaluar las diversas

caracteristicas de las biopeliculas en los soportes GO y rGO.
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Figura 12. Viabilidad celular a las 48 h de las biopeliculas de S.
oneidensis MR-1en los soportes GO y rGO. Las barras azules representan
el promedio de los datos por categoria, mientras que las lineas verticales
representan la desviacion estandar de los datos. (*): Indica una p-valor menor
a 0.05, lo que sugiere que la diferencia observada es estadisticamente

significativa (determinado mediante el test T).
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Figura 13. Viabilidad celular a los 15 dias de las biopeliculas de S.
oneidensis MR-1 en los soportes GO y rGO. Las barras azules representan
el promedio de los datos por categoria, mientras que las lineas verticales
representan la desviacion estandar de los datos. (*): Indica una p-valor menor
a 0.05, lo que sugiere que la diferencia observada es estadisticamente

significativa (determinado mediante el test T).
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5.4 Determinacion de la concentracion de proteinas del EPS de
biopeliculas de Shewanella oneidensis MR-1 desarrolladas sobre

GO yrGO

Se cuantificaron las proteinas de las biopeliculas desarrolladas sobre
los soportes de GO y rGO, utilizando el método de Bradford. Para ello, se
realizd una curva de calibracion, que se presenta en la figura 14. Se obtuvo
una linealidad significativa, con un coeficiente de determinacion (R?) de 0,99.
A partir de esta curva, se interpolaron los resultados de absorbancia para
determinar la concentracion de proteinas en cada muestra, expresandola
finalmente en mg/g de biopelicula. Los resultados obtenidos se muestran en
la figura 15. Se registr6 una mayor concentracion de proteinas en las
biopeliculas desarrolladas sobre los soportes de rGO, con un valor de 14,89
+ 2,48 mg/g de biopelicula humeda, en comparacion con las biopeliculas
formadas sobre los soportes de GO, que presentaron una concentracion de

11,84 £ 1,71 mg/g de biopelicula himeda.
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Figura 14. Curva de calibracion para la cuantificacion de proteinas
utilizando el método de Bradford. La grafica muestra la relacion lineal
entre la concentracion de proteinas (mg/mL) y la absorbancia medida a 500
nm. Se obtuvo un coeficiente de determinacion (R?) de 0,99, indicando una
excelente linealidad en la respuesta. Esta curva se utilizo para interpolar las
concentraciones de proteinas en las biopeliculas desarrolladas sobre los

soportes de GO y rGO.
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Figura 15. Concentracion de proteinas en las biopeliculas desarrolladas
sobre los soportes de GO y rGO. Los valores se expresan en mg de
proteinas por gramo de peso humedo de biopelicula. Las barras azules
representan el promedio de los datos por categoria, mientras que las lineas

verticales representan la desviacion estandar de los datos.
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5.5 Determinacion de la concentracion de carbohidratos del EPS de
biopeliculas de Shewanella oneidensis MR-1 desarrolladas sobre

GO yrGO

Se cuantificaron los carbohidratos presentes en las biopeliculas
desarrolladas sobre los soportes de GO y rGO empleando el método de fenol
acido sulfurico. Para ello, se elabor6 una curva de calibracion que se muestra
en la figura 16, la cual present6 una linealidad notable, con un coeficiente de
determinacion (R?) de 0,99. A partir de esta curva, se interpolearon los datos
de absorbancia para determinar la concentracion de carbohidratos en cada
muestra, expresandola finalmente en mg de carbohidratos por gramo de
biopelicula. Los resultados obtenidos se ilustran en la figura 17. Se observo
una mayor concentracion de carbohidratos en las biopeliculas desarrolladas
sobre los soportes de GO, con un valor de 11,69 + 1,74 mg/g de biopelicula
hiimeda, en comparacion con las biopeliculas formadas sobre los soportes de
rGO, que mostraron una concentracion de 8,57 + 2,02 mg de carbohidratos

por gramo de biopelicula himeda.
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Curva de calibracion estandar de glucosa
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Figure 16. Curva de calibracion para la cuantificacion de carbohidratos
mediante el método de fenol acido sulfirico. La grafica muestra la relacion
lineal entre la concentracion de carbohidratos (mg/mL) y la absorbancia
medida a 490 nm. Se obtuvo un coeficiente de determinacion (R?) de 0,99,
indicando una excelente linealidad en la respuesta. Esta curva se utilizé para
interpolar las concentraciones de carbohidratos en las biopeliculas

desarrolladas sobre los soportes de GO y rGO.
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Figura 17. Concentracion de carbohidratos en las biopeliculas
desarrolladas sobre los soportes de GO y rGO. Los valores se expresan en
mg de carbohidratos por gramo de peso humedo de biopelicula. Las barras
azules representan el promedio de los datos por categoria, mientras que las

lineas verticales representan la desviacion estandar de los datos.
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5.6 Determinacion de la concentracion de la razon de proteinas versus
carbohidratos (P/C) del EPS de biopeliculas de Shewanella

oneidensis MR-1 desarrolladas sobre GO y rGO

Se determind la razon entre proteinas y carbohidratos de las diferentes
biopeliculas desarrolladas sobre los soportes de GO y rGO. Este analisis
permite evaluar la relacion entre ambos componentes en las biopeliculas, lo
cual es esencial para comprender mejor su composicion y potencial funcional
en aplicaciones biotecnoldgicas. Los resultados se muestran en la figura 18.
Se registr6 una mayor tasa de proteinas por carbohidratos (P/C) en las
biopeliculas desarrolladas sobre los soportes de GO, con un valor de 1,76 +
0,20 en comparacion con las biopeliculas formadas sobre los soportes de GO,

que presentaron una tasa de 1,27 = 0,85 g de proteina/g de carbohidrato.
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Figure 18. Razon de proteinas/carbohidratos (P/C) de las SPEs de las
biopeliculas desarrolladas sobre los soportes de GO y rGO. Las barras
azules representan el promedio de los datos por categoria, mientras que las
lineas verticales representan la desviacion estandar de los datos. (*): Indica
una p-valor menor a 0.05, lo que sugiere que la diferencia observada es

estadisticamente significativa (determinado mediante el test T).
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5.7 Determinacion de la concentracion de ADN extracelular (ADNe) del
EPS de biopeliculas de Shewanella oneidensis MR-1 desarrolladas

sobre GOy rGO

Se cuantificd el ADN extracelular del exopolisacarido obtenido a partir
de las biopeliculas desarrolladas sobre los soportes de GO y rGO. Los
resultados se expresaron en mg de ADN extracelular por gramo de peso
himedo de biopelicula y se presentan en la figura 19. Se registré una mayor
concentraciéon de ADNe en las biopeliculas desarrolladas sobre los soportes
de rGO, alcanzando un valor de 0,84 = 0,11 mg/g de biopelicula humeda, en
contraste con las biopeliculas formadas sobre los soportes de GO, que
presentaron una concentracion de 0,69 = 0,11 mg de ADNe por gramo de

biopelicula himeda.
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Figura 19. Concentracion de ADN extracelular del EPS obtenido de las
biopeliculas desarrolladas sobre los soportes de GO y rGO. Los
resultados se expresan en mg de ADN por gramo de peso humedo de
biopelicula. Las barras azules representan el promedio de los datos por
categoria, mientras que las lineas verticales representan la desviacion
estandar de los datos. (*): Indica una p-valor menor a 0.05, lo que sugiere que
la diferencia observada es estadisticamente significativa (determinado

mediante el test T).
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5.8 Analisis de voltamperometria ciclica (VC) sobre soportes de GO y

rGO colonizados con Shewanella oneidensis MR-1

Para los andlisis de voltamperometria ciclica se llevé a cabo un nuevo
ensayo en frascos de 5 mL en los que se insertd en cada uno soportes de GO
y 1GO durante 15 dias como se ilustra en la figura 20. Con base en este
ensayo, se extrajeron cuidadosamente los soportes a los 15 dias de incubacion
para llevar a cabo los ensayos de voltamperometria ciclica. Los resultados
del primer voltamograma obtenido a 10 mV/s para los soportes de GO
colonizados con Shewanella oneidensis MR-1 se presentan en la figura 21.
El anélisis de la primera derivada del voltamograma obtenido con GO revela
la existencia de un centro redox, con un pico de oxidacion alrededor de -0,298
V respecto a Ag/AgCl y un pico de reduccion aproximadamente a -0,439 V
respecto a Ag/AgCl. Ademas, se identifica un pico de oxidacion adicional
cerca de 0,401 V respecto a Ag/AgC. Por otro lado, durante el ensayo de
voltamperometria ciclica realizado sobre biopeliculas de rGO (figura 22), se
observo un pico anodico (pico de oxidacidn) localizado en -0,2 V en relacion
con Ag/AgCl, asi como un pico catoédico (pico de reduccidon) ubicado en -

0,38V respecto a Ag/AgCl.
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Figura 20. Montaje del ensayo sobre soportes para el analisis de
voltamperometria ciclica. En la imagen se muestran los soportes de rGO,
mientras que el ensayo con soportes de GO se llevdo a cabo de manera

analoga.
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Figura 21. Voltamograma ciclico para biopeliculas de Shewanella
oneidensis MR-1 sobre soportes de GO. Este voltamograma fue obtenido
en condiciones “recambio” utilizando lactato 20mM y usando una velocidad

de barrido de 10 mV/s.
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Figura 22. Voltamograma ciclico para biopeliculas de Shewanella
oneidensis MR-1 sobre soportes de rGO. Este voltamograma fue obtenido
en condiciones de ‘“recambio” utilizando lactato 20mM y usando una

velocidad de barrido de 10 mV/s.
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6 DISCUSION

6.1 Viabilidad de las biopeliculas desarrolladas sobre los diferentes

soportes

En este trabajo, se llevo a cabo un ensayo de tincion BacLight Live/Dead con
el objetivo de determinar la viabilidad de las ce€lulas presentes en las
biopeliculas desarrolladas sobre soportes de 6xido de grafeno (GO) y 6xido
de grafeno reducido (rGO), tanto a las 48 horas como en una etapa mas
avanzada de 15 dias. La viabilidad se calcul6 como el porcentaje de células
vivas en relacion con el total de células contadas. Al tiempo de 48 horas, los
resultados obtenidos evidencian una clara superioridad en la viabilidad de las
biopeliculas desarrolladas sobre GO, alcanzando un 42,90 + 8,65%, en
comparacion con las biopeliculas formadas sobre rGO, que presentaron una
viabilidad de 24,27 + 3,95%. Esta diferencia observada resultd ser
estadisticamente significativa, con un valor de p < 0,05, lo que refuerza la

relevancia de estos hallazgos.

En la evaluacion de la viabilidad a los 15 dias, se encontré6 que las

biopeliculas desarrolladas sobre GO mantenian una viabilidad del 86,2 +
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6,92%, mientras que las formadas sobre rGO mostraron una viabilidad de
77,87 = 7,39%, con un valor p < 0,05. Estos resultados concuerdan con
estudios previos que compararon la actividad antibacteriana de ambos
materiales utilizando distintos microorganismos como Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Staphylococcus aureus (Guo et
al., 2017; Mokkapati et al., 2018), en los que GO demostro ser un material
con mejor biocompatibilidad en comparacion a rGO. El efecto antibacteriano
inicial observado en el rGO podria atribuirse al contacto directo entre el
electrodo y las bacterias. Sin embargo, a medida que la biopelicula madura,
el establecimiento de la matriz de secreciones polimeéricas extracelulares
(SPEs), reduciria ese contacto directo contribuyendo posiblemente a la

disminucion del efecto antibacteriano observado en etapas anteriores.

Es de suma importancia considerar que existen diversos métodos de
produccion tanto para el GO como para el rGO, y las propiedades de cada
material podrian variar segin el proceso aplicado, influyendo directamente

en su biocompatibilidad.
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6.2 Composicion de las SPEs de las biopeliculas desarrolladas sobre los

diferentes soportes

Se aplico el test T para comparar las mediciones de proteinas, carbohidratos
y ADNe en las biopeliculas desarrolladas sobre 6xido de grafeno (GO) y
oxido de grafeno reducido (rGO). En el caso de las proteinas, el valor p
obtenido fue de 0,1549, lo que indica que no se puede rechazar la hipotesis
nula; sin embargo, es importante destacar que la diferencia observada entre
ambas condiciones es considerable, alcanzando un valor de 1,43, es decir, el
promedio de los datos de cada condicion difiere en 1,43 veces la desviacion
estandar, siendo las biopeliculas sobre rGO las que presentan mayor
concentracion de proteinas. De manera analoga, al analizar los carbohidratos,
el valor p obtenido fue de 0,1127, lo que también impide descartar la hipotesis
nula, aunque la diferencia entre los promedios de cada condicion alcanzé un
valor de 1,65 veces la desviacion estandar, donde las biopeliculas
desarrolladas sobre GO exhiben una mayor concentracion de carbohidratos.
A pesar de que los valores de p no se consideran estadisticamente
significativos, las magnitudes de las diferencias observadas en las
concentraciones de proteinas y carbohidratos son considerables. Para las

mediciones de ADNe, el valor p obtenido fue < 0,05, y la diferencia entre
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ambas condiciones alcanz6 el valor de 1,34 veces la desviacion estandar,
concluyendo que si existieron diferencias significativas entre las biopeliculas
desarrolladas sobre GO y rGO, siendo las biopeliculas desarrolladas sobre
rGO las que exhibian una mayor concentracion de ADNe en las SPEs. En
futuros ensayos seria recomendable aumentar el nimero de repeticiones para

comprobar los hallazgos con una certidumbre estadistica mayor.

Finalmente, se determino la tasa de proteinas frente a carbohidratos, que
refleja la proporcidn de proteinas en las biopeliculas. Al aplicar el test T a los
datos de esta relacion, se encontraron diferencias significativas entre ambos
tratamientos, con un valor p < 0,05. Se observd una relacion
proteina/carbohidrato (P/C) de 1,01 + 0,22 para las biopeliculas cultivadas
sobre GO, frente a una de 1,75 £ 0,20 para aquellas desarrolladas sobre rGO.
Es un hallazgo clave de este estudio que las biopeliculas de S. oneidensis
desarrolladas sobre rGO presentaran una proporcion significativamente
mayor de proteinas en relacion con los carbohidratos en su SPE, en
comparacion a las cultivadas sobre GO. Este incremento en la proporcion de
proteinas es relevante, ya que la composicion de las SPEs de las bacterias
reductoras de hierro disimilatorias, como S. oneidensis MR-1, son

fundamentales en la transferencia extracelular de electrones, como evidencia
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la investigacion de Yan et al., en cuyo trabajo demostré que los efectos de
estas SPEs dependen en gran medida de sus propiedades especificas (Yan et
al., 2021), lo que apunta a que este cambio en la composicidon podria tener
una incidencia en la capacidad de transferencia extracelular de electrones y,

por lo tanto, en la eficiencia de los SBEs.

En otro estudio, Gao et al. (2019) logr6é una significativa reduccion de la
densidad de corriente producida por biopeliculas de S. oneidensis MR-1 al
tratarlas con proteinasa K y desoxirribonucleasa, concluyendo que tanto el
ADN como las proteinas de las SPEs son esenciales para la transferencia de
electrones (Gao et al., 2019). Por otra parte, estudios realizados por Jiang et
al. (2023) revelaron una correlacion positiva entre la relacion de proteinas a
carbohidratos y una mayor actividad redox en biopeliculas de G.
sulfurreducens desarrolladas sobre soportes de grafito, lo que sugiere que una
mayor proporcion de proteinas en comparacion con los carbohidratos podria

estar vinculada a una mejora en la transferencia de electrones; conclusion

similar a la de Li et al (2024), quien proponen que una mayor proporcion de
proteinas en comparacion con los carbohidratos en las SPEs contribuye a

incrementar la actividad electroquimica. Estos resultados se suman a los
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hallazgos de Torres et al., en cuyo trabajo propone que los carbohidratos
actuarian como sustancias aislantes en los SBEs (Torres et al., 2010), lo que
refuerza la hipdtesis de que la composicion de la SPE es un factor critico para
optimizar la transferencia de electrones. Sin embargo, es importante destacar
que no se puede afirmar con certeza que una mayor relacion P/C garantice
una mayor eficiencia en la transferencia de electrones, debido a Ia
complejidad de estos sistemas y a que muchos carbohidratos también
desempenan funciones esenciales (Rollefson et al., 2011). Por lo tanto, se
requiere un analisis exhaustivo para desentrafiar como la composicion de la

SPE afecta de manera precisa la transferencia de electrones en los SBEs.

Por otro lado, estudios han demostrado que las secreciones de carbohidratos
podrian mejorar la estabilidad estructural de los microorganismos ante
condiciones ambientales desfavorables (Liu & Tay, 2002; Zang et al., 2024).
Ademas, Li et al. encontraron que la exposicion de BEAs a condiciones de
hipersalinidad reduce la relacion P/C en las SPEs extraidas (Li et al., 2024),
por lo que seria posible que una mayor proporcion de carbohidratos ofrezca

ventajas en determinadas condiciones ambientales.
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Respecto al ADNe, es posible que tenga un impacto significativo en la
transferencia extracelular de electrones. En las biopeliculas de Pseudomonas
aeruginosa, se ha observado que el ADNe interactia con los mediadores
extracelulares redox, como la piocianina y las fenazinas, facilitando su
retencion en la matriz de la biopelicula. Ademas, se ha demostrado que el
ADNe favorece un rapido intercambio de electrones entre intercaladores
redox. Estas interacciones sugieren que el ADNe apoya un ciclo redox
eficiente y una transferencia de electrones mas rapida, subrayando su
importancia en los procesos de transferencia de electrones en sistemas
microbianos (Saunders et al., 2020). No obstante, actualmente no se dispone
de estudios que establezcan una correlacion entre la concentracion de ADNe
y la actividad electrocatalitica en S. oneidensis. Por lo tanto, es necesario
llevar a cabo investigaciones adicionales para determinar si una mayor
concentracion de ADNe estd asociada con una mejor actividad

electroquimica en las biopeliculas desarrolladas sobre rGO.

Finalmente, las variaciones en las propiedades de las SPEs de ambas
biopeliculas sugieren que cada una podria ofrecer ventajas Unicas que se
adaptarian a diferentes sistemas aplicados. Por ejemplo, caracteristicas como

la resistencia a la salinidad, la capacidad de adhesion y el perfil de secrecion
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de carbohidratos son factores criticos que pueden influir en su eficacia en
contextos especificos. No obstante, para aprovechar al maximo estas
potencialidades, es fundamental llevar a cabo estudios mas exhaustivos. Tales
investigaciones permitiran identificar de manera mas precisa qué tipo de
biopelicula es mas beneficiosa segin las condiciones y requisitos de cada
sistema, facilitando asi su implementacion en aplicaciones practicas y

optimizando su rendimiento en entornos diversos.

6.3 Analisis de voltamperometria ciclica

El analisis de voltametria ciclica (VC) reveld6 una actividad
bioelectrocatalitica relativamente baja en las biopeliculas de Shewanella
oneidensis MR-1 sobre los electrodos GO y rGO, como lo indican las
densidades de corriente con variaciones menores a un orden de magnitud
entre las diferentes condiciones experimentales. Esto sugiere un efecto
catalitico limitado, debido principalmente a la alta corriente de fondo,
probablemente resultante de componentes microbianos redox-activos dentro
de la matriz de la biopelicula, asi como del EPS que rodea las células, y no a

una mejora catalitica eficiente por parte de las propias biopeliculas.
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En el ensayo de voltamperometria ciclica sobre biopeliculas de GO se detecto
un pico anddico (pico de oxidacion) centrado a -0,298 V vs Ag/AgCl, y un
pico catddico (pico de reduccion) centrado a -0,439 V vs Ag/AgCl. Esta
posicion de los picos es consistente con la literatura con la transformacion
electroquimica reversible de riboflavina (Carmona-Martinez et al., 2011;
Cornejo et al., 2015; Jain et al., 2012; Marsili et al., 2008; Oram & Jeuken,
2016). Ademas, se observa otro pico anddico (de oxidacion) a 0,401 V vs.
Ag/AgCl en las biopeliculas de GO. Este pico de oxidacion irreversible
podria atribuirse a la oxidacion de los citocromos en la superficie del
electrodo segun lo indicado por algunos autores (Cornejo et al., 2015; Roy et
al., 2013). Por lo tanto, los voltamogramas ciclicos, junto con sus derivadas
de primer orden, podrian sugerir que tanto la transferencia de electrones
directa (DET) como la mediada (MET) contribuyen a la corriente anodica

total.

A la velocidad de barrido analizada (10 mV/s), la diferencia entre los
potenciales de pico de oxidacion y reduccion relacionados con rivoflavina
fue menor que 0,2 V. Esto indica un proceso de transferencia electronica
relativamente rapido, lo cual es tipico de las especies adsorbidas (Marsili et

al., 2008). Para confirmar la hipotesis de que se trata de una especie
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adsorbida, se propone llevar a cabo posteriormente nuevos ensayos de
voltamperometria ciclica a diferentes velocidades de barrido. Esto debido a
que las especies adsorbidas exhibiran un comportamiento caracteristico al ser
analizadas a diversas velocidades, como un aumento en la separacion de los
picos conforme la velocidad de barrido aumenta, ya que la cinética de
transferencia electronica se ve restringida a mayores velocidades. Ademas,
se espera que la corriente de pico crezca de manera lineal con la velocidad de
barrido, a diferencia de las especies solubles, que presentan una dependencia
cuadratica con dicha velocidad (Marsili et al., 2008). Finalmente, para
comprobar que la especie adsorbida corresponda a riboflavina, se sugiere
incubar el electrodo estéril con riboflavina y comparar los picos obtenidos.
Si los picos de oxidorreduccion obtenidos se encuentran a potenciales
equivalentes a los registrados en este ensayo sera posible concluir que la
especie adsorbida corresponde a riboflavina misma y no a otro subproducto

de la actividad bacteriana (Marsili et al., 2008).

Por otro lado, en el ensayo de voltamperometria ciclica sobre biopeliculas de
rGO se detectd un pico anddico (pico de oxidacidn) centrado a -0,20 V vs
Ag/AgCl, y un pico catddico (pico de reduccion) centrado a -0,38 V vs

Ag/AgCl. Esta posicion de los picos es compatible con las observadas para
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la transferencia directa de electrones mediada por omcA segun lo indicado
por algunos autores (Eggleston et al., 2008; Peng et al., 2010). Para obtener
mas informacion sobre la cinética de reaccion es necesario realizar estudios

de voltamperometria ciclica a diferentes velocidades barrido.

De este modo, se puede concluir que los electrodos modificados con GO y
rGO muestran comportamientos voltamétricos unicos, claramente diferentes
entre si. Esto puede deberse a la mayor cantidad de funcionalidades
oxigenadas en el GO respecto al rGO. Sin embargo, la complejidad inherente
a los procesos microbianos y bioelectroquimicos dificulta la interpretacion
de los resultados obtenidos a través de la voltamperometria ciclica. Los
valores de potenciales también pueden variar dependiendo de las condiciones
experimentales especificas, como el pH, la fuerza ionica, y la naturaleza de
la superficie del electrodo. De este modo, los resultados de voltamperometria
ciclica no son suficientes para identificar con certeza el mecanismo de
transferencia de electrones dominante; se requieren ensayos adicionales. Para
abordar este desafio, la integracion de los datos de voltamperometria ciclica
con informacion adicional proveniente de biologia molecular;
espectroelectroquimica, que monitorea mediadores en la biopelicula;

microscopia de alta resolucion, como la microscopia electronica de
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transmision, para evidenciar el contacto directo entre bacterias y el electrodo,
lo que indicaria transferencia directa de electrones; y espectroscopia de
impedancia electroquimica (EIS), que ofrece evidencia indirecta sobre la
resistencia de transferencia de carga. Esta combinacion permitiria lograr una
comprension mas profunda de los mecanismos de interaccion entre las
células y el electrodo, lo que podria facilitar avances significativos en el

campo

Finalmente, las biopeliculas formadas sobre soportes de GO y rGO mostraron
propiedades diferenciadas, evidenciando variaciones en la concentracion de
proteinas y carbohidratos, asi como en los niveles de ADN extracelular,
viabilidad y actividad redox, esta Uultima evaluada mediante
voltamperometria ciclica. Estos hallazgos indican que el tipo de soporte
desempefia un papel fundamental en la formacion y el desarrollo de la
biopelicula, teniendo un impacto significativo en las caracteristicas de la
biopelicula generada, y sugiere que las funciones biologicas y fisiologicas de
las bacterias pueden alterarse en funcion del material con el que interactuan.
Esta reactividad fisiologica de las bacterias hacia distintos materiales es un

aspecto crucial que considerar en el disefio de aplicaciones practicas.
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Asi, la eleccion del tipo de electrodo adecuado dependera de la aplicacion
especifica, teniendo en cuenta no solo las propiedades intrinsecas del
electrodo, sino también las caracteristicas de la biopelicula que se desarrolla
sobre este. Por lo tanto, es esencial realizar estudios detallados de las
biopeliculas en cada sistema para evaluar completamente el potencial de
estos electrodos en diversas aplicaciones de los SBEs, incluyendo el
tratamiento de aguas residuales, biosensores y la tecnologia de pilas de
combustible microbianas. La investigacion para optimizar la interaccion
entre los materiales del electrodo, las caracteristicas de la biopelicula y los
procesos de transferencia de electrones tiene implicaciones significativas

para mejorar la eficiencia y la rentabilidad de los SBEs en el futuro.

Si bien la mayoria de los estudios se centran en el rGO, el GO presenta
ventajas competitivas significativas que no deben subestimarse,
especialmente en aplicaciones donde se requiere una rapida puesta en marcha
del sistema. La menor necesidad de tiempo para la formacion de biopeliculas
de Shewanella oneidensis en GO, en comparacion con rGO, puede traducirse
en un menor tiempo de inicio y una mayor viabilidad en aplicaciones
industriales, resultando en una optimizacion de los costos y la eficiencia del

Proceso.
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Este trabajo destaca la necesidad de explorar el 6xido de grafeno con
diferentes grados de reduccidn, incluyendo el grafeno parcialmente reducido,
un area de investigacion ain poco explorada. El control sobre el grado de
oxidacion del grafeno permite la manipulacion de sus propiedades
fisicoquimicas, tales como la hidrofobicidad, la conductividad eléctrica, y la
biocompatibilidad. Esta capacidad de ajuste fino abre un amplio abanico de
posibilidades para optimizar el rendimiento de los SBE en diversas
aplicaciones. Por ejemplo, en el tratamiento de aguas residuales, una mas
rapida colonizacion sobre sobre electrodos de GO podria acelerar la remocion
de contaminantes, reduciendo los tiempos de procesamiento y los costos
operativos. En la generacion de bioenergia, una mayor eficiencia en la
transferencia de electrones (como en el caso del rGO) podria llevar a una
produccion mas rentable de electricidad o biocombustibles. Incluso en el
ambito de la biosensacion, la biocompatibilidad del GO podria facilitar el

desarrollo de sensores microbianos mas sensibles y estables.

La investigacion en materiales con propiedades intermedias entre GO y rGO,
logradas mediante el ajuste del grado de reduccién, podria conducir al
descubrimiento de electrodos mejor optimizados para aplicaciones

especificas. La capacidad de adaptar las propiedades del material a los
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requisitos particulares de cada sistema - como la salinidad del agua residual
o la necesidad de una alta resistencia a la corrosion - ampliaria
significativamente las oportunidades de aplicacion de la tecnologia SBE en

una amplia gama de sectores.
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7  CONCLUSIONES

El andlisis de las biopeliculas de Shewanella oneidensis MR-1 desarrolladas
sobre o0xido de grafeno (GO) y 6xido de grafeno reducido (rGO) permitid
evaluar la influencia del material del electrodo en su composicion, viabilidad
y actividad electroquimica. Se observo que las biopeliculas sobre rGO
presentaron una mayor concentracion de proteinas y ADN extracelular,
mientras que las formadas sobre GO mostraron una mayor abundancia de
carbohidratos. La relacion proteinas/carbohidratos fue significativamente
mayor en las biopeliculas de rGO (1,75) en comparacién con las de GO
(1,01), lo que confirma que el tipo de soporte influye en la composicion de
las sustancias poliméricas extracelulares (SPEs) y, potencialmente, en la

funcionalidad de la biopelicula en aplicaciones bioelectroquimicas.

La evaluacién de la viabilidad celular mostrd que las biopeliculas formadas
sobre GO tuvieron una mayor supervivencia tanto a las 48 horas como a los
15 dias en comparacion con aquellas desarrolladas sobre rGO. La mayor
diferencia se observo a las 48 horas, indicando un efecto antibacteriano

inicial del rGO, aunque esta diferencia se redujo con el tiempo. Estos
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resultados conducen a una aceptacion parcial de la hipotesis sobre la
influencia del material del electrodo en la viabilidad celular: si bien el rGO
parece tener un efecto inhibidor inicial, este no se mantiene en biopeliculas
maduras, lo que contradice la idea de un impacto prolongado en la

supervivencia celular.

Los andlisis de voltamperometria ciclica revelaron diferencias en la actividad
electroquimica de las biopeliculas dependiendo del tipo de soporte. Se
identificaron picos de oxidacion y reduccion que sugieren la coexistencia de
mecanismos de transferencia de electrones mediada y directa. Sin embargo,
los resultados no mostraron una mejora absoluta de la actividad
electrocatalitica en un tipo de electrodo sobre el otro, lo que lleva a rechazar
cualquier afirmacion categdrica sobre la superioridad de un material en
términos de eficiencia electroquimica. No obstante, los hallazgos subrayan
que las propiedades del electrodo afectan la dinamica redox de la biopelicula,
lo que wvalida la importancia de su seleccion en aplicaciones

bioelectroquimicas.

En conclusion, se acepta que el material del electrodo influye en la

composicion de las biopeliculas y en su actividad electroquimica, aunque sin
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una clara ventaja de un material sobre otro en términos de eficiencia
electrocatalitica. Se acepta parcialmente la influencia del electrodo en la
viabilidad celular, dado que el efecto inhibidor del rGO es transitorio.
Finalmente, se rechaza la idea de que un material sea inherentemente superior
en términos de rendimiento electroquimico, ya que ambos soportes mostraron
mecanismos distintos de transferencia de electrones sin una diferencia

definitiva en eficiencia.
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