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Diversas microestructuras de silicatos son formadas por microorganismos
autotrofos conocidos como diatomeas, los cuales requieren algunos metales para
su crecimiento. Las  microestructuras formadas  presentan diversas
ornamentaciones que van de 10 a 1000 nm. Estas caracteristicas son de interés
para el disefio de materiales a nano y micro escala para diversas aplicaciones
como: en la degradacion de contaminantes, la obtencién de estructuras que
requieren menor costo energético de elaboracién y mantenimiento, el desarrollo de
materiales que absorban y propaguen algun tipo de radiacion electromagnética.
En esta investigacién se generé conocimiento sobre el metabolismo de los
metales en las diatomeas mediante la evaluacion de su fisiologia, capacidad de
crecimiento y deposicion de titanio en las fristulas, o pared celular de silicatos.
Las diatomeas fueron cultivadas en condiciones controladas con altas
concentraciones de titanio: 46 uM. En dichos tratamientos las diatomeas crecieron
de forma saludable, sus frtistulas no tuvieron deformaciones estructurales y se

comprobé la presencia de TiO2 en ellas mediante microscopia electrénica de
transmisi6n (TEM) y espectroscopia Raman. Ef grado de acumulaci6n detitanio en
las fraéstulas fue medido en gTi/100g SiOz resultando en 11.8 para ia especie
Nitzschia laevis y 10.0 para Navicula incerta. Esta composicién quimica no
moadificd de formasignificativa las secciones transversaies opticas medidas en luz
de 400 a 880 nm para las fases amorfas y cristalinas. Se estableci6 un nuevo
método de obtencién de Ti(OH), facil, rapido y que no requiere de gran control
para que las diatomeas puedan crecer al-ser adicionado al medio de cultivo. La
evidencia indica que con el cultivo de ambas especies en las condiciones
ensayadas y con la transformacién térmica de frustulas pueden ser obtenidos
materiales mesoestructurados a base desilicatos y TiO2 de morfologias especie-
especificas. Estos materiales tienen los requerimientos basicos y de potencial uso
en optoelectrénica. Su aplicacién especifica en distintos productos y procesos
requerira una caracterizacion mayorde sus propiedadeseléctricas y quimicas.

Palabras clave: Diatomeas, didxido detitanio, silicatos, crecimiento, propiedades

Opticas.
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ABSTACTof the thesis presented by Flor Guadalupe Sanchez Alejandro,in

partial fulfillment of the requirements of MASTER OF SCIENCE DEGREEin LIFE
SCIENCES with orientation in MICROBIOLOGY. Ensenada, Baja California.
Octoberof 2011.

OBTENTION AND EVALUATION OF FRUSTULUMS WITH TITANIUM FOR
OPTOELECTRONIC APLICATIONS

Silicate microstructures are formed by autotrophic microorganisms known as
diatoms, which require metals for their growth. The silica microstructures formed
have ornamentations that range in size from 10-1000 nm. These diatoms structural
characteristics are of interest for the design of several nano and microscale
applications such as pollutant degradation, building of structures that require less
energy in their construction and maintenance, and the development of materials

that can absorb or propagate certain type of electromagnetic radiation. In this
research we study the diatoms metal metabolism through evaluation of their
physiological status, growth rate and titanium deposition in frustule or silica cell
walls. Diatoms were cultured in high concentrations of titanium (46 UM) in
controlled conditions, and in all treatments diatoms grew healthy without frustule
deformations, and the presence of TiO, in all structures was corroborated by
electronic transmission microscope (TEM) and Raman spectroscopy. The degree
of titanium accumulation in frustule measured as g Ti/100 g of SiO, was 11.8 for
Nitzchia laevis and 10.0 for Navicula incerta. This new chemical composite did not
affect significantly the optic transversal sections measured in wavelength range
from 400 — 880 nm for amorphous and crystalline phases. A new easy andfast
protocol to obtain Ti(OH), as an additive of the culture media was developed and
did not compromise the diatom growth. Results indicated that mesostructured
species-specific morphological materials that contain silicates and TiO. were
obtained by thermic transformation of the resulting frustules in the mentioned
culture conditions. These new materialsfulfill the basic requirements and potential
use for optoelectronics. For their specific application in several products and
processes is necessary to characterize their electric and chemical properties to be
applied on.

Key words:Diatoms,titanium dioxide,silicates, growth, optoelectronic properties.

 



iii

Porla bendicion de su existencia ypor el tiempo que no estuve con ellos pero que siempre

los tuve en mi mente, dedico este trabajo a mis padres:

José Reyes Sanchez Ortegay Maria del Socorro Alejandro Rubio;

amis hermanosy a mi cufiada:

Adan, Juan, Reyes, Oscar, Diego y Olga;

yamis nanos:

Nan, Pepe, Mimina y Arturito.

Soy un sofiador prdctico; mis suefios no son bagatelas en el aire. Lo que yo quiero es

convertir mis suefios en realidad.
Gandhi

 



iv

Agradezco a Dios haberme dado vida, salud y las experiencias que vinieron junto
con ello en este periodo.

A mi familia por su amorincondicional.

A la M.C. Lupita Martinez por ser siempre un gran ejemplo y porque la quiero
mucho y siempre estuvo muyal pendiente de que todo estuviera bien aqui.

A Daniel Garcia Briones por su compafiia estos afios.

A mis amigos, fodos, por su constante motivacién, alegrias y pseudotristezas
compartidas. A los que estuvimos cerca y que a veces parecia que estabamos
lejos, sobre todo a los que de verdad estamos. No olvido todos sus detalles.

A mi comité de tesis:
Dra. Pilar Sanchez por su gran apoyo como maestra, amiga y directora de
este trabajo,
Dra. Ernestina Castro por su apoyo como maestray sinodal,
Dr. Eugenio Méndez por su paciencia y apoyo como maestroy sinodal,
Dr. Edgar Reynoso por su apoyo como amigo y sinodal.

A todos los alumnos, doctores, técnicos, secretarias y personal de apoyo del
Departamento de Acuicultura, donde pasé la mayor parte del tiempo y quienes con
su presencia y apoyo hicieron de mi estancia algo muybonito.

Al Dr. Méndez y al Dr. Emiliano Teran del Laboratorio de Optica Estadistica de la
Divisién de Fisica Aplicada de CICESE dondese realizaron las mediciones de las
secciones transversales.

Al Dr. Gabriel Alonso porfacilitarme los analisis de microscopia Raman y el uso
del horno tubular. Al Dr. Reynoso y Al Dr. Noé Diaz de Leon por su amistad y
didlogos para entender muchas cosas nuevas para mi y esenciales para este
trabajo. Los tres investigadores del Laboratorio de Desulfuraci6n de Hidrocarburos
en el CNyN-UNAM,Ensenada.

Ala Srita. Brisa Andrea Ramirez por ayudarme con algunos conteoscelulares.

Al Dr. Thomas Kretzschmarporfacilitar los analisis de espectroscopia de emision
atomica acoplada con plasma y al Técnico Titular Mario Vega por su alegre
disponibilidad y apoyo durante la realizacién de dichos analisis en el Laboratorio
de Hidrogeoquimica dela Division de Ciencias de la Tierra del CICESE.

Al Sr. Francisco Ruiz por su atenta ayuda en la toma de imagenes de microscopia

electronica de transmisién en el CNyN-UNAM,Ensenada.

 



A la G. Eloisa Aparicio por su amable asesoria y ayuda con la toma de espectros
de difracci6n de Rayos X en el laboratorio de mismo nombre en el CNyN-UNAM,
Ensenada.

Al Dr. Felipe Castrillon por su amplia disponibilidad y ayuda con la toma de los
espectros de infrarojo y UV-Vis en el Laboratorio de Nanocatdlisis del CNyN-
UNAM,Ensenada.

A la Dra. Lucila Lares de la Divisi6n de Oceanologia del CICESE y al Dr. Hugo
Tiznado del CNyN-UNAM Ensenada, por prestarme material para que no me
atrasara en algunos procesos experimentales.

Al Dr. Manuel Segovia del Departamento de Acuicultura por su apoyo como
maestro y porla edicién del resumen eninglés de este trabajo.

Al Dr. David Covarrubias por su apoyo a través de la Direccién de Estudios de

posgrado por la beca parcial para la asistencia al curso de Técnicas en Biologia
Molecular impartido en la Universidad Aut6noma de Baja California.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por la beca de estudios y
manutenci6n brindada y a CICESEporla oportunidad de estudiar aqui.

Al apoyo econdmicopara la realizacién de esta tesis a través de los proyectos del
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (SEP-CONACyT 130074) y de la Red
de Fuentes de Energia (RED-FE 125079).

 



  
  

            

   

CONTENIDO

Pagina

Resumen.. i
Abstract....... ii
Dedicatoria.........

AQradeciMientos 0.0.0... cecccscceeseececeeeseeenseeeeseesnneeseseneeneeesasnaeseeneeeeseeeensanenenes iv
Contenido... cesccssesssenserssseesesnenensnsensesescnnsenenarenseeseesnnenenesedessensaenenesaeenseaasvi
Lista de figuras... ws
Lista de tablas...........ceccssseseseeeseeeseeeseneeeeeesnesnesseeesnesesanensanseeseneenseesesenenses

Capitulo 1. Introduccion ........cssccecssseseeneneeseeseessensseeesentneneneneesesennsrenesenenaes 1

Capitulo Il. Antecedentes..........c:ecccsccseceeceeesseeesseneeeeeesnsneeenseneeeseenensenerseees3
ll.1. Biologia de las Bacillariophyceae o.oo...cccceneeeeneeeseneeteneeenneeeeaee 3
H.1.4. Biomineralizacion oo... ec eeceeeceeenerseeesteeessaeereneeeetareseeerersaresnaeeeeee 3
11.1.2. Metabolismo deSiliCIOoes 4
II.2. Utilizacién de micro y nanoestructuras desilicio y titanio......7
ll.3. Propagacién de luz en medios inhomogéneosy secciones
transversales de las particulas en eCllOS. oo.eeeee eee e renee erneneeees 9

Capitulo Hl. JUStifiCACION «2.0.0... cesses eeeeeeeeeneeeeseeeeeseeesneneeeseeeeeneneenseenennens 11

Capitulo IV. HipOtesis..........ccscsesscceserseessrseneseenenessensseensensesnsnseeseesneneesnens 12

Capitulo V. Objetivo.........ceecccceeeecceesseceeeesseeeeeneeeeneessnensesaeeeeseneenseesneaeeee 13
V.1. Objetivo general...eeeeee eter eeeeeeeeeeeteneeeeateseseeersieesenteeeegs 13

V.2. Objetivos CSPeCIFICOS 00... cceeteesteeeeneertseeseneereneeestaeeseeneresnatestieeeen 13

Capitulo VI. Materiales y M@todos...........cccseecseeeceeeessseeeesenneseeuunnnesnsneens 14
VI.1. Caracteristicas de las diatomeas... 14

VI.1.1. Respaldos celulares e indédculos............... 14
V1.2. Tolerancia a las condiciones experimentales. 15
V1.2.1. Variables poblacionales...............ceeeee wl?
VI.2.2. FOtoSintesis.....0.csc ceeecseeeereeeneereeeeeseeseseeessaneseesseseueeseieesaneeseees 17
VIL3. Biomineralizacion ....0....0. ec eeeeecee see cence teeeeeceseeseneaseeuesseneeersavesnenseaes 18
V1.4. Morfologia y. propiedades opticas.............. ve
VI.5. Tratamiento estadistico de los resultados..............Lieteeunteeeeseeetsanenseneeees

Capitulo VII. Resultados..... weid2
VILA. Tolerancia 20...eecee ceee eee eceseeeenersneeeeseeeeeererneeseaaes we 22
VII.1. 1. Caracterizacién de precursores de hidréxidos detitanio. veld
VI.1.2. Tolerancia a etanol anhidro......cicecceeceneceneeeeseseresteeeeteeeeees26
VII.1.3. Tolerancia a diferentes concentraciones de hidrdxidos detitanio

sintetizados por dos protocolos diStiNntOS ............cccecceeeneeeeeeectteeteneeeneeees27

 

  

vi

 



VII.1.4. Cultivo de fas diatomeas con concentraciones mayores de hidrdoxido

De TANI...ecenecensceeesecesseeesececseeeeseeessesessseecessesasesecseeeeceseesessesaaees 32
VII.2. Biomineralizacion

   

   

 

VUL2.1. Utilizaci6n de Si y Theo... cece cccceesceeenseeeetereesteeeetesenses 33

VII.2.2. Utilizacion de silicatosy titanio en las primeras 24 horas ................ 37
VIl.2.3. Hidréxido de titanio en la solucién sin esterilizar como fuente de
titanio en el Medio de CUILIVO 0...ccc ccccencceecessceecensetsuceceesssneeeecentteeeens 40

Capitulo VIII. DISCUSION 0.0.0.0... ce ceeesssseeessssesensscesensesereesesaversesesnessseseeseane55
VIll.1. Observaciones a la seccién de materiales y métodos....
VIII.2. Fisicoquimica y optica de las estructuras formadas................. wee
VIIL3. Fisiologia de las diatomeas en los tratamientos cony sin titanio....... 61

  

Capitulo IX. COnCIUSION ....... seccencseesenseereesetseeeeeseseeseeessnencaneeeesnenessnsnenenanes64

Capitulo X. ReCOMeNAdACIONES ......cccssseuscessenecensreeceenensaeeeecaneneenaeesneneeeenenens65

Capitulo XI. Literatura Citada ......cciscsesesesssensseesestenssseeseesenessenesnsensnseeee67

AAMOXOS0.ce eee cneneneneenenenesssncnevencneneeseneenvsceeeeenenseesenseescnensesenesauaaqasueuereasasananees74

vii

 



LISTA DE FIGURAS

Figura

4 Espectro de absorbancia en infrarrojo de los precursores de las
primeras soluciones madre detitanio. A: espectro del precipitado
sintetizado por el protocolo de Kotsokechagia et al. (2008), obtenido

mediante TiCl, y etanol-benzil alcohol. B: espectro del precipitado
segun Jeffryes et al. (2008) a partir de titanio (IV) oxisulfato e
hidréxido de sodio.

Espectro de abrorbancia en luz ultravioleta y visible de la muestra
sintetizada por el protocolo de Kotsokechagia et al. (2008) [A] y de
Jeffryes et al. (2008) [B].

Difractogramas de rayos x del precipitado de anatasa obtenido conel
protocolo de tetracloruro detitanio y alcoholes segtin Kotsokechagia
et al (2008)y con el protocolo de precipitacién de titanio (IV) oxisulfato
en hidréxido de sodio segtin Jeffryes et al. (2008).

Célulasi. mililitro (cél mL") de Nitzschia laevis y Navicula

incerta en el noveno dia de cultivo con etano! anhidro de 0 a 10%
en medio F, (a>b>c>d, 1>2>3>4).

Células_por mililitro (cél mL) de Nitzschia laevis y Navicula

incerta en el noveno dia de cultivo con etanol anhidro de 0 a 10%
en medio F, (a>b>c, 1>2>3>4).

Numero de células por mililitro de Nitzschia laevis durante siete dias
de cultivo en medio F con distinta concentraci6én micromolardetitanio
obtenido por dos protocolos. Para el protocolo de Jeffryes et al.

(2008) [A] fueron probadas las concentraciones 0.8 [...sesss }, 2.3
[ensenne see], 4 [oe ] Y 6.4 [oemeee ] UM de Ti. En tanto, para el
protocolo de Kotsokechagia et al. (2008) [B}] se  utilizaron
concentraciones de 0.003 [ussenses J, 0.008 [ommm mem], 0.0143 femme + +] ¥
0.021 [mam | UM de Ti. Tanto en A como en B [ ] representa
el tratamiento control.

 

Ndmero de células por mililitro de Navicula incerta durante siete dias
de cultivo en medio F con distinta concentraci6n micromolar detitanio
obtenido por dos protocolos. Para el protocolo de Jeffryes et al.
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Microgramosporlitro de clorofila a evaluados al séptimo dia de cultivo

de Nitszchia laevis y Navicula incerta en medio F condistintas
concentraciones de titanio disuelto obtenido por el protocolo de
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Microgramosporlitro de carotenos totales evaluados al séptimo dia
de cultivo de Nitszchia laevis y Navicula incerta en medio F
con distintas concentraciones de titanio disuelto obtenido por el
protocolo de Jeffryes et al. (2008) y de Kotscokechiagaet al. (2008).

Numero de células por mililitto de Navicula incerta y Nitzschia laevis
en el cuarto dia de cuitivo en medio F con distintas concentraciones
de la solucién madre de titanio esterilizada obtenido por hidroxilacién

directa del teracloruro de titanio con etanol anhidro, sin obtencién de
precipitado, segtin Kotsokechagia et al. ge” Las barras

tepresentan a N. incerta y a Nitzschia laevis |

Numero de células por mililitto de Nitzschia laevis (A) y Navicula
incerta (B) cultivadas en 0 y 40 micromolar de titanio obtenido por
hidroxilacién directa del tetracloruro de titanio con etanol anhidro, sin
obtencion de precipitado, segtin Kotsokechagia et al. (2008) [solucion
K’ esterilizada]. Tratamientos control [ ly de titanio para
Nitzschia laevis [uesenee] YN. incerta [uu = =].

 

Concentracién en ppm desilicio (A y B) y de titanio (C y D) disueltos
en el medio extracelular de Nitzschia laevis [(..0808) A y Cl y
Navicula incerta [(— =.=) B y D] durante 5 dias de cultivo. Los
tratamientos control de ambas especies [. ] corresponden a
cultivos en medio F sin adici6n detitanio.

 

Gramos de materia de diatomeas por mililitro de medio de cultivo.

Peso secototal BS, peso seco de cenizas y peso seco organico
de Nitzschia laevis en el tratamiento control (LC) y en el

tratamiento 40 uM de Ti (LTi), asi como de Navicula incerta en el
tratamiento control (IC) y en 40 uM deTi(ITi). El titanio disuelto en el
medio de cultivo F fue obtenido por hidroxilacién directa del
teracloruro detitanio con etanol anhidro, sin obtencién de precipitado,
segtin Kotsokechagia et al. (2008).

Microgramos por litro de clorofila a (A) y carotenos totales (B) de

Nitzschia laevis y Navicula incerta cultivadas en medio F mas
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en sustratamientos control, IRO y LRO respectivamente.

Células por mililitro producidas durante 24 horas de cultivo en 0
[ ] y 40 uM de Ti para Nitzschia laevis (A) [sess] Y para
Navicula incerta (B) [a = «|.
 

Concentraci6n en ppm desilicio (A y B) y detitanio (C y D) disuelto en
el medio extracelular de Nitzschia laevis (A y C) y Navicula incerta (B

y D) durante 24 horas de cultive. Los tratamientos control[. j
corresponden a cultivos en medio F sin adicién de titanio. Los
tratamientos para Nitzchia laevis [use] y Navicula incerta [= — =]
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fueron preparados de forma similar a los controles pero con adicion
detitanio.

Células por mililitro producidas durante 24 horas de cultivo en 0
[ J y 46 uM de Ti para Nitzschia laevis (A) [esse] Y para
Navicula incerta (B) [um m= =].
 

Concentracion en ppm desilicio (A y B) y de titanio (C y D) disuelto en
el medio extracelular de Nitzschia laevis (A y C) y Navicula incerta (B
y D) durante 240 horas de cuitivo. Los tratamientos control[ ]
corresponden a cultivos en medio F sin adicién de titanio. Los

tratamientos para Nifzschia laevis [ew] y Navicula incerta

[— — =] fueron preparados de forma similar a los controles pero con

adicion detitanio.

 

Gramos de materia de diatomeas por mililitro de medio de cultivo.

Peso secototal BA, peso seco de cenizas y peso seco organico

de Nitzschia laevis en el tratamiento control (LC) y en el
tratamiento 46 uM de Ti (LTi), asi como de Navicula incerta en el
tratamiento control (IC) y en 46 UM deTi (ITi). El titanio disuelto en el
medio de cultivo F fue obtenido por hidroxilaci6én directa del
teracloruro de titanio con etanol anhidro, sin obtencién de precipitado
y sin esterilizar, segun Kotsokechagia et al. (2008).

Microgramosporlitro de clorofila a (A) y carotenos tofales (B) de

Nitzschia laevis y Navicula incerta cultivadas durante 10 dias

en medio F mas titanio obtenido por hidroxilacién directa del
tetracloruro de titanio con etanol anhidro, sin obtencién de precipitado

y sin esterilizar, segtin Kotsokechagia et al. (2008).

Liberacién de oxigeno como respuesta a diferentes irradiancias de luz
blanca. Las células pertenecen a los cultivos control ( ) en
medio F sin adicién detitanio asi como, de Nitzschia laevis (ass)
[A] y Navicula incerta (— — -) [B] preparados de formasimilar a los
controles pero con adicién detitanio.

 

Grado de acumulacion de titanio por cada 100 gramos de oxido de
silicio en frastulas de Navicula incerta (IT) y Nitzschia laevis (LT). 10 y
LO representan sus respectivos tratamientos control.

Fristulas de Navicula incerta. A y B son ejemplos de especimenes en
los tratamientos control. C y D son de los tratamientos con adicion de

titanio. Las tecas contintan unidas debido al traslape de las bandas
pleurales (1). Las valvas muestran alineaciones de areolas (2)
formando estrias (3). Las areolas presentan un foramen de

ornamentacién periddica constante y mineralizado (4) que esta
ausente en la abertura de la costilla longitudinal o rafe (5).

Frustulas de Navicula incerta en los tratamientos contitanio. En A se
muestran areolas (1) con foramen de poros de tamafio constante y

esta mineralizado (2). En B se observan estrias (3) 0 alineaciones de
areolas, en este caso en desarrollo. Las caracteristica principales de

una diatomea penadarafida son la presencia de nédulos centrales (4
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C), para este caso son dos, los cuales interrumpen a las costillas

longitudinales abiertas y sin foramen (5 C y D).

Frustulas de Nitzschia laevis. En A y B se puede observar las
alineaciones de las areolas (1) formando estrias (2) en la valva. En A

se muestra una sola teca obtenida en los tratamientos control y que
conserva sus regiones pleurales (3). C y D muestran ejemplares de
los tratamientos con adicién detitanio. En C ambas tecas continuan
proximas. En D se muestran detalles del foramen mineralizado (4) el
cual esta dafiado en B debido a la manipulacién de la muestra.

Nitzschia laevis presenta una costilla (5) en un extremo de la valva,

con ornamentaciones (6) que se extienden de ella hacia le regién
pleural. El nédulo central (7) divide a la costilla.

Frustulas de Nitzschia laevis de los tratamientos con titanio. Se puede
observar la costilla (1) en un extremo de la valva y con
ornamentaciones que se extienden hacia la regién pleural (2). B
muestra detalles de las areolas (3) las cuales estan en alineaciones

formandoestrias (4). La costilla esta dividida por un nédulo central

(5). En D se puedenobservarla epiteca (6) e hipoteca (7) traslapadas
en sus regionespleurales(8).

Espectros Raman de las frustulas formadas antes (A, B) y después
(C, D) de tratarlas 5 horas a 550°C con rampa de 10 grados por
minuto. A y C sonlos tratamientos control; B y D los tratamientos con

titanio; Nitzschia laevis [.e«.s«=.] y Navicula incerta [m= — «|. La
formacién de anatasa esta presente solo en los tratamientos con
titanio después del tratamiento térmico siendo visible entre los 100 y
200 cm(D).

Seccionestransversales de extincién, Ce, para frustulas obtenidas en
los tratamientos. Navicula incerta antes, A, y después, B, de la

cristalizacién térmica de sus componentes; : Tratamiento control, sin
adicién de titanio; ®: Tratamiento contitanio. Nitzschia laevis antes,

C, y después, D, de la cristalizacion. @: Tratamiento control, sin
adicién detitanio; ®: Tratamiento contitanio.

Seccionestransversales de absorcién, Ca, para fristulas obtenidas en
los tratamientos. Navicula incerta antes, A, y después, B, de la

cristalizacién térmica de sus componentes; : Tratamiento control, sin
adicién de titanio; ®: Tratamiento contitanio. Nitzschia laevis antes,

C, y después, D, de la cristalizacion. . @: Tratamiento control, sin

adici6n de titanio; ®: Tratamiento contitanio.

Secciones transversales de esparcimiento, C;, para fristulas

obtenidas en los tratamientos. En A estan las fristulas de las dos

especies antes de cristalizacién y en B las mismasyacristalizadas.
Navicula incerta Tratamiento control y ® Tratamiento contitanio.
Nitzschia laevis@ control y® Tratamiento contitanio.

Difractogramas de rayos x de ejemplares de las frustulas con titanio
de Navicula incerta y Nitzchia laevis.
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Capitulo |
 

Introduccion

 

Existen tres grupos de microalgas que pueden formar estructuras de silicatos:

Bacillariophyceae, Chrysophyceae y Xanthophyceae, siendo las del primero, las

diatomeas, las que lo presentan como componente primordial de sus paredes

celulares llamadas_ frustulas, ademas poseen la mayor cantidad de

ornamentaciones (Platt, 1981). Las diatomeas son microorganismosunicelulares,

de 1 — 500 um con poros o hendiduras de 10 a 1000 nm (Kind, 2009).

Dependiendo de la especie y las condiciones de cultivo, las diatomeas pueden

desarrollar un amplio rango de morfologias, de modo que es posible disefiar y

producir arreglos especificos que tienen aplicaciones potenciales en

nanotecnologia debido a la exactitud de sus ornamentaciones y periodicidad a

nano-escala (Parkinson y Gordon, 1999).

La nanociencia de las diatomeas ha generado dos vertientes, una en la que los

investigadorestratan de aislar e imitar los componentes del mecanismoporel cual

estos organismos forman sus frustulas (Sanchez et al., 2005; Brutchey y Morse,

2008; Kind, 2009) y otra que busca la aplicacién directa de las estructuras ya

formadas y su interaccion con materiales inorganicos y bioactivos.

Respecto a la segunda vertiente, la biologia de las diatomeas hace posible la

produccién y almacenamiento de grandes cantidades de materia prima a bajos .

costos econdémicos. Utilizando las fristulas de las diatomeas han sido

desarrollados soportes para pruebas moleculares, elementos transductores para

sensores 6pticos y micro-capsulas para liberacion de medicamentos (De Stefano

et al., 2008). Asi como, un amplio rango de agentes defiltracién, por ejemplo la

tierra de diatomeas o losfiltros moleculares para cromatografia en gel, agentes

abrasivos, desodorantes, agentes decolorantes, inmuno-aisladores, insecticidas,

 



fabricacion de nano-estructuras o como nano-templados, chips para dispositivos

electrénicos (Parkinson y Gordon, 1999), sensores dpticos de NO, u otros gases

(Bao et al., 2007), entre las multiples aplicaciones comola imaginaciony la ciencia

lo permiten.

En cuantoal disefio de catalizadoresla mayoria de los trabajos han sido dirigidos

al estudio de la variaci6én de la composicién quimica de las fristulas de diatomeas,

con poco énfasis en ia ecofisiologia, sistemas y condiciones de cultivo. Teniendo

en cuenta el potencial de las diatomeas como fotocatalizadores, hasta donde se

conoce no hay estudios que exploren la interaccién de la luz con este tipo de

particulas. Por ello puede pensarse quelas frustulas de las Bacillariophyceae, con

sus multiples geometrias, alta tasa de crecimiento y adaptabilidad metabdlica e

indices refractivos modificables de acuerdo a las condiciones de cultivo, es un

grupo prometedor para la produccién de particulas con diversa aplicaci6n en

optoelectrénica, disciplina en la cual se estudian los efectos de la mecanica

cuantica de la luz sobre materiales semiconductores.

A pesar de que es poco conocido el metabolismo de los metales en fas diatomeas

en esta tesis se estudié la formacién de estructuras desilicatos-titanio, el tiempo

de incorporacién y la capacidad de retencién de titanio en las friéstulas de las

diatomeas cultivadas en medios enriquecidos. Se evalud su fisiologia con énfasis

en el crecimiento poblacional, produccién de biomasa y respuesta fotosintética y

fueron medidas algunas propiedades dpticas de las particulas cuando los

semimetales estaban en su forma amorfa y después de sucristalizaci6n térmica a

 



CapituloIl
 

Antecedentes

 

ll.1. Biologia de las Bacillariophyceae.

Las diatomeas o Bacillariophyceae son una familia de organismos unicelulares o

coloniales, que pueden ser plancténicos es decir, que viven flotando en fa columna

de agua, benténicos cuando estan adheridos al sustrato en el que crecen o

epifitos cuando se encuentran sobre otros organismos. La mayoria son de simetria

bilateral, radiales 0 penadas, con ei aparato de Golgi perinuclear y pirenoides en

distintas posiciones, generalmente anclados en las membranas tilacoidales.

Poseen fucoxantina como pigmento accesorio caracteristico. Reproduccién

principal por fisién binaria en la que cada frustula superior, epiteca, da lugar a una

frustula inferior denominada hipoteca. También tienen reproduccién sexual

anisogama o isogama. Auxoesporas no simétricas y de expansién polar, las

espermatias retienen los cloroplastos. Principalmente fotoautétrofos (ALGAE

BASE,2010).

Las diatomeasintervienen en gran medida en elciclaje global de silice y carbono

en la biosfera ya que se estima contribuyen al 40% de la produccién primaria total

(Sahai, 2003). A nivel global, la captacién desilice por diatomeas es 280 x 10”

moles de Si por afio (Nelsonet ai., 1995).

11.1.1. Biomineralizacion.

Cada proceso biolégico de mineralizacién o acumulacién elemental implica su

propia bioquimica. La calcificacién, la silicificacién y la precipitacién de oxidos

metalicos de transicién tienen muchos aspectos en comtn: 1) membranas

semipermeables aislantes, 2) cationes divalentes son generalmente bombeados

(directa o indirectamente) hacia el interior del medio mineralizante a expensas de

adenosintrifosfato (ATP) e intercambio electroneutral de cationes, 3) el transporte

 



pasivo y electroneutral de aniones y en Ultima instancia dirigido por gradientes de

pH creados durante el transporte de cationes (McConnaughey, 1989).

Los aminoacidos, de formalibre o presentes en proteinas, mas dados a formar

complejos con iones metalicos son histidina, cisteina y Acido glutamico, se cree

que en las hidrofobinas, sus grupos -COO” ,-C=O, -OH y —NH2 son afines a la

formacién del complejo titanio (IV)-hidroxo (Santhiya et al., 2010).

Las diatomeas tienden a incorporar los metales en forma de 6xidos e hidrdxidos.

Es sabido que las diatomeas bio-acumulan niveles traza de titanio (Riley y Roth,

1971). El limite de solubilidad del T(OH), en 100 mM de NaCl a 22 °C esta en el

intervalo de 3 a 8 UM,siendo ésta la especie dominante a pH>6 (Baes y Mesmer,

1976; Sugimoto et al., 2002).

I1.1.2. Metabolismo desilicio.

No es bien comprendida la forma quimica en la que el silice es empleadoporlos

organismos, se cree que en algunos la absorcién y transporte es mediante la

formacién de complejos acidos silice-polialcoholes y silice-azdcar, sin embargo

estudios en diatomeas no mostraron evidencia positiva. El paso del Acidosilico a

través de la membrana celular de diversas diatomeas se da en pH cercano a 8.5.

La concentraci6n de silice intracelular en las diatomeas es 2 a 3 drdenes de

magnitud mayor que el posible porla solubilidad delsilice (Sahai, 2003). Para que

el proceso de biosilificacién tenga lugar en las diatomeas, estas tienen que

extraer partes por mill6n de acido silico [Si(OH)4] del agua y concentrarlo para

crear reservorios de 0.3-0.5 M desilice soluble (Lain, 2005).

EI modelo general de incorporacién de silice aceptado seguin Martin-Jezequel et

al. (2002), es que la célula primero tiene que tomarel silice inorganico extracelular

en forma de acidosilico. Diferentes tipos de genes transportadores de acidosilico

han sido identificados y codifican para diferentes tipos de transportadores,

 



probablemente variando el caracter de uni6én y localizacién dentro de la célula

(Sahai 2003). Una vez incorporadoel silice se inicia intracelutarmente el transporte

hacia los reservorios donde sera mantenido hasta que se requiera su

polimerizacion, seguido del transporte hacia la vesicula de deposiciény finalmente

la precipitacion.

La familia de transportadores de Si(OH), ocasionan transporte activo por un co-

transportador de Na*. Sin embargo, esta forma de silice representa solo una

pequefia fraccién citosdlica y los canales de Si(OH)4 puedenserlosfacilitadores a

través de las membranasintracelulares. Los transportadores son mediados por Na

en las especies marinas y por Na y K en las de agua dulce. La permeabilidad

intrinseca de las bicapas lipidicas al Si(OH)4, es probablemente baja. Han sido

propuestas las acuaporinas para facilitar el paso de Si(OH)4 (Raven y Waite,

2004). También ha sido propuesto que las diatomeas usan el silice como

amortiguador de pH para la conversién enzimatica de HCO; a COs (Milligan y

Morel, 2002).

La precipitacion mesoporica de SiO2 se da mediante polimerizacién de unidades

simples de acido silico ya que las enzimassilafinas y las cadenas poliaminicas de

las diatomeas polimerizan el acido silico a pH de neutros a acidos. El pH dela

vesicula de deposicién de silice es de 5-6 (Sahai 2003). Debido a que la formacién

de ornamentaciones es un proceso altamente controlado,el silice es mantenido en

complejos organicos en las vesiculas de deposicién hasta que sea precipitado.

Esto retrasa el tiempo de deposiciédn porque el complejo organico debe ser

primero hidrolizado antes de la polimerizacién, dando el tiempo necesario para la

formacién de estructuras mesoporicas. Mientras que puedan existir complejos

intracelulares de silice tetra-coordinados en las diatomeas, calculos de energia de

reaccién hacen pensar que el organismo no tiene ventaja termodinamica en tomar

complejos extracelulares érgano-silicatos o exudar ligandos organicos

extracelulares, en vez de tomaracidosilico directamente del medio (Sahai, 2003).

 



Seguin Krégeret al. (2002), las silafinas son péptidos modificados implicados en la

biogénesis del silice en diatomeas y tienen modificaciones post-transduccionales

en sus poliaminas y en su gran porcentaje de hidroxi-aminoacidos. Cada residuo

de serina es fosforilado, jo cual es esencial para su actividad bioldgica. Esta

proteina nativa tiene estructura de ion dipolar y permite la formacién de

ensamblados supramoleculares, por ejemplo la natSil-1A (grupos poliaminas y

fosfatos) causan un proceso de autoensambladovia interaccioneselectrostaticas.

Estos ensamblados son pre-requisito como templado para la polimerizacion de

acidosilico para la formaci6n de biosilice. Tiene fase plastica silafina-silice, la cual

puede representar el material de construccién. La trimetil-hidroxi-lisina fosforilada

es comin en muchas especies de diatomeas. Los numerosos grupos fosfatos

sirven como fuente intrinseca de aniones requeridos para la formacién de silice

por las diatomeas. Combinaciones de diferentes tipos de silafinas resultan en un

proceso morfolégico mayormente controlado, unas dirigen la formacién de

estructuras continuas y en combinacién con otras forman bloques porosos.

Si bien, la luz es la fuerza que rige a la fotosintesis, la cantidad, composicién

espectral y fluctuaciones de ella controlan la produccién de biomasa del

fitoptancton (Dubinzky et al., 1994). La energia celular para la silicificacién y

transporte proviene de la respiracién aerébica sin energia directamente

proveniente de la fotosintesis (Raven y Waite, 2004). Esta es la diferencia con el

metabolismo de cualquier otro nutriente.

Sanchez-Saavedra y Voltolina (1994) al cultivar a Chaefoceros sp., diatomea

planctonica, determinaron que las células lograban mayor tamafio y se fotoinhibian

a 565 pmol ms” en jos cultivos con luz azul y en los de luz blanca la densidad

poblacional era mayor pero el tamafio celular menor y se fotoinhibian a 565 umol

ms, Sin embargo la composicién espectral no essignificativa en las especies

benténicas estudiadas por Correa-Reyesetal. (2001) al cultivarlas con luz blanca

y luz azul a 150 uEm’s", alta irradiancia para un ambiente bentonico. Lograron

 



mayor biomasa en ambostratamientos que la obtenida en reportes previos y como

la irradiancia proporcionada nofue limitante hipotetizan que puede ser aumentada

para conseguir mayor biomasa. Sin embargo, un factor determinante en la

produccién de biomasa fue el tamafio de las células y el fendmeno de

autosombreado,lo que resulta del efecto de la absorcidn y esparcimiento dela luz

dentro del sistema de cultivo. La concentracién desilice y nutrientes disponible en

el medio de cultivo en experimentos fue la misma.

La sefial para entrar a Go, o etapa de latencia en el ciclo celular, observada para

Chaetoceros pseudocurvisetus es la deplecién de nitrégeno disponible y requiere

de gran disponibilidad de acido silico, al grado que una espora formada enla fase

Go tiene 8 veces massilice que una célula vegetativa, las reservas de acido

grasos y carbono aumentan 4 y 5 respectivamente en las formas de resistencia

(Kuwata et al. 1993). Un decremento de fésforo o nitrégeno durante la fase Gp del

ciclo celular, incrementa la silicificacién. Las células carentes de silice dejan el

estado latente mas rapido que las carentes de nitr6geno (Raven y Waite, 2004).

ll.2. Utilizaci6n de micro y nanoestructuras desilicio y titanio.

Optoelectrénica. Algunas de las aplicaciones mas prominentes de los materiales

mesoestructuradosdesilicio y titanio debido a sus caracteristicas segtin Vogel et

al. (2003) son catalisis, electronica, optoelectrénica, dispositivos fotovoltaicos,

sensores quimicos, sensores biolédgicos y materiales funcionales en general. En

una revisién literaria hecha por los mismos autores sefialan que peliculas del oxido

de titanio mesosestructurado tiene amplio potencial de aplicacién debido a su gran

area superficial y morfologias controladas a nanoescala. Ademas sefialan que

poseen a altos indices refractivos (1.5 a 1.6) en comparacion con los 6xidos

mesoestructurados a base desilicio (1.43). Debido a que el didxido detitanio es

un semiconductor de amplia banda prohibida (3.2 eV), proponen doparlos con

componentes activos como tintas para propiciar la absorcion o la no linealidad

6ptica ya que, por ejemplo, los compositossilica/titania actuan como huéspedes

 



para la tinta laser amplificando las emisiones espontaneas, un proceso en el que

los fotones de emisién espontanea son amplificados por emisiones estimuladas a

medida que viajan en un medio de ganancia. Entre las ventajas que puntualizan

para el didxido de titanio como medio de ganancia optica, en contraste con

aquellos de silicio estan las siguientes: el poseer un mayorindice refractivo de 1.5,

lo que evitaria el uso de capas de revestimiento de bajo indice para fabricar guias

de onda en vidrio y abren la posibilidad de usar microestructuras cerradas para

utilizar la reflecci6n interna total como un mecanismo de retroalimentacién en

cavidad para un microlaser.

Celdas solares y fotocatalisis solar. En las celdas solares basadas en materiales

nanocristalinos y polimeros conductores, es importante incrementar la trayectoria

dptica promedio de la luz en particulas semiconductoras de modo que sea mayor

que el grosor déptico del sustrato si la luz es esparcida en la capa foto-activa o si es

reflejada en la parte posterior de esta (Rothenberger et al., 1999). Mihi et al.

(2007), probaron que con una capa delgada de nanocristales de titanio acoplados

a un 6palo inverso incrementa la eficiencia de colecta de luz para convertirla en

corriente eléctrica debido al efecto de espejo delcristal fotonico en las frecuencias

de la zona de agotamiento o banda prohibida.

Por otra parte, antecedentes de la modificacién de las caracteristicas de las

fristulas de diatomeas con la incorporacién de metales abren pasoal disefio de

materiales para estos fines, ademas han brindado grandes avances en el

desarrollo de catalizadores pues la incorporacién del titanio propicia el

esparcimiento de la luz y el fendmeno fotoeléctrico, entre otras caracteristicas

interesantes de gran utilidad en procesos de depuracién y purificacién de aguas

residuales y en celdas solares. Sandhageet al. (2002), estudiaron fa sustitucion

del silice por otros metales, magnesio y titanio, mediante reaccién por fase de

vapor a 900 °C para modificar el indice refractivo. Umemura et al. (2010),

incorporaron titanio a las fristulas de Coscinodiscus wailesii para fabricar

 



fotocatalizadores mediante deposicién en fase liquida a temperatura ambiente

después de recuperada la biomasa.El tiempocritico para propiciar la precipitacién

deltitanio sobre las frustulas sin que cambiara la morfologia fue de 12 h y con ello

conseguian la mejor actividad fotocatalitica. Sin embargo, el metal no cubrié

totalmente la superficie.

Estos trabajos enfocan su interés en procesos meramente quimicos post

obtencién de las particulas, es decir, el uso de las frustulas como templados de

silicatos amorfos. Excepto el trabajo de Jeffryes et al. (2008), en el cual cultivaron

de forma suspendida a Pinularia sp., una diatomea benténica, incluyendo titanio

como un nutriente del medio de cultivo y lograron incorporar el metal a la frustula.

Se ha hecho muy poco énfasis en el uso de las caracteristicas fisiol6gicas de

produccién de biomasa de las diatomeas para obtencién de particulas para el

disefio de materiales optoelectrénicos, que son dispositivos de transduccién de

energia eléctrica a éptica o viceversa para los diversos usos mencionadosen este

apartado. ,

ll.3. Propagacion de luz en medios inhomogéneosy secciones transversales
de las particulas en ellos.
El campo electromagnético que resulta de la interaccién de la luz con un medioin-

homogéneo puede descomponerse en una parte promedio y una parte fluctuante

E= [E] + 56. El primer término se conoce como fa componente coherente o directa

y el segundo como la componente incoherente o difusa.

La solucién rigurosa del transporte de energia se logra resolviendo la ecuacién de

transporte radiativo (ETR), cuya solucién requiere mucho tiempo de cémputo para

su solucién, por lo cual son Utiles aproximaciones como en las simulaciones Monte

Carlo, dondela luz es tratada comoflujo de fotones, Jas cuales se propagan en un

plano de tres dimensiones. La técnica no es rigurosa y permite hacer

aproximacionesflexibles para el tratamiento de los problemas del transporte de luz
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en medios inhomogéneos y es ampliamente utilizada para simular el transporte de

la luz en tejidos biolégicos (Teran et al., 2010). El programa del método Monte

Carlo requiere de caracteristicas de las particulas para hacer las simulaciones,

como las secciones transversales de absorcién, extincién y esparcimiento. Una

secci6én transversal expresa el area que percibe la luz al interaccionar con una

particula y la forma en que lo hace, es decir se extingue, se absorbe o se esparce.

Estas pueden ser medidas con arreglos dpticos en donde las particulas son

colocadas en el trayecto que recorre la luz desde una fuente de iluminacién hasta

el detector o colector de luz. De forma que las secciones transversales se miden

con base a potencias detectadas.

Para medir la seccién transversal de extincion, C., se utiliza la expresidén (1),

Pm = Py exp(—pC.) (1)

Donde Pm es la potencia detectada, Py la potencia inicial y p la densidad de

particulas en suspensién. De forma similar, para la seccién transversal de

absorcion, Ca, se utiliza la expresién (2),

Pm = Poexp(—pCq) (2)

La diferencia radica en el tipo de arreglo utilizado y la potencia medida, para la

primera expresiOn se detecta la luz que llega sin interaccionar con las particulas,

es decir la componente coherente [E]. Para la segunda se infiere de la

componente que interacciona y que es esparcida y colectada, es decir, la

componente difusa 5E. La secci6én transversal de esparcimiento, Cs, se puede

despejar de la ecuacién(3),

Co = Cat C, (3)
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CapituloIll

 

Justificacion

 

Debido a que las diatomeas forman estructuras de silicatos que en Ios tultimos 10

afios han sido inspiracién para el disefio e incluso el desarrollo de micro-nano

estructuras para diversas aplicaciones en optoelectrénica, ciencias ambientales y

de la salud; y a que son escasoslos trabajos enfocados enla fisiologia celular

durante su formacién, esta investigacién describe la respuesta fisiologica de dos

especies de diatomeas benténicas, comunes en Baja California, al ser expuestas a

hidréxido de titanio durante su cultivo y evalua algunas caracteristicas fisico-

quimicas y dopticas de la pared celular formada. Con lo cual se contribuye al

conocimiento de fa biologia de metales en las diatomeas y se estudia su potencial

uso para algunas aplicaciones tecnolégicas.
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Capitulo IV
 

Hipotesis

 

Mediante cultivos con hidréxido de titanio se obtendran frustulas de Navicula

incerta y Nitzschia laevis con distinta composicién quimica y propiedades Opticas,

y sin deformaciones morfolégicas las cuales pueden tener distintas aplicaciones

en optoelectrénica.
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Capitulo V
 

Objetivos

 

V.1. Objetivo general.

Evaluar la capacidad de incorporaci6én de titanio en Jas fristulas de Navicula

incerta y Nitzschia laevis asi como, algunas de sus propiedades morfolégicas,

dpticas y quimicas de interés en optoelectronica.

V.2. Objetivos especificos.

Evaluar la tolerancia de Nitzschia laevis y Navicula incerta al hidroxido detitanio.

Evaluar la capacidad de utilizacién de silicatos y titanio de Nifzschia laevis y

Navicula incerta.

Obtenerla relaci6én de titanio incorporado respecto a la composicién de éxido de

silicio de la fristula de la especie tolerante.

Caracterizar la morfologia de las frustulas resultantes de los tratamientos.

Medir las secciones transversales de absorcion, extincién y esparcimiento de las

frustulas con y sin titanio asi como, antes y después de inducir fa cristalizacién de

sus componentes mediante tratamiento térmico.
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Capitulo VI
 

Materiales y métodos

 

Para abordar los objetivos especificos fue necesario disefiar distintos ensayos,

realizar los analisis bioldgicos, fisicos y quimicos. Todos los materiales y métodos

pueden ser mencionados en tres grupos: 1) tolerancia a las condiciones

experimentales, 2) biomineralizacién e 3) interacciones de la luz con las frustulas.

A continuacién son descritas las caracteristicas de las especies biolégicas en

estudio y posteriormente los tres grupos de materiales y métodos mencionados en

el parrafo anterior.

VI.1.Caracteristicas de las diatomeas.

Las diatomeas bentonicas, es decir que viven adheridas en la interface suelo-

agua, fueron obtenidas de la coleccién particular del Laboratorio de Biologia y

Cultivo de Microalgas del Departamento de Acuicultura del CICESE, las cuales

fueron aisladas durante el 2001 de biopeliculas de regiones pesqueras

procedentes del Ejido Eréndira, Baja California, México. La especie Nitzschia

laevis (B) mide 7.5 x 6 um y Navicula incerta (E) 14.5 x 5 um, Correa-Reyesetal.

(2001).

v1.1.1. Respaldos celulares e indculos.

Los respaldos celulares de las diatomeas fueron mantenidos en cultivos

semanales en matraces Erlenmeyer de 200 mL con 100 mL de medio de cultivo F

de Guillard y Ryther (1962). Para el medio de cultivo se utilizé agua de marfiltrada

obtenida del sistema de agua marina que abastece al CICESE, previamente

esterilizados durante 15 minutos a 1.5 Kg m” y 121°C (Sterilizer SE300 Yamato).

El medio F es una dilucién acuosa de sales y entre sus componentes contiene los

macronutrientes, vitaminas y metales traza esenciales para el metabolismo aigal.
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Los cultivos se mantuvieron monoespecificos, no axénicos y como inéculo se

utiliz6 5 mL de un cultivo anterior y se realiz6 una resiembra periddica semanal.

Los inoéculos para todos los experimentos realizados en esta tesis fueron

mantenidos en condiciones constantes de temperatura a 20 °C irradiancia de luz

blanca continua de 100 yE ms‘ (General Electric F40D.EX, 4 1 Biospehrical

Instruments®, QSL-100) hasta alcanzarla fase exponencial de crecimiento.

V1.2. Tolerancia a las condiciones experimentales.

Para evaluar la tolerancia de Nitzschia laevis y Navicula incerta fue primeramente

necesario sintetizar la especie quimica de titanio mas compatible segun se

mencioné en los antecedentes. Para obtenerel hidréxido de titanio utilizado fueron

empleados dos protocolos de sintesis: Jeffryes et al. (2008) y Kotscokechiaga et

al. (2008). De cada protocolo se obtuvo un precipitado que fue caracterizado por

espectroscopia de infrarrojo (Nicolet 6700 FT-IR Spectrometer), espectroscopia

UV-Vis (AvaLight-DH-S-BAL Balanced Deuterium-Halogen Light Source, AvaSpec-

2048 Standard Fiber Optic Spectrometer) y difraccién de rayos X (Philips X'Pert

PW3020) en el Centro de Nanociencias y Nanotecnologia de la Universidad

Nacional Aut6énoma de México, CNyN-UNAM.

En el protocolo Jeffryes et al. (2008), el hidréxido de titanio es obtenido por una

reacci6én de precipitacién acido-base fuertes a partir de titanio (IV) oxisulfato en

solucién de acido sulftrico e hidrédxido de sodio 4.0 M. En el protocolo de

Kotsokechagia et al. (2008), el hidrdxido de titanio resulta de la reaccién de

hidroxilacién del tetracloruro de titanio mediante etanol anhidro y alcohol bencilico.

Con ambos productos se obtuvieron soluciones madre, cuya concentracién en

titanio fue corroborada por espectroscopia de emisién atémica inductivamente

acoplada con plasma, ICP-AES por sussiglas en inglés “Inductively Coupled with

Plasma Atomic Emission Spectroscopy’, (ICP-AES Varian Liberty) en el

Laboratorio de Hidrogeoquimica del Departamento de Ciencias de la Tierra del

CICESE.
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El protocolo de Kotsokechagia et al. (2008) fue modificado para conseguir la

obtencidndirecta detitanoles, sin necesidad de disolver un precipitado: primero se

obtuvo una solucién primaria al hidroxilar 1 mL de TiCl, en 5 mL de C2H,0;

después, se tomé 1 mL y se aford en 30 mL de agua desioniza. Esta Ultima

solucion fue caracterizada por ICP y fue la que se utiliz6 en todos los ensayos en

que se mencionael protocolo de Kotsokechagia et al. (2008).

Para evaluar la tolerancia de las especies de diatomeas a las soluciones madre

que serian afiadidasal cultivo como fuente detitanio, se realizaron varios ensayos

previos. Esencialmente monocultivos en Iote, por triplicado, usando como base de

nutrientes el medio F, los cultivos contenian 211 UM Si, con salinidad de 35 fo, e

irradiados con 100 uE m’s", en las siguientes condiciones:

A) Crecimiento en etanol anhidro al 0, 2, 4, 6, 8 y 10 %. Con muestreo al 0 y

noveno dia. Ensayo que tuvo que ser repetido. La densidad celularinicial

fue de 2 276 250 cél mL" para Nitzschia laevis y de 1 273 750 cél mL" para

Navicula incerta. En la segunda ocasi6n,al 0, 0.3, 0.6, 1, 2, 4, 6, 8 y 10 %

de etanol anhidro. La densidad celularinicial fue de 1 975 000 cél mL” para

Nitzschia laevis y de 1 337 500 cel mLpara Navicula incerta.

B) Diluciones de la solucién madre de Jeffryes et al. (2008) y Kotsokechagia et

al. (2008), las cuales fueron esterilizadas 15 minutos a 1.5 Kg m? y 121°C.

En concentraciones 0, 0.8, 2.3, 4 y 6.4 uM de Ti y para el primero y 0,

0.00257, 0.00772, 0.01286, 0.02058 uM de Ti para el segundo.

C) Diluciones de la solucién madre de Kotsokechagia et al. (2008) para

obtener fueron 0, 8.1, 16.2 y 39.6 uM de Ti. El indéculo inicial de Navicula

incerta fue de 58 000 cél mL” y de 9.6000 cél mLpara Nitzschia laevis.

El pH inicial fue medido en todos los casos con un potenciémetro HANNA Checker

3 y fue de ~8.
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VI.2.1. Variables poblacionales.

Para la estimacién del crecimiento poblacional se colectaron muestras de 1 mL de

cada situacién experimental y fueron fijadas con 1 gota de lugol. Durante el

experimento las muestras fueron colectadas siempre en condiciones estériles

dentro de una campanade flujo laminar. Para los conteos de células se utilizé el

método descrito por Paniaguaet al. (1989), con una camara Neubauer 0.1 mm de

profundidad con dos subcuadriculas para conteo. Previo al conteo al microscopio

(Olympus CX-31), una a una, las muestras fueron disgregadas con ultrasonido

durante 3 minutos (L&R® Solid State/Ultrasonic T9-B).

Como indicador de crecimiento fue calculada la Tasa de Crecimiento Especifica

(yu) utilizando la ecuacién (4) descrita por Fogg y Thake (1987):

_ Log, (N,)- Log, (N,)paea

anh (4)
Donde:

u = Tasa de crecimiento especifico

N2= Numero de células en el tiempo tz

N= Numero de células al tiempo t,

VI.2.2. Fotosintesis.

Durante el! ultimo muestreo del ensayo de tolerancia a las soluciones madre de

titanio a partir de dos protocolos distintos [ensayo B) de la seccién VI.2], fueron

tomadas alicuotas de cultivo de diatomeas para evaluar su contenido de

pigmentos y su capacidad de fotosintesis. Para analizar el contenido de clorofila a

y carotenos totales fueron colectados 10 mL de cada condici6én experimental y se

les concentré en filtros de fibra de vidrio de 4.7 mm de diametro con 1 u de

abertura de poro (Osmics GF/C) y siguiendo la metodologia descrita por Parsons

et al. (1984).
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La capacidad fotosintética fue medida en picogramos de oxigeno por célula por

hora, utilizando para ello muestras de 7.5 mL de cultivo puestas en oscuridad

durante 5 min para que estuvieran avidas de luz. Para la determinacion de la

evoluci6n del oxigeno se utiliz6 una lampara de haldgeno (Xenophot HLX, Osram,

Munich, Germany) como fuente de iluminacién para la fotosintesis y 6 filtros de

malla plastica para obtener un gradiente de luz desde los 0 a los 5066.4 uE ms".

La cantidad de oxigeno producido fue determinada con un electrodo de oxigeno

(YSI 5331, Yellow Spring Instruments Co., OH, USA).

Para construir las curvas fotosintéticas fue relacionada la cantidad de oxigeno

producidas en un intervalo de tiempo, en funcién de la cantidad de células

expuestas a la fuente de iluminacioén. Los parametros que describen la curva: Pmax

0 fotosintesis maxima, a o eficiencia fotosintética e |, o indice de saturacién

luminica, fueron determinados segtn los criterios de Platt (1981) y Figueroa etal.

(1997).

V1.3. Biomineralizacion.

El estudio de la biomineralizacibn estuvo basado en la cuantificacién de la

utilizacién atémica de sflice y titanio para expresarlo como gramosdetitanio por

cada 100 gramos de oxido desilicio de peso inorganico de la célula. En otras

palabras, expresar la relacién titanio-silice en la frustula formada despreciando el

contenidointracelular de las diatomeas. Estas fueron mantenidas en mono-cultivos

por lote en medio F, con 211 uM Si y 40 uM de Ti. Se considerdé que en este

sistema de cultivo los silicatos y el titanio podian estar en 3 fracciones: medio de

cultivo, contenido intracelular y frustula. Fue de especial interés evaluar las

cantidades en el medio de cultivo y en la fristula. La diferencia entre estos valores

se atribuy6é al contenido intracelular que atin no es incorporado la frustula en el

tiempo de muesireo y porello poco relevante para los objetivos de este trabajo.
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El crecimiento celular y fotosintesis de los ensayos de este apartado fueron

evaluados con las metodologias de los incisos VI.2.1 y V2.2. La concentracion de

titanio inicial fue la maxima tolerable por las células segtin los ensayos de

tolerancia [VI.2 inciso C)]. Las condiciones de esterilizacién, temperatura,salinidad

e irradiancia luminica para los tratamientos fueron las mismas quelas descritas en

el inciso V1.2. La produccién de biomasa celular en el sistema de cultivo fue

evaluada como peso seco con alicuotas de 30 mL de cultivo filtradas utilizando

filtros de fibra de vidrio de 47 mm de diametro de la marca PALL(A/E) ® con 1 ym

de abertura de poro y se les hizo pasar formiato de amonio 5M paraeliminarlas

sales. Fue utilizada la metodologia de pesos secos constantes descrita por

Sorokin (1973). Con ella fueron estimados el peso secototal o peso de la biomasa

y despuéslas fracciones de ella: peso inorganico y peso seco organico. Se utiliz6é

una balanza electronica Metter Toledo XS105 Dual Range®, una mufla

Thermolyne 1400® y una estufa VWR Brand®.

El primer ensayo de biomineralizacién [ensayo D)] consistié en afadir titanio en el

medio, el cual provenia de la solucién madre del protocolo (K) y se monitoreo su

evolucién en el medio de cultivo. También fue evaluada la evolucién de la

concentracién de silicio. Fue necesario plantear un segundo experimento para

medir estos parametros pero durante las primeras horas de cultivo [ensayo E)].

Para estos dos ensayos la solucién (K), Ti(OH)4 a partir de TiCl, y etanol, fue

esterilizada como todos los componentes del medio de cultivo (Seccion VI.1.1).

En el primer ensayo de biomineralizacién fueron tomadas muestras de 25 mL de

cultivo a los 0, 2, 4, 6 y 8 dias, las cuales fueron pasadasporfiltros de fibra de

vidrio (Pall AIE)® con 1 um de abertura de poro para evitar el paso de las células y

su interferencia con el monitoreo de fa concentracion de silice y titanio en medio

liquido. Estos elementos fueron analizados por ICP-AES. También se analizo la

capacidad fotosintética de las células de diatomeas mantenidas en los ensayos

utilizando las metodologias del inciso VI.2.2.
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Se realiz6 un tercer ensayo [ensayo F)], similar al primero[ensayo D)], pero

utilizando la solucién madre (K), de Ti(OH), a partir de TiCl, y etanol, sin

esterilizar. Los muestreos para el monitoreo del crecimiento poblacionalcelular y

la evolucién delsilicio y el titanio en el medio se realizaron a las 0, 6, 12, 24 horas

y alos 2, 4, 6, 8 y 10 dias de cultivo.

En elultimo dia del primer y tercer ensayo de biomineralizacién la biomasatotal de

cada especie fue recuperada por centrifugacién a 4 °C y 4000 rpm enciclos de 5

minutos en una centrifuga Eppendorf 5810R. Para obtenerlas fristulas libres de

cualquier otro componente celular se utilizo el método descrito por Jeffryes et al.

(2008). En éste método la fraccién organica es digerida utilizando dodecilsulfato

sddico, SDS, y acido etilendiaminotetracético, EDTA. Después de realizar los

ciclos de lavado propuestos, las muestras fueron secadas a 50 °C. Deellas se

tom6 una submuestra para hacer una digestién con acido fluorhidrico concentrado

de alta pureza. La determinacién de la cantidad detitanio y silice en las fristulas

de cada especie de diatomeas se realiz6 mediante andalisis por ICP-AES y fue

expresado como g Ti / 100g Si. Mediante microscopia Raman se comprobdé que

solo en los tratamientos con titanio se presentara la inducci6n térmica del Ti(OH),

a TiO2. Estos analisis fueron realizados en un horno tubular durante 5 horas a 500

“C con rampa de 10 °C cada minuto (Lindberg/Blue M*-ThermoScientific) y con un

microscopio Raman (Xplora de Horiba scientific) con tres laser 532 nm, 638 nm

785 nm, en el CNyN-UNAM.

VI.4. Morfologia y propiedades opticas.

Mediante imagenes de microscopia electronica de transmisién, TEM, por sus

siglas en inglés (Transmission Electronic Microscopy), fueron evaluados

cualitativamente posibles cambios morfolégicos de las paredes celulares después

de estar en las condiciones de cultivo del ultimo ensayo de biomineralizaci6n

[ensayo F)]. Previo a la observacién TEM, las muestras fueron mantenidas con

tratamiento térmico para inducirla cristalizacién de los titanoles. Los montajes de
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las muestras se hicieron en rejillas de cobre de 300 divisiones (Lacey

Fomvar/Carbén). Se hizo un barrido para ver posibles deformaciones en las

frastulas en el Microscopio Electrénico de Transmisién en del CNyN de la UNAM.

Antes y después del tratamiento térmico (seccién V1.3) se realizaron suspensiones

de las particulas en agua destilada, a las cuales se les midié la propiedad de

absorcion y de extincién de luz visible para evaluar las secciones transversal de

esparcimiento, extincién y absorcién de estas particulas (ver seccidn II.3). Estas

mediciones fueron realizadas en el Laboratorio de Optica estadistica del

Departamento de Optica de fa Divisién de Fisica Aplicada del CICESE y utilizando

el método descrito por Teranet al. (2010) en donde las secciones transversales de

absorcién, Cia), y extincion, Cre), estan dadas por la ecuacién (5),

C= (1/pd)(InTe) (5)

donde, p es Ja densidad de particulas, d es la distancia de la celda, en este caso 1

cm, y Te = potencia detectada / potencia de referencia. La potencia de referencia

es la detectada en agua destilada sin particulas.

VI.5. Tratamiento estadistico de los resultados.

Cuando fue necesaria la comprobaci6n estadistica de los resultados, las pruebas

fueron elegidas considerandolas hipdtesis estadisticas que las fundamentan y que

corresponden a: linealidad, homogeneidad de varianzas, normalidad e

independencia (Sokal y Rohlf, 1979). Los datos que resultaron paramétricos

fueron procesados con analisis de covarianza de una, dos 0 tres vias (ANCOVA),

de lo contrario fueron empleadas pruebas de varianza en rangos. También se

tealizaron pruebas de Kruskal-Wallis, Holms-Sidak, pruebas t y regresiones

lineales, utilizando los programas Statisica versién 6.0 t Sigma Stat 3.0,

considerando en ambosun valor de a = 0.005.
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Capitulo Vil

 

Resultados

 

VI.1. Tolerancia.

En esta seccion se presentanlos resultados de los experimentos de la seccién

V1.3, en la cual fueron planteados los procedimientos para la estandarizacién de

las condiciones en las que se realizaronlos cultivos de las diatomeas.

VII.1.1. Caracterizacion de precursores de hidrdoxidosdetitanio.

Los espectros de absorbancia de infrarrojo en la region de 3000 a 3700 cm"

mostrados en la figura 1A y 1B son atribuibles a la presencia de grupos —-OH en

los precipitados obtenidos con los dos métodos de obtencién de precursores para

las primeras soluciones madre de titanio, fas cuales fueron utilizadas en los

experimentos de la seccion VIl.1.4. Asi mismo, puede observarse en la region

cercana a 1600 cm” las tendencias de absorcidn atribuibles a la presencia de

grupos Ti-OH.
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Figura 1. Espectro de absorbancia en infrarrojo de los precursores de las primeras soluciones madre de

titanio. A: espectro del precipitado sintetizado por el protocolo de Kotsokechagia et al. (2008), obtenido

mediante TiCl, y etanol-benzil alcohol. B: espectro del precipitado segan Jeffryes et al. (2008) a partir de
titanio (IV) oxisulfato e hidréxido de sodio.
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En la figura 2 se muestran los espectros de absorcién de luz ultravioleta y visible para

ambos precursores de titanio. Mientras que el producto obtenido por e! protocolo de

Kotsokechagia et al. (2008) absorbe luz en las longitudes de onda de 218 a 352, el de

obtenido segun Jeffryes et al. (2008) absorbe de 218 a 385 nm. La banda de absorci6n es

ligeramente mayor para el producto de Jeffryes et al. (2008) (Figura 2B).
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Figura 2. Espectro de abrorbancia en luz ultravioleta y visible de la muestra sintetizada por el protocolo de

Kotsokechagiaet al. (2008) [A]y de Jeffryeset al. (2008)[B].
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En la figura 3 se puede observar los patrones de dispersién de rayos x de las

muestras mencionadasenla figura 1 y 2. Para el precitado de Kotsokechagia etal.

(2008) el espectro resulto igual al reportado por los autores del método, con la

principal intensidad de difraccidn en la posicién 25, 2°, Fue identificado como

anatasa cristalina con la tarjeta 00-021-1272 “International Center for Diffraction

Data”. Para el protocolo de Jeffryes, el producto fue identificado como

principalmente NaSO, por la tendencia general y similitud con la tarjeta

cristalografica 00-005-0631 2011 de la bases de datos antes mencionada.
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Figura 3. Difractogramas de rayos x del precipitado de anatasa obtenido con el protocolo de tetracloruro de

titanio y alcoholes segtin Kotsokechagia et al (2008) y con el protocolo de precipitacién de titanio (IV)

oxisulfato en hidréxido de sodio segitin Jeffryes et al. (2008).
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Vll.1.2. Tolerancia a etanol anhidro.

La figura 4 representa el numero de frustulas por mililitro al ser cultivadas en

medio F con concentraciones crecientes de etanol anhidro. La figura 5 muestra los

resultados del ensayo confirmatorio del cual resultd la figura 4.

En la figura 4 se puede observar que el numero de células encontradas en el

tratamiento control, 6 0% etanol, fue mayor que en las diferentes concentraciones

de etanol y se evaluaron diferencias entre especies (P<0.001). Asi mismo, excepto

en el control, el ntimero de células contadas fue menor que el inédculo [seccién

V1.2, A)] y decrecié conforme aumenté la concentracion de etanol.

6.E+06

5.E+06

4.E+06

3.E+06

ce
l
m
L
!

2.E+06

1,.E+06

0.E+00

 

% de etanol

Figura 4. Células por mililitro (cél mL”) de Nitzschia laevis y Navicula incerta HD en el noveno dia de
cultivo con etanol anhidro de 0 a 10% en medioF, (a>b>c>d, 1>2>3>4).
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En la figura 5 se puede observar que la misma tendencia observadaenla figura

anterior. Se encontré que el nimero de células de Nitszchia laevis y Navicula

incerta es distinto en las diferentes concentraciones de etanol anhidro (P<0.001) y

se encontr6 una relacién inversa del numero de células respecto a la

concentracién de etanol.
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Figura 5. Células por mililitro (cél mL"') de Nitzschia laevis y Navicula incerta HD en el noveno dia de

cultivo con etanol anhidro de 0 a 10% en medio F, (a>b>c, 1>2>3>4).

VIL.1.3. Tolerancia a diferentes concentraciones de hidroxidos de titanio
sintetizados por dos protocolos distintos.
En la figura 6 y 7 se muestran los resultados del crecimiento celular de Nitzschia

laevis y Navicula incerta cultivadas en medio F y distintas concentraciones de las

soluciones madre de titanio, cuya preparacién fue descrita en la seccion VI.2.

Ambas especies mostraron crecimiento positivo respecto a los dias de cultivo sin

que sus datos mostraran una distribucién normal (P<0.050). El crecimiento de

Nitzschia laevis durante los dias no mostro variaciones homogéneas (P<0.050),

mientras que el de Navicula incerta si lo fue (P=0.401).
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Enla figura 6 se muestran los datos del crecimiento de Nitzschia laevis, hubo

diferencias en el numero de células respecto a los dias (P<0.001) pero, no

respecto a los tratamientos (P=0.443) ni debido a sus concentraciones (P=0.109).
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Figura 6. Numero de células por mililitro de Nitzschia laevis durante siete dias de cultivo en medio F con
distinta concentracién micromolar de titanio obtenido por dos protocolos. Para el protocolo de Jeffryes et al.

(2008) [A] fueron probadaslas concentraciones 0.8 [peaesnes ], 2.3 [meme oom], 4 [em =o] ¥ 6.4 [mem | LM

de Ti. En tanto, para el protocolo de Kotsokechagia et al. (2008) [B] se utilizaron concentraciones de 0.003

fannannee ], 0.008 [mmmen om), 0.013 [mmm © +] ¥ 0.021 [mena |] UM de Ti. Tanto en A como en [ J

representael tratamiento control.
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En la figura 7 se muestran los datos del crecimiento de Navicula incerta. El

crecimiento no fue diferente respecto a las concentraciones (P=0.185) pero si

entre protocolos (P=0.034).
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Figura 7. Numero de células por mililitro de Navicula incerta durante siete dias de cultivo en medio F con

distinta concentracién micromolar de titanio obtenido por dos protocolos. Para el protocolo de Jeffryes et al.

(2008) [A] fueron probadaslas concentraciones 0,8 [sennenes J, 2.3 [ewmon com], 4 [numman 2 2] ¥ 6.4 [ee eee | UM

de Ti. En tanto, para el protocolo de Kotsokechagia et al. (2008) [B] se utilizaron concentraciones de 0.003

[anenneae |, 0.008 [nme wom], 0.013 [mmm s =] y 0.021 [meme | UM de Ti. Tanto en A como en B [, J

representa el tratamiento control.

 

 



30

En la figura 8 se muestra la produccién de clorofila a en microgramosporlitro de

cultivo de Nifszchia laevis y Navicula incerta al ser cultivadas en medio F con

distintas concentraciones detitanio obtenido mediante dos protocolos de sintesis.

Para Nitzschia laevis result6 no normal (P<0.050) y de varianzas homogéneas

(P=0.695). Mientras que para Navicula incerta result6 normal (P=0.554) y también

con varianzas homogéneas (P=0.687).

Para Nitszchia laevis hubo diferencias en la produccién de clorofila debido al

protocolo utilizado (P=0.027), pero no debido a la concentracién utilizada de los

mismos (P=0.261).

Para Navicula incerta no se registraron diferencias en la produccién de clorofila

debido al protocolo utilizado (P=0.265) ni tampoco debido a la concentracién

utilizada de los mismos (P=0.086).
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Figura 8. Microganos porlitro de clorofila a evaluados al séptimo dia de cultivo de Nitszchia laevis a y

Navicula incerta en medio F con distintas concentraciones de titanio disuelto obtenido por el protocolo de

Jeffryes et al. (2008) y de Kotscokechiagaetal. (2008).

 



31

La figura 9 representa la produccién de carotenos totales de Nitszchia laevis y

Navicula incerta. La distribuci6n de los datos de ambas especies result6 normal

(P=0.06) y de varianzas homogéneas, P=0.634 para Nitzschia laevis y P=0.635

para Navicula incerta.

Asi mismo, no se evaluaron diferencias en la produccién de carotenos totales

debido al protocolo utilizado como fuente de titanio (P=0.056 y P=0.380) ni debido

a la concentracién utilizada (P=0.638, P=0.130) para Nitszchia laevis y Navicula

incerta, respectivamente.
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an 9. Microgramos By litro de carotenos totales evaluados al séptimo dia de cultivo de Nitszchia laevis

y Navicula incerta en medio F con distintas concentraciones de titanio disuelto obtenido por el

protocolo de Jeffiryes et al. (2008) y de Kotscokechiagaetal. (2008).

 



32

VII.1.4, Cultivo de !as diatomeas con concentraciones mayores de hidréxido
de titanio.
En la figura 10 se muestra el crecimiento de Navicula incerta y Nitzschia laevis

medido en células por mililitro al ser cultivadas en medio F distintas

concentraciones de la solucién madre de titanio esterilizada obtenido con la

modificacién al protocolo de Kotsokechagia et al. (2008).

El numero de células de Navicula incerta no mostré relacién con la concentracion

de titanio (N=11, R=0.468) y su crecimiento result6 normal (P=0.727) y de

varianzas homogéneas (P=0.653). El crecimiento fue distinto en las diferentes

concentraciones de titanio (P=0.032) con la principal diferencia en las

concentraci6n 16.2 uM Ti (P<0.05).

En la mismafigura, los valores de Nitzschia laevis tuvieron relacion positiva con la

concentracién de titanio (N=10, R=0.899) y su crecimiento fue normal (P=0.751) y

de varianzas homogéneas (P=0.468). El crecimiento result6 distinto respecto a las

concentraciones de titanio (P<0.001) excepto en la concentracién 39.6 uM Ti

(P<0.05).
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Figura 10. Numero de células por mililitro de Navicula incerta y Nitzschia laevis en el cuarto dia de cultivo

en medio F con distintas concentraciones de la solucién madre de titanio esterilizada obtenido por

hidroxilacién directa del teracloruro de titanio con etanol anhidro, sin obtencién de pregato. segun

Kotsokechagia et al. (2008). Las barras representan a Navicula incerta y a Nitzschia laevis
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VIL.2. Biomineralizacién.

En esta seccién se presentan los resultados de los procedimientos planteados en

la seccion VI.4, de mismo nombrey en la cual se realizaron los experimentos para

determinar la utilizaci6n de titanio y silicatos de las especies de diatomeas

estudiadas, asi como la caracterizacion delas frustulas obtenidas.

VH.2.1. Utilizacion de Si y Ti.
En la figura 11 se muestra el crecimiento de Nitzschia laevis, A, y Navicula incerta,

B, al ser cultivadas durante ocho dias en medio F y 40 uM deTi con Ia solucién

madre obtenida con la modificacién del protocolo de Kotsokechagia et al. (2008).

Mientras que para Nitzschia laevis los datos resultaron no normales (P<0.05), para

Navicula incerta si lo fueron (P=0.084). Para ambas especies las varianzas fueron

homogéneas, P=0.111 y P=0.472 respectivamente. Asf mismo, para ambas

especies el numero de células fue distinto y se incrementé respecto a los dias de

cultivo (PS0.001). Tanto Nitzchia laevis (P=0.045) como Navicula incerta (P=0.023)

fueron diferentes y significativamente mayores respecto a su control.
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Figura 11. Numerode células por mililitro de Nitzschia laevis (A) y Navicula incerta (B) cultivadas en 0 y 40

micromolar detitanio obtenido por hidroxilacién directa del tetracloruro de titanio con etanol anhidro, sin

obtencion de precipitado, segtin Kotsokechagia et al. (2008) [solucién K’ esterilizada]. Tratamientos control

L Jy de titanio para Nitzschia laevis [se.aes05 | y Navicula incerta [m= = =]. 
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El monitoreo de la evolucién delsilicio y titanio en los cultivos celulares del primer

ensayo de utilizacién de estos elementos, mostré quelos silicatos puestos en el

medio sonutilizados para la generacién de nuevas células de Nitzschia laevis y de

Navicula incerta (figura 12 A y B). La deplecién de la concentracién delsilicio en el

medio es muy marcadaenel dia 4; en relacién con el crecimiento celular (figura

11) es representativo de la fase exponencial de crecimiento.

Porotro lado, no pudo ser observada alguna tendencia clara de evolucién para la

concentraci6én de titanio en el medio (figura 12 C y D) e incluso las ppm

registradas por el ICP estuvieron muy por debajo de las 1.93 ppm de Ti

esperadas.
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Figura 12. Concentracién en ppm desilicio (A y B)y detitanio (C y D) disueltos en el medio extracelular de

Nitzschia laevis [(e«s.s00= ) A y C] y Navicula incerta [(— — =) B y D] durante 5 dias de cultivo. Los

tratamientos control de ambas especies[. ] correspondena cultivos en medio F sin adicion detitanio. 
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El peso seco total, peso seco orgdnico y peso seco de cenizas de la biomasa

producida en los cultivos de Nitzschia laevis y Navicula incerta con 40 uM de

titanio durante 8 dias fueron comparados con sus tratamientos control y entre ellos

para cada especie (figura 13). Los datos de Nitzschia laevis resultaron ser

normales (P=0.772) y de varianzas homogéneas (P=0.174). El tratamiento con

titanio no resulto diferente al tratamiento control (P=0.080). Los pesos total, de

cenizas y organico resultaron diferentes entre si (P<0.001, Tukey P<0.050). Para

Navicula incerta los datos resultaron ser normales (P=0.027) con varianzas

homogéneas (P=0.562). El tratamiento con titanio no resulté diferente al

tratamiento control (P=0.208). Los pesos total, de cenizas y organico fueron

diferentes entre si (P<=0.001, Tukey P<0.005).
o
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Figura 13. Gramos de materia de diatomeas por mililitro de medio de cultivo, Peso seco total RS, peso seco

de cenizas y peso seco organico de Nitzschia laevis en el tratamiento control (LC) y en el tratamiento
40 uM de Ti (LTi), asi como de Navicula incerta en el tratamiento control (IC) y en 40 1M deTi (ITi). El

titanio disuelto en el medio de cultivo F fue obtenido por hidroxilacién directa del tetracloruro de titanio con

etanol anhidro, sin obtencién de precipitado, segtin Kotsokechagia et al. (2008).
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La produccién de clorofila a y carotenos totales (figura 14) de Nitszchia laevis

result6 ser no normales (P<0.050) y con varianzas homogéneas (P=0.181). El

contenido de pigmentos dependidé de los tratamientos (P=0.023). El contenido de

clorofila es diferente al contenido de carotenos en el control y en el tratamiento

(P<0.050) y entre el control y el tratamiento (P<0.050). Para Navicula incerta los

datos resultaron ser normales (P=0.625) y con varianzas homogéneas (P=0.282).

La produccidn de clorofila a y carotenos fue diferente entre tratamientos (P<0.001).
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Figura 14. Microgramosporlitro de clorofila a (A) y carotenostotales (B) de Nitzschia laevis y Navicula

incerta cultivadas en medio F mas 40 pM detitanio obtenido por hidroxilacién directa del tetracloruro de
titanio con etanol anhidro, sin obtencién de precipitado, segin Kotsokechagiaetal. (2008).
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El grado de acumulacién de titanio en las frustulas de ambas especies de

diatomeas fue medido después de eliminarseles fa fraccién organica y se muestra

en la figura 15. Fue evidente que existio una mayor acumulacién detitanio en las

fristulas de los tratamientos a los que se le adicionéd dicho componente. Asi

mismo, fue evidente la diferencia entre especies, siendo mayor para la especie

Nitszchia laevis.
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Figura 15. Acumulacién de titanio por cada 100 gramos de 6xido desilicio de las firistulas de Navicula

incerta (IRT) y Nitzschia laevis (LRT), asi comoen sus tratamientos control, IRO y LRO respectivamente.

VII.2.2. Utilizacién de silicatos y titanio en las primeras 24 horas.
El crecimiento celular de Nitszchia laevis y Navicula incerta fue monitoreado

durante las primeras 24 horas de cultivo (figura 16). Ambas especies mostraron

diferencias en el niimero de células respecto al tiempo de cultivo (P < 0.001) con

una fase de aclimatacién las primeras 12 horas de cultivo, para después

incrementar a la hora 24, siendo esta la principal diferencia para ambas especies

respecto al tiempo de cultivo (P<0.001).

El nGmero de células Nitszchia laevis (figura 16 A) result6 normal (P=0.107) y de

varianzas no homogéneas (P<0.050). No hubo diferencias significativas entre

tratamientos (P=0.230).
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Para Navicula incerta (figura 16 B) el analisis mostré6 que sus datos son normales

(P=0.102) y de varianzas no homogéneas (P<0.050). Tampoco mostré diferencias

entre tratamientos (P=0.393).
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 Figura 16. Células por mililitro producidas durante 24 horas de cultivo en 0 [

Nitzschia laevis (A) [ussensen ] y para Navicula incerta (B) [= —_ =].

] y 40 uM de Ti para

En la figura 17 A y B, puede observarse que para ambas especies de diatomeas

tanto en los tratamientos con titanio asi como, en los tratamientos control la

disminucién de la concentracién desilicio libre en el medio es mas evidente a las

24 horas de cultivo. Incluso en esta hora, las desviaciones estandar se traslapan

entre tratamientos y antes de las 24 horas es dificil dictaminar con alguna

tendencia.

En esta ocasiény al igual que en el primer ensayo de esta seccién no pudieron ser

definidas con seguridad algun tipo de tendencia para eltitanio, figura 17 C y D.

 



p
p
m
d
e

Si

 

39

 

 

 

   

: D

= 04 40" + 047 tr t

303 0.3203 4 34

50.2 4 0.2 4

0.14 0.1
0 : : . 1 0 7 . 7 :

0 2 6 1224 0 2 6 42 24
Hora de cultivo Hora de cultivo

Figura 17. Concentracién en ppm de silicio (A y B) y de titanio (C y D) disuelto en el medio extracelular de

Nitzschia laevis (A y C) y Navicula incerta (B y D) durante 24 horas de cultivo. Los tratamientos control

[ ] corresponden a cultivos en medio F sin adicién de titanio. Los tratamientos para Nitzschia laevis [

seassen:] ¥ Navicula incerta [= — =] fueron preparados de forma similar a los controles pero con adicién de
titanio.
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Vli.2.3. Hidréxido de titanio en ta solucién sin esterilizar como fuente de
titanio en el medio decultivo.

En los cultivos de Nitszchia laevis y Navicula incerta en medio F con 211 uM de Si

al ser utilizada la solucion madre de titanio obtenida con la modificacién del

protocolo de Kotsokechagia et al. (2008) y sin esterilizar, estos cultivos resultaron

con mayor concentraciéninicial de titanio, 46 uM de Ti, es decir 6 uM mas que en

los ensayos anteriores. En dichas condiciones Nitzschia laevis presenté una tasa

de crecimiento especifica diaria (u) de 71.13+0.004 en el tratamiento control y

1.340.02 en el tratamiento con titanio, en tanto que el valor para Navicula incerta

fue de 0.96+0.01 y de 1.01+0.06, respectivamente. En la figura 18 A se puede

observar que para ambas especies se presento la fase de aclimataci6n delinicio al

primer dia para en el cuarto dia estar en plena fase exponencial. No se registro

fase estacionaria en las horas de cultivo muestreadas. La distribucién de los datos

de numero de células de Nifszchia laevis result6 ser no normal ni de varianzas

homogéneas (P<0.050). El cambio en el numero de células por dia dependié del

tratamiento (P<0.001) siendo mayor para el tratamiento control. Para Navicula

incerta tampoco fueron normales (P<0.050) pero si de varianzas homogéneas

(P=0.312). El cambio del nimero de células en los dias también dependié del

tratamiento y fue significativamente mayoren el cultivo con titanio (PS0.001).
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Figura 18. Células por mililitro producidas durante 24 horas de cultivo en 0 [

Nitzschia laevis (A) [saseenee | y para Navicula incerta (B) [= — «|.

J y 46 4M de Ti para 
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En el tercer ensayo de monitoreo desilicatosy titanio disueltos en el medio (figura

19), se observé la misma tendencia de deplecién delsilicio relacionado conla fase

exponencial de crecimiento de ambas especies de diatomeas(figura 19 A y B).

Aunque para eltitanio en esta ocasién se esperaba una concentracién maxima

inicial de 2.2 ppm, solo se registraron maximas de 0.4 ppm. Aunque se registré

una tendencia distinta a los ensayos anteriores no se tuvo seguridad instrumental

para afirmar algo sobre ello (figura 19 C y D).
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Figura 19. Concentracién en ppm desilicio (A y B) y detitanio (C y D)disuelto en el medio extracelular de
Nitzschia laevis (A y C) y Navicula incerta (B y D) durante 240 horas de cultivo. Los tratamientos control

L ] correspondena cultivos en medio sin adicion detitanio. Los tratamientos para Nitzschia laevis

[sneeen «+ | y Navicula incerta [=m = »] fueron preparados de formasimilar a los controles pero con adicion

detitanio.
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La biomasa producida en los cultivos de Nitszchia laevis y Navicula incerta ahora

con 46 UM detitanio y durante 10 dias, fueron analizados como pesosecototal,

peso seco organico y peso seco de cenizas y fueron comparados con sus

tratamientos control y entre ellos para cada especie (figura 20). La distribucién de

los datos de gramos de materia por mililitro de Nitzschia laevis result ser normal

(P=0.674) y de varianzas homogéneas (P=0.458). No se encontraron diferencias

entre sus tratamientos (P=0.085) y los datos fueron distintos entre cada tipo de

materia analizada (P=<0.001). Para Navicula incerfa también resultaron normales

(P=0.466) y con varianzas homogéneas (P=0.669). El efecto del tipo de materia

analizado dependi6 de los tratamientos (P=0.007) y es diferente entre tratamientos

y entre tipo de materia analizado (P<0.050).
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Figura 20. Gramos de materia de diatomeas por mililitro de medio de cultivo. Peso seco total Sa peso seco

de cenizas y peso seco organico de Nitzschia laevis en el tratamiento control (LC) y en el tratamiento
46 wM de Ti (LT), asi como de Navicula incerta en el tratamiento control (IC) y en 46 uM de Ti (IT). El

titanio disuelto en el medio de cultivo F fue obtenido por hidroxilacién directa del tetracloruro detitanio con

etanol anhidro, sin obtencién de precipitado y sin esterilizar, segin Kotsokechagia et al. (2008).

 



43

Para cada especie se comparé el contenido de pigmentos entre el tratamiento

control y con titanio y entre clorofila a y carotenos totales (Figura 21). Para

Nitzschia laevis los datos resultaron ser normales (P=0.160) y con varianzas

homogéneas (P=0.432). El contenido de clorofila fue diferente al contenido de

carotenos (P=0.001) y también entre los tratamientos (P= 0.002), siendo mayor en

el tratamiento con titanio, sin embargo por efecto de las desviaciones no hay

diferencia. Para Navicula incerta los datos resultaron ser normales (P=0.099) y

con varianzas homogéneas (P=0.632). La produccién de clorofila y carotenos

dependié del tratamiento (P=0.043). La produccién de clorofila a y carotenos fue

diferente y también entre tratamientos (P<0.001), con valores mayores para el

tratamiento contitanio.
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Figura 21. Microgramosporlitro de clorofila a (A) y carotenos totales (B) de Nitzschia laevis y Navicula

incerta cultivadas durante 10 dias en medio F mas titanio obtenido por hidroxilacion directa del

tetracloruro de titanio con etanol anhidro, sin obtencién de precipitado y sin esterilizar, segin Kotsokechagia

et al. (2008).
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En la figura 22 B se representa la cantidad de moles de oxigeno liberados por

célula de Navicula incerta. Fue comparada entre muestras del cultivo de 46 uM de

Ti de diez dias de edad y entre sus tratamiento control, asi como entre las distintas

irradiancias de luz. Los datos resultaron ser normales (P=0.575) y de varianzas

homogéneas (P=0.652), siendo la liberacién de oxigeno distinta entre los

tratamientos (P=0.005)y en las distintas irradiancias (P<0.001).
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Figura 22. Liberacién de oxigeno como respuesta a diferentes irradiancias de luz blanca. Las células

pertenecen a los cultivos control( ) en medio sin adicién de titanio asi como, de Nitzschia laevis

(eeeeeeee) [A] y Navicula incerta (— — ~) [B] preparados de forma similar a los controles pero con adicion

de titanio. ©
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Los parametros |, Fmax y a de Navicula incerta (figura 22, B) fueron comparados

entre el control y del tratamiento. Los valores de | resultaron diferentes (P=0.090),

los valores de Fmax y @ no mostraron diferencia significativa (P=0.845 y P=1.0).

Tabla I. Valores promedio de los parametros que describen la respuesta fotosintética de las células de

diatomeas en los tratamientos con y sin titanio. |, es el indice de saturacion luminica; Fmax ¢s la maxima tasa

de liberaci6n de oxigeno; a es la pendiente inicial de la curva que describe la liberacién de oxigeno en

respuesta a la irradiancia (a>b).

 

 

Ik Fimax a

Control Nitzschia laevis 1.56E+4 8.9E-15 9.00E-19

(4.9E+2) (1.3E-15) (1.7E-19)

Titanio Nitzschia laevis 19914.8 4.29 E-14 41E-18

Control Navicula incerta 1965.3 b 1E-13 a 6.00E-17 a

(147.911) (3E-14) (1.73E-17)

Titanio Navicula incerta 3683.7 a 1.11E-13 a 4.33E-17 a

(808.34) (2.5E-14) (1.5E-17)

 

La figura 23 representa el grado de acumulacién detitanio en las frustulas de

ambas especies de diatomeas, el cual fue medido después de eliminarseles la

fraccién organica y de someterles a tratamiento térmico. La acumulacién detitanio

fue mayor en las fristulas de los cultivos con 46 UM detitanio. Fue evidente la

diferencia entre especies, siendo mayorpara la especie Nitszchia laevis (LT).
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Figura 23. Grado de acumulacién detitanio por cada 100 gramos de 6xido desilicio en fristulas de Navicula

incerta (IT) y Nitzschia laevis (LT). 10 y LO representan sus respectivos tratamientos control.
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En fa figura 24 se muestran ejemplares de frustulas obtenidas en los cultivos de

Navicula incerta. En el pie de cada figura se indican las caracteristicas propias de

una diatomea penada rafida. Se pudo observar que los detalles de estas

caracteristicas no cambiaron entre el tratamiento control y contitanio. La figura 25

muestra mas detalles de los especimenesen los tratamientos contitanio.

 
Figura 24. Fristulas de Navicula incerta. A y B son ejemplos de especimenesenlos tratamientos control. C y
D son de los tratamientos con adicién detitanio. Las tecas continiian unidas debidoal traslape de las bandas

pleurales (1). Las valvas muestran alineaciones de areolas (2) formandoestrias (3). Las areolas presentan un
foramen de ornamentaci6nperiddica constante y mineralizado (4) que est4 ausente en la aberturade Ja costilla

longitudinalo rafe (5).
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Figura 25. Frastulas de Navicula incerta en los tratamientos con titanio. En A se muestran areolas (1) con
foramen de poros de tamafio constante y esté mineralizado (2). En B se observan estrias (3) 0 alineaciones de

areolas, en este caso en desarrollo. Las caracteristica principales de una diatomea penada rafida son la

presencia de ndédulos centrales (C 4), para esta especie son dos, los cuales interrumpen a las costillas

longitudinales abiertas y sin foramen (C 5 y D 5).
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Enla figura 26 se muestran frustulas obtenidas en los cultivos de Nitszchia laevis.

En cada figura se indican las caracteristicas de una diatomea penada arafida

lanceolada. Al igual que para Navicula incerta, se pudo observar que estas

caracteristicas no cambiaron entre el tratamiento control y contitanio.

re

 
Figura 26. Fristulas de Nitzschia laevis. En A y B se puede observar las alineaciones de las areolas (1)

formandoestrias (2) en la valva. En A se muestra una sola teca obtenida en los tratamientos control y que
conserva sus regionespleurales (3). C y D muestran ejemplares de los tratamientos con adicionde titanio. En

C ambas tecas continian préximas. En D se muestran detalles del foramen mineralizado (4) el cual esta

dafiado en B debido a la manipulacion de la muestra. Nitzschia laevis presenta unacostilla (5) en un extremo

de la valva, con ornamentaciones (6) que se extienden deella hacia le regién pleural. El nédulo central (7)

divide a la costilla.
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Figura 27. Fristulas de Nitzschia laevis de los tratamientos con titanio. Se puede observarla costilla (1) en un

extremode la valva y con ornamentaciones que se extienden hacia la region pleural (2). B muestra detalles de
las areolas (3) las cuales estan en alineaciones formandoestrias (4). La costilla esta dividida por un nédulo

central (5). En D se pueden observarla epiteca (6) e hipoteca (7) traslapadas en sus regionespleurales(8).
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La figura 28 representa los espectros Raman tomados con muestras de friistulas

de Nitzschia laevis (A) y Navicula incerta obtenidas en sus tratamientos control y

contitanio (B). Los cuales volvieron a ser registrados después de someterles a

tratamiento térmico (C y D). Con ello se pudo observar que solamente se presentd

formacién de anatasa enlas frustulas tratadas térmicamente de ambas especies

de diatomeas y que su huella de emision estuvo entre los 100 y 170 cm” (figura

28 D).
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Figura 28. Espectros Raman de las fréstulas formadas antes (A, B) y después (C, D) de tratarlas 5 horas a
550°C con rampa de 10 grados por minuto. A y C son los tratamientos control; B y D los tratamientos con
titanio; Nitzschia laevis [veseeues | y Navicula incerta [= om «|. La formacién de anatasa esta presente solo

en los tratamientos contitanio después del tratamiento térmico siendovisible entre los 100 y 200 cm’ (D).

En las figuras 29, 30 y 31 se observan los valores de las secciones transversales

6pticas medidas para las fristulas de Nitzschia laevis y Navicula incerta en sus

tratamientos control y con titanio, asi como antes y después de someterles a

tratamiento térmico.
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En la figura 29 se observa que la magnitud y tendencia de la seccién transversal

de extincién, Ce, de las frustulas sin titanio (amarillo) de Navicula incerta antes del

tratamiento térmico (A) fue mayor que en aquellas que si tienen (azul). Después

del tratamiento térmico (B) la tendencia de la C. fue mayor para las frustulas con

titanio que para las fristulas sin titanio, es decir la magnitud de la tendencia se

invirtié después del tratamiento térmico. La Ce de las friistulas de Nitzschia laevis

con y sin titanio (verde y rojo respectivamente) fue muy similar antes del

tratamiento térmico (C), después de éste la tendencia se invirtié y fue mayor para

las fristulas contitanio (D).
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Figura 29. Secciones transversales de extincién, C,, para fristulas obtenidas en los tratamientos. Navicula
incerta antes, A, y después, B,dela cristalizacién térmica de sus componentes; : Tratamiento control, sin

adicién detitanio; ®: Tratamiento contitanio. Nitzschia laevis antes, C, y después, D, dela cristalizacion. @:

Tratamiento control, sin adicién detitanio; ®: Tratamiento contitanio.
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Enla figura 30 se observan las magnitudes y tendencias de la seccién transversal

de absorcién para las frustulas de ambas especies de diatomeas. Antes del

tratamiento térmico las frustulas de Navicula incerta sin titanio (amarillo)

absorbieron mas luz que las que tienen titanio (azul). Después del tratamiento

térmico (B), las tendencias se traslaparon. Por otra parte, la tendencia y magnitud

de absorcién en las fristulas de Nitzschia laevis sin titanio (rojo) y con titanio

(verde) estan traslapadas antes del tratamiento térmico (C) y asi continuan

después del mismo (D). Para todaslas fristulas de las dos especies de diatomeas.

antes del tratamiento térmico fue observada una menorabsorcién cerca de los 500

nm (Ay C).
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Figura 30. Secciones transversales de absorcién, C,, para fristulas obtenidas en los tratamientos. Navicula

incerta antes, A, y después, B, de la cristalizacién térmica de sus componentes; : Tratamiento control, sin
adicién detitanio; ®: Tratamiento contitanio. Nitzschia laevis antes, C, y después, D, dela cristalizacion. . @:
Tratamiento control, sin adicién detitanio; ®: Tratamiento contitanio.
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En la figura 31 se muestran las magnitudes y tendencias de las secciones

transversales de esparcimiento, Cs, de las frustulas medidas antes (A) y después

(B) del tratamiento térmico. Las frustulas Navicula incerta con titanio (azul) tienen

una menor C, respecto a las que no tienen titanio (amarillo), pero después del

tratamiento térmico las los valores se traslaparon y fueron ligeramente mayores

para las que teniantitanio sin que esta diferencia lograra separar las tendencias.

Las frustulas de Nitzschia laevis con titanio (verde) y sin titanio (rojo) esparcieron

igual la luz antes del tratamiento térmico; después del cual la Cs, resulté

ligeramente mayorpara las friistulas que contiene titanio, sin que esta diferencia

fuera tan grande como para separarlas lineas de tendencia. Antes del tratamiento

térmico, todas las frustulas esparcen un poco mascerca de los 500 nm.
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Figura 31. Secciones transversales de esparcimiento, C,, para fristulas obtenidas en los tratamientos. En A

estan las friistulas de las dos especies antes de cristalizacion y en B las mismasyacristalizadas. Navicula
incerta’ Tratamiento control y ® Tratamiento con titanio. Nitzschia laevis @ control y ® Tratamiento con
titanio.
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Enla figura 32 se observanlos patrones de difraccion de rayos x de ejemplares de

las fristulas de las diatomeas obtenidas en los cultivos con titanio y después del

tratamiento térmico. Ambas especies no mostraron picos de difraccién bien

definidos, sin embargo pueden observarse algunas tendencias. Para ambas

especies hay unligero pico de difracci6n en la posicién 25 2° la cual esta asociada

con la presencia de anatasa y es mayor en Navicula incerta que Nitzschia laevis.

Indicios de otros picos de difracci6n parecieron observarse en la posicién 37, 38

48, 54, 55 y 62 2° para Navicula incerta y son casi inapreciables para Nitzschia

laevis.
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Figura 32. Difractogramas de rayos x de ejemplares de las fristulas con titanio de Navicula incerta y

Nitzchia laevis.
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Capitulo VIII
 

Discusién

 

VIll.1. Observaciones a la seccién de materiales y métodos.

Productos de los protocolos para la sintesis de Ti(OH)s y soluciones madre

para los tratamientos. El producto obtenido porel protocolo Jeffryes et al. (2008)

result6 con contenido de sulfato de sodio, propio del procesode precipitareltitanio

(IV) oxisulfato con hidréxido de sodio. Definir un protocolo para separar ef TKOH),4

del NazSO, superabael trabajo contemplado para esta tesis. Como era esperado,

no se detectaron cristales de anatasa en el producto, debido a que la induccién

térmica del Tii(OH),4 a TiO2 seria la ultima fase de esta tesis. Los Unicos cristales

que fueron detectados como componentes principales fueron los de NazSO,

(figura 3). La presencia del hidréxido de titanio en el de ambos protocolos puede

verse en la figura 1, segtin lo reportado por Kotsokechagia etal. (2008).

Ante la incertidumbre del efecto que pudiera tener el NazSO, en las diatomeas fue

propuesto el protocolo Kotsokechagia et al (2008) del cual fue obtenido otro

precipitado que fue caracterizado igual que el producto del protocolo anterior

(figuras 1, 2 y 3). Con estos precipitados se realizaron soluciones acidas en agua

grado HPLC,se caracterizaron por ICP y se hizo el calculo de molaridad para las

mismas, La solucién de Jeffryes et al. (2008) result6 con 325 ppm de Ti y la

solucién de Kotsokechagia et al. (2008) con 189 ppm de Ti, las cuales eran

menores a lo esperado. Asi mismo, cada una contenian 235 y 251 ppm de Na,

respectivamente, ef efecto biolégico de estas composiciones no se tenia

considerado y su incorporacién al medio de cultivo implicaba un control del pH

afiadiendo hidréxido de sodio. Entonces se decidid modificar al menos un

protocolo de obtencién de solucién madre de hidrdéxido de titanio y fue el de

Kotsokechagiaet al. (2008).
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Las modificaciones al protocolo de Kotsokechagia que permitieron la obtencién

directa del Ti(OH), fueron: 1) obtener una solucién primaria al hidroxilar 1 mL de

TiCl, en 5 mL de C2H,O y 2) tomar una cantidad 1 mL aforado a 30 mL de agua

desionizada. Esta solucién también fue caracterizada por ICP.

Ensayos de tolerancia a etanol. Mientras se definian las condiciones de

modificacion del protocolo de Kotsokechagia et al. (2008), se sabia que se

utilizaria el producto de la reacci6n de TiCL4 con CzH,.O, motivo por el que se

consider6é evaluarla tolerancia de las células a posibles concentraciones de etanol

y que hasta el momento eran desconocidas. Se realiz6 el ensayo de tolerancia a

distintas concentraciones de etanol [ensayo A), seccién V1.2]. Se esperaba que si

no habia crecimiento, se encontrara el mismo ntimero de células pormililitro que al

inicio. Al noveno dia las muestras eran colectadasy fijadas con yoduro de potasio

y almacenada hasta su procesamiento. Como el numero de friistulas encontradas

decrecié respecto a la concentracién de etanol utilizada, incluso por debajo de la

densidadinicial (figura 4), se pensé era debido a error experimental y se decidid

repetir el ensayo. En la figura 5 se puede observar que se obtuvo la misma

tendencia. Este suceso se atribuyé a la posible formacién de alcoxidos desilicio,

en otras palabras, debido al impedimento de la formacién de la estructura de silice

o en su caso,la disolucién parcial de la misma. Cabe sefialar que en el fondo de

los tubos de ensayo donde no hubo crecimiento se podia observar una capa

delgada de un precipitado gelatinoso. En la figura 4, con excepcidn del control, en

todas las concentraciones de etanol el numero de frustulas por mililitro fue menor

al inéculo, es decir no hubo crecimiento y es muy probable que se hayan disuelto

pues no fueron encontradas al momento de los conteos celulares. En la figura 5,

Nitzschia laevis es mayor al indculo en 0.6% de etanol y Navicula incerta en 0.3 y

1%. Ambas especies toleraron esta cantidad de etanol pero no crecieron comolos

tratamientos control. De cualquier forma la concentraci6n de etanolutilizada enlos

ensayos en los que se utiliz6 la solucién de Kotsokechagia et al. (2008) modificada

fue de 0.00002 % en la concentracién masalta.
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Ensayo de tolerancia a titanio. A\ realizar el primer ensayo de tolerancia a titanio

[Seccién VIL2, inciso B)] hubo una confusién en las especies moleculares

consideradas para el calculo de las molaridades. Las concentraciones que se

pretendia evaluar en el primer ensayo de tolerancia a titanio (seccién VI.2) eran 0,

1, 3, 5 y 8 uM Ti para ambosprotocolos utilizados. Para este mismo ensayo no

pudosergraficada la respuesta fotosintética; se determin6é que la densidad celular

utilizada no era suficlente para que emitiera sefial detectable por el sensor de

oxigeno empleado y a que las células solo pueden ser expuestas una vez al

gradiente de luz debido al tiempo de reserva de las muestras.

Ensayo con concentraciones mayores detitanio. Porla facilidad de obtenci6én

de la solucién madre del protocolo modificado de Kotsokechagia et al. (2008), se

eligid seguir trabajando con ella para los ensayos de biomineralizacién. Ademas,

comoel crecimiento fue positivo en la concentracién de 6.4 UM Ti fue realizado el

ensayo de crecimiento en concentraciones mayoresdetitanio [seccién VI.2, C)]. El

crecimiento fue positivo en todas las concentraciones (figura 10), por lo que se

decidi6 utilizar la mayor concentraci6n para los ensayos de biomineralizacién.

Biomineralizacion. Para el primer ensayo de este apartado [ensayo D), seccién

VI.3] se utilizé la solucién a partir de las modificaciones al protocolo de

Kotsokechagia et al. (2008), la cual fue esterilizada al igual que todos los

componentes inorganicos del cultivo. Al analizar por ICP la concentracion de

titanio en el medio, la tendencia encontrada hizo suponer que era necesario

monitorear las ppm de Ti en las primeras horas de cultivo. Por ello se disefié el

ensayo de monitoreo durante las primeras 24 horas de cultivo, sin embargo la

tendencia observada fue la misma. Entonces se atribuyé un posible efecto del

proceso de esterilizado sobre la solubilidad del titanio en la solucién madre (K).

Finalmente fue repetido el primer ensayo de biomineralizacién, en esta ultima

ocasi6nutilizando una solucién madre (kK)sin esterilizar e incluyendo las primeras

 



58

horas de cultivo para el monitoreo de la concentraci6n delossilicatos y el titanio

en el medio, asi como la densidad celular.

Otro motivo para repetir el ensayo D) fue que la densidad de células utilizada para

graficar la liberaci6n de oxigeno no emitid sefial suficiente y por ello solo se

muestran los resultados del ultimo ensayo de la seccién VI.3 en dondese utilizé

un concentrado de 500 mL de cultivo, de cualquier forma los resultados son

normalizados a moles de oxigeno producidos porcélula.

Propiedades opticas. Aunque se obtuvieron fristulas de ambas especies del

primer y tercer ensayo de biomineralizacién, solo se reportan las secciones

transversales del Ultimo, puesto que fue la repeticién mas completa en cuanto a

resultados, es decir, con mas elementos para discutir todo el procesofisiolégico y

propiedades dpticas.

VII.2. Fisicoquimica y 6ptica de las estructuras formadas.

Solo se detectd la presencia de la fase anatasa. En la figura 28 se puede

observarque, ni en los controles ni en los tratamientos se detect6 la presencia de

la fase anatasa. Aunque despuésde la induccién térmica fue posible detectarel

Ti(OH),4 puesto en los cultivos de ambas especies. Para este caso se ha reportado

su patron de esparcimiento Raman entre los 100 y los 200 om" [Hyunet al. (2004)

e lvandaet al. (1998)]. No obstante, la posible presencia de TiOz en las frdstulas

de ambas especies proviene del Ti(OH)4 afiadido en sus cultivos. Por lo que se

tiene certeza de que existe anatasa en ellas. Sin embargo para el caso dela silice,

solo se puede inferir que esta en su fase cristalina (6xido). De donde surgid la

duda de si se form6 un material de éxidos en fases segregadas o un material de

oxidos mixtos. En los espectros Raman de la figura 28 C, se puede apreciarla

huella de anatasa. Sin embargo, debido a que la calibracién del equipo se realiza

con un portaobjetos de vidrio, esto evita la deteccién de silicatos 0 algun oxido de

silicio en las muestras por esta técnica. En los difractogramas de rayos x (figura
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32) sigue sin poderse detectar las difracciones caracteristicas de estos éxidos,

aunque si algunas tendencias, como una elevacién de la intensidad de difraccién

en la posicién 25, 37, 48, 54, 55 y 62 28 para Navicula incerta. Mismos que son

casi inapreciables para el caso de Nitzschia laevis. Un patron de difraccién mucho

mas definido en estas posiciones 2° fue reportado para nanoparticulas de anatasa

por Kotsokechagia et al. (2008) y también corresponde la tarjeta cristalografia

00-021-1272 2011 del “International Centre for Diffraction Datta”. Si los silicatos de

las frustulas hubieran sido inducidos a dxidos desilicio cristalinos de gran tamafio,

deberian de permitir su deteccién pordifraccidn de rayos x. Sin embargo, esto no

se detect6. Diaz de Leén-Hernandez (2007) tampoco reporto la emisién en rayos x

de estos dxidos al sintetizar materiales basados en oxidos desilicio, aluminio,

titanio y zirconio, fenémeno queatribuy6 a la formacién de éxidos mixtos que solo

difractaban rayos x cuando fueron hechas mediciones en bajo angulo. De modo

que las tendencias de los espectros de difraccién observadas en la figura 32

pueden deberse a tres posibles razones: 1) que en las frustulas hubo formacién

térmica de 6xidos mixtos de TiO2SiO2 lo cual seguin la literatura conduce a un

espectro de difraccién amorfo, 2) que se present6 formacién de fases segregadas

TiO2-SiOz pero de tamafios menoresal limite de deteccién de la técnica, 3) que el

tratamiento térmico utilizado apenas permitié el inicio del crecimiento de las fases

cristalinas del éxido de silicio y 6xido de titanio. Cualquiera o varias de estas tres

opciones serian la razon de no obtenerdifracciones en los espectros sin embargo,

la deteccién de la fase anatasa serfa posible por espectroscopia Raman,lo que

cual si ocurrid.

La estructura de las frastulas de Navicula_ incerta y Nitzschia laevis no

presentaron deformaciones al ser cultivadas con titanio. Cuando las

diatomeas se encuentran en ambientes con altas concentraciones de metales

pesados tienden a eliminarlos del medio acuatico y a acumularlos de forma

irregular en sus fristulas. Las imagenes de microscopia electronica de transmision

de las frastulas muestran quela incorporaci6n deltitanio es regular en la fristula.
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Debido al proceso delimpieza y preparacion delas frustulas se puede decir que el

titanio en ellas no es un fenédmeno de adsorcién, sino una incorporacién en las

estructuras (figuras 15 y 23).

El indice g Ti / 100g SiOz demuestra queel titanio es fijado metabélicamente

en Ja fraccion inorganica celular, sin embargo esta cantidad de titanio no

alcanza a modificar en gran medida las secciones transversales de las

frastulas. En el tercer ensayo de biomineralizacién, al parecer, dado que la

incorporaci6n de titanio en las fristulas de Nitzschia laevis es mayor que en las

frustulas de Navicula incerta (11.8 vs. 10.0 gr) era de esperarse que la C, en

Nitzschia laevis fuera mayor que en Navicula incerta, pero es lo contrario, hay mas

esparcimiento en WNavicula incerta. Conforme a esto y dado que las

ornamentaciones de las estructuras formadas por ambas especies es similar,

pudiera ser pensado que la forma rectangular y el mayor tamafio de Navicula

incerta respecto a la forma ovalada-y mas pequefia de Nitzschia laevis tiene mayor

efecto que la diferencia en casi 2 g de Ti en cada 100 de oxido desilicio en las

frustulas. Es posible que esta cantidad de titanio tenga poca interaccién con el

rango deluz visible utilizada y por ello las tendencias y magnitudes muysimilares

de las graficas de las secciones transversales cony sin titanio. El indice en el que

se eligid reportar el grado de acumulacién detitanio en las frustulas permite hacer

una comparacion con los resultados del trabajo realizado por Jeffryes et al. (2008)

que es el antecedente principal. Pero en realidad el titanio acumulado porfristula

es muy pequefio, siendo 0.0014mg de Ti en 3 mg de muestra en Navicula incerta

y 0.0016 mg de Ti en 3 mg de muestra de Nitzschia laevis.

Las fristulas de silicatos y silicatos-titanio obtenidas y antes de la

cristalizacién disminuyen su secci6n transversal de absorcion y aumentan la

seccién transversal de esparcimiento en las longitudes de onda de 500 nm.
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VII.3. Fisiologia celular de las diatomeas en los tratamientos con y sin
titanio.

Mientras que pudo ser observado que Ia concentracién desilicio soluble

decrece conforme la poblacién celular aumenta, solo se pudo confirmar que

las células incorporan titanio en sus frustulas sin llegar a especificar el

momento critico de incorporacién. Dado que no se tenia certeza del porqué las

tendencias del titanio en todos los ensayos de biomineralizacién (figuras 12, 17 y

19) y debido a la naturaleza propia de las interacciones quimicas del elemento con

los componentes biogénicos e inorganicos del sistema de cultivo y de

procesamiento, se determind que la fraccién soluble detectada en las muestras

filtradas fue menor a 0.5 ppm, siendo la concentracién maxima esperada 2.21

ppm. Este limite de deteccién fue calculado como apoyo explicativo para’ evitar

atribuir el efecto a una variable equivocada. Fue utilizado el método segun Ndalte

(2003) haciendo mediciones de diluciones seriadas con los estandares y agua

desionizada, tomando en cuenta la desviacién estandar del equipo de ICP para

detectar la energia de desintegracién emitida poreltitanio.

Las diatomeas benténicas crecen en concentraciones de titanio mayores a

las reportadas en fa literatura. Este trabajo es el primer antecedente para

Navicula incerta y Nitzschia laevis cultivadas en altas concentraciones detitanio.

Estas concentraciones son menores a las maximas reportadas para Pinnularia sp.

en el trabajo der Jeffryes et al. (2008) [46 UM vs. 150 uM], que es el principal

antecedente de esta investigacién. Sin embargo, las condiciones ensayadas

permitieron obtener mayor concentraci6n detitanio en las fristulas de Navicula

incerta y Nitzschia laevis (10.0 y 11.8 gTi/100g SiOz, respectivamente) respecto a

los 2.3 gTi/100g SiOz evaluados para Pinnularia sp.

La respuesta de liberacién de oxigeno de Nitzschia laevis y Navicula incerta

es similar en los cultivos con y sin titanio, demostrando que las células

estan saludables y no disminuyen su capacidad fotosintética debido a la
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presencia de hidréxido de titanio en el medio de cultivo. En la figura 22 B se

puede observar que fas lineas de tendencia polindmica que representan la

liberaci6n de oxigeno por Navicula incerta son distintas entre el tratamiento con

titanio y el control. Sin embargo, existe traslape de las desviaciones de los datos.

Pero si se hace la comparacién de puntos equivalentes entre tratamientos la

decisién general es no hay diferencia (P20.96). Del analisis de !a tabla I, se puede

inferir que la incorporacién de titanio en el medio no implica una actividad

fotosintética mayor dado que tanto la eficiencia fotosintética, a, es funcién de las

reacciones luminosas, como la tasa maxima fotosintética, Fmax, son similares. E!

hecho de quela cantidad de energia necesaria, medida como indice de saturacién

luminica Ik, para alcanzar la tasa maxima sea mayor en uno de los tratamientos se

debe a que esta variable es denso-dependiente. Es decir, todos los parametros

estan normalizados por célula, pero la potencia de luz necesaria para que todas

las células en la camara fotosintética lleguen a ese punto es mayor en uno de los

tratamientos.

EI origen de la pared celular mineralizada con silicatos podria estar ligada a

un sistema mas eficiente de utilizaci6n del espectro de luz disponible en el

ambiente. Las frustulas de las diatomeas estan hechasdesilicatos de estructura

amorfa, por ejemplo, para Navicula incerta, en las condiciones naturales (no

cristalizadas, figura 31 A), las fristulas sin titanio esparcen mas luz que las del

tratamiento con titanio y es lo contrario en el caso de la seccién transversal de

absorcién (figura 30 A). De especial interés es este fendmenoen las longitudes de

onda cercanas en las que absorben los principales pigmentos de las diatomeas

benténicas (~500 nm). En otras palabras, debido al mayor esparcimiento (Cs) y a

la menor absorcién (C,) de la luz porlas frustulas en ta regién de los 500 nm

pudieron haber propiciado una mayor disponibilidad de luz cosechable porlos

pigmentos que absorben en esta regién (Buchheim 2011). Los pigmentos que

absorben en esta regién son caracteristicos y distintivos de las diatomeas.

Mientras que esta regién de luz significa un riesgo de fotoinhibicién para las
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diatomeasplancténicas (Bailleul et al. 2010), menossilificadas quelas bentonicas,
las frustulas parecen propiciarla disponibilidad de energia que llega hasta los
sistemas pigmentarios y contribuiria a explicar la ampiia distriobucién en distintas

profundidades.

Desde el punto de vista evolutivo no se sabe por completo el por qué surgié el

exoesqueleto de las diatomeas. Sin embargo,las teorias lo atribuyen a ventajas

de cambios de densidad para la flotabilidad, protecci6n y migracién como
respuesta a cambios en los nutrientes del ambiente y no hasido planteadala idea
desprendida de las secciones transversales apticas de estas estructuras.
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Capitulo IX

 

Conclusién

 

Con cultivos con hidréxido de titanio de Navicula incerta y Nitzschia laevis aisladas

de la regién de Baja California en concentraciones de 46uM de Ti se lograron

obtener materiales que tienen los requerimientos basicos y de potencial uso en

optoelectrénica. Para ello se obtuvo un método de obtencién de Ti(OH), facil,

rapido y que no requirid de gran control para que las diatomeas puedancreceral

ser adicionado al medio de cultivo. El contenido maximo detitanio medido en gTi/g

SIO2 encontrado fue de 10.0 para Navicula incerta y 11.8 Nitzschia laevis. Dicho

acoplamiento de materiales no causa deformaciones en la estructura general, ni

en las ornamentaciones de la frustula. Las especies amorfas de estos

semimetales incorporados durante el crecimiento celular fueron inducibles a

cristales de TiO2 mediante tratamiento térmico detectables en la regién de 100 a

200 cm" de frecuencia Raman y no emitieron sefal de difraccién de rayos x. Esta

composicién quimica no modific6 de forma significativa las secciones

transversales opticas medidas en luz de 400 a 880 nm para las fases amorfas y

cristalinas para una misma especie pero si entre especies. La evidencia indica que

con el cultivo de ambas especies en las condiciones ensayadas se pueden

obtener materiales mesoestructurados a base desilicatos y TiO2 de morfologias,

composicién quimica y propiedades d6pticas especie-especificas. La aplicacién

directa de estos materiales en distintos productos y procesos requerira una

caracterizacién mayor de sus propiedadeseléctricas y quimicas.
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Capitulo X

 

Recomendaciones

 

Realizar analisis moleculares para ver los genes que se expresan las diatomeas

durante su cultivo con titanio y determinar si son los mismos o hay diferencia

respecto a los que se expresan en condiciones de cultivo solo consilicatos.

Identificar los pigmentos cuyas absorbancias estén entre los 500 y 600 nm, asi

como meédir las secciones transversales dpticas de las frustulas en este intervalo

de longitudes de onda.

Medir tas secciones transversales con las frustulas obtenidas pero en otras

longitudes de onda, por ejemplo el rango UV dela luz solar.

Determinar la concentracién maxima tolerable de titanio de Nitzschia laevis y

Navicula incerta.

Trabajar con sistemas de cultivo que permitan obtener mayor cantidad de biomasa

para no comprometerel sistema de cultivo ya que el tipo de muestreo necesario

es sin reposicién.

Incluir en el disefio experimental de obtencién de cinéticas de biomineralizaci6n un

doble control para los ensayos, uno decultivo sin titanio y otro sin células.

Definir el efecto-quelante de las substancias poliméricas extracelulares de las

diatomeasenelcultivo contitanio y sin titanio.

Definir el origen del cambio de coloracién de las muestras de Navicula incerta

después del tratamiento térmico.
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Analizar por microscopia electrénica de transmisién de barrido (STEM por sus

siglas en inglés) la distribucién de los elementos en las frdstulas obtenidas en los

cultivos contitanio.

Medir las propiedades dieléctricas de las fristulas obtenidas en los cultivos con y

sin titanio.

Realizar mediciones de secciones transversales de las particulas en medios

inhomagéneos experimentales y realizar simulaciones de algunas de las

aplicaciones.

Determinar si las estructuras contienen fases segregadas de TiO2-SiO2 o son

cristales mixtos.
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Anexo 1. Diagramageneral del procedimiento experimental en este trabajo detesis.

 


