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Resumen

La presente tesis se centra en la fabricacion de un tipo de bioplantilla basado en la
morfologia de Trichoderma atroviride. La caracterizacion morfoloégica permitid
determinar tres regiones de diferente densidad de hifas en tiempo de incubacion de
36 h del modelo biolégico, cuyos espacios intra - micelio corresponden a promedios
de 894 + 31 uym?, 145 + 8 um? y 38 + 4 um? para regiones de baja, media y alta
densidad, respectivamente. Adicionalmente, se desarroll6 un dispositivo que
permitio caracterizar dpticamente la arquitectura obtenida, mediante el haz de un
laser He - Ne (A = 633 nm) transmitido a través de la bioplantilla. Estos experimentos
mostraron el efecto que tienen las diferentes areas intra - micelio al interactuar con
luz coherente, observandose una funcién de la intensidad luminosa con respecto al
angulo de proyeccion a través de los espaciamientos. La morfologia compleja de la
arquitectura obtenida sugiere un potencial uso en sistemas atrapadores de luz de
acuerdo a la caracterizaciéon de transmision Optica realizada, ofreciendo una
alternativa a las propuestas de la literatura debido a su asequible desarrollo.
Adicionalmente, los resultados de propiedades Opticas de transmision fueron

comparadas con un difusor éptico comercial y superficies Lambertianas.

PALABRAS CLAVE: Bioplantilla; Atrapamiento de luz; Morfologia compleja;

Trichoderma atroviride
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Abstract

This thesis focuses on the fabrication of a type of biotemplate based on the
morphology of Trichoderma atroviride. The morphological characterization allowed
to determine three regions of different density of hyphae in incubation time of 36 h
of the biological model, whose intra-mycelial gaps correspond to means of 894 + 31
um?, 145 + 8 um? and 38 + 4 um? for regions of low, intermediate and high density,
respectively. Additionally, a device was developed that allowed the optical
characterization of the architecture obtained, using the beam of a He-Ne laser (A =
633 nm) transmitted through the biotemplate. These experiments showed the effect
that the different intra-mycelial areas have when interacting with coherent light,
observing a function of the light intensity with respect to the projection angle through
the gaps. The complex morphology of the architecture obtained suggests a potential
use in light trapping systems according to the optical transmission characterization
carried out, offering an alternative to the proposals in the literature due to its
affordable development. Additionally, the results of transmission optical properties

were compared with a commercial optical diffuser and Lambertian surfaces.

KEY WORDS: Biotemplate; Light trapping; Complex morphology; Trichoderma

atroviride
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Para poder entender de manera adecuada el funcionamiento de una celda solar y
las limitaciones de esta, primero necesitamos hacer una revision de los aspectos

fundamentales de la interaccion entre luz y materia:
1.1 Interaccion Luz — Materia

1.1.1 Mecanismos de interaccion

Cuando la luz incide sobre una configuracion material, surge una combinacion en
diferentes proporciones de eventos Opticos como reflexion, refraccion, dispersion y
difracciéon (Tabla 1). Considerando que deseamos que la luz penetre la estructura y
sea aprisionada, solo la refraccién y difraccion del haz en la red, es de utilidad
(Fonash, 2014).

Tabla 1. Fendmenos oOpticos presentes en el atrapamiento de luz (Fonash, 2014).

Fendmeno dénde dos 0 mas ondas electromagnéticas que existen
Interferencia | €n un punto de manera constructiva o destructiva se suman hasta

cierto punto en ese punto.

Resultado de la distorsion de ondas electromagnéticas al chocar con
Difraccion |un objeto e interfiriendo de manera constructiva en direcciones

especificas.

Fendmeno de separacion de ondas electromagnéticas al ser
Dispersion . " .
P absorbidas y emitidas por un objeto.

Resulta de una onda electromagnética que incide en una superficie,
choca y es desviada con el mismo angulo de incidencia. La reflexion
Reflexién |que tiene lugar en una estructura lisa es denominada reflexion
especular, mientras que, en una estructura rugosa es denominada

reflexion difusa.

Resulta del cambio de direccion y longitud de onda de una onda
Refraccion |electromagnética al pasar de un medio de transmisiébn a otro

diferente.




Estos eventos épticos entran en juego mediante de las celdas solares, que permite

la utilizacion de fotones a través de la energia solar.

1.2 Aprovechamiento de energia solar

La energia fotovoltaica (PV) desempefia un papel importante para el abastecimiento
de la demanda energética. El recurso de la radiacién solar en México (Figura 1),
permite que esta sea aprovechada. El concepto de generar energia eléctrica a partir
de la luz solar aparecié hace bastante tiempo. Sin embargo, la energia generada
era minima y deficiente para su uso practico. El primer dispositivo con una eficiencia
remarcable, de apenas 1%, fue construido por Fritts (1883). La contribucién de
Albert Einstein sobre el efecto fotovoltaico sobre una base cuantica (Einstein, 1905)
fue necesario para el entendimiento del mecanismo fundamental de la energia
fotovoltaica, pero no fue hasta la década de 1950 cuando los trabajos de los
Laboratorios Bell, encabezados por Daryl Chapin, Calvin Fuller y Gerald Pearson
quienes introdujeron una celda solar (CS) con una eficiencia superior al 5% (Chapin
et al., 1954), permitieron una nueva era de desarrollo en el aprovechamiento de la
energia solar. Durante la siguiente década, avances perceptibles fueron
desarrollados, cuyos resultados establecieron un limite (Shockley — Queisser: SQ)
de eficiencia superior no mayor a 32% (Shockley & Queisser, 1961). Por otra parte,
limites como la brecha de energia (Eg), factores geométricos y el proceso de

recombinacioén, debieron ser considerados.
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Figura 1. Potencial electro fotovoltaico en México (Solargis & The World Bank, 2017).

1.2.1 Lacelda fotovoltaica

Esta tecnologia se suele clasificar dentro de tres generaciones distintas,
dependiendo su orden de importancia y relevancia. La mayoria de las celdas solares
basadas en obleas de Silicio cristalino (c-Si) dopadas con Boro (B) (Razykov et al.,
2011) pertenecen a la primera generacion. El espectro de eficiencia de esta clase
excede el 25%. Sin embargo, esta generacion se acerca a su maxima eficiencia

tedrica (Green, 2002b), sin cambios significativos aparentes.

La segunda generacion, esta orientada a la reduccion de costos de produccion. Esto
altimo es alcanzado disminuyendo las temperaturas de los procesos de sintesis (Liu
et al., 2010). Este grupo esta constituido por CS de Si policristalino (pc-Si), de
pelicula delgada de c-Siy pc-Si (Michelle et al., 2001), y celdas solares de pelicula
delgada de Si amorfo (a-Si) (Carlson & Wronski, 1976) y nano Si (n-Si). La eficiencia
tipica varia desde 10-15%.

Una vez establecida una capacidad estandar, la segunda generacion de CS podria

ser reemplazada por alternativas de alta eficiencia; la tercera generacion. El alto
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desempeiio de esta nueva generacion, podria duplicar o triplicar los valores de
eficiencia actual de 15-20% (Green, 2002b). Sin embargo, su costo de fabricacion
es incomparable con las CS actuales. Esta generacién incluye CS en tAndem (doble,
triple o cuadruple union: multi - unién) que mejoran la absorcién del espectro solar
(Dimroth et al., 2014; Hossain et al., 2016). Este grupo de CS pretende trabajar
dentro de los limites de grosores cercanos a 300 nm y usando diferentes arreglos
de atrapamiento de luz (Razykov et al., 2011). Las CS orgéanicas, CS de punto

cuantico y CS de perovskita forman parte de esta agrupacion.

Simplificando, la primera y segunda generacion de CS sujetan un limite (SQ)
innegable no superior al 32% (Moriwaki et al., 2013; Powalla et al., 2013; Reinhard
et al.,, 2012; Wallin et al., 2012), mientras que, las CS mas avanzadas pueden
vencer este limite (Dimroth et al., 2014; Hossain et al., 2016; Milichko et al., 2016),
llegando a superar el 80% de eficiencia (De Vos, 1980; Marti & Araujo, 1996).

Asimismo, el desempefio de una CS puede ser descrito mediante su eficiencia de
conversion energética (PCE) (Green, 1981). De acuerdo con secciones anteriores,
el limite SQ especifica una PCE alrededor del 33% bajo condiciones estandar
(Notarianni et al., 2014). Para determinar este parametro, es necesario considerar
los criterios de corriente de corto circuito (Is.), voltaje de circuito abierto (V) y el
factor de llenado (FF) que, sin la manipulacion del espectro solar incidente en la CS,
puede afectar el rendimiento de la misma. Una geometria ptica mejorada permite
incrementar la longitud de recorrido optico de la luz a través de, por ejemplo, angulos
de incidencia que permitan aprovechar los fotones que, de otro modo, escapan de
la capa absorbente. Como resultado del recorrido total es suficiente para la
absorcién de la luz. No obstante, este método no es adecuado para CS de pelicula

delgada o su fabricacion podria resultar muy costosa (Milichko et al., 2016).

Las pérdidas energéticas en una CS son debidas a: limitada absorcion y pérdidas
por emision. Uno de los mecanismos de pérdida en CS es debido a que algunos
fotones absorbidos tienen energia excesiva que es transformada en energia
cinética, lo que resulta en el calentamiento de la estructura. Estas pérdidas son

intrinsecas a la CS y no incluyen las pérdidas oOpticas.
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1.2.2 Esquemas para mejoras opticas

Algunos enfoques para mejorar la eficiencia Optica de una CS, consideran
revestimientos antirreflejantes (ARC) (Buencuerpo et al., 2015; Perl et al., 2014;

Zanotto et al., 2010) y texturizado de superficies (Kr¢ et al., 2003).

Por otra parte, algunos esquemas mitigan las pérdidas energéticas a través de
estructuras de atrapamiento de luz (LTS) en la CS (Figura 2). El fenbmeno de
recoleccion de luz en un sistema material es caracterizado por el aprisionamiento
de tantos fotones como sea posible a partir de una onda electromagnética, con el
propasito de generar calor o portadores de carga (Fonash, 2014) los cuales pueden
moverse por el soélido. La absorcion de fotones dentro del material (e. g. un
semiconductor) crearad pares electron — hueco, cuya carga polar puede ser
recolectada por contactos selectivos (electrodos). Esta técnica lo logra a través de
la mejora de la reflexion interna total y es especialmente efectiva en aumentar la
recoleccion de corriente en CS de pelicula delgada (P. Campbell et al., 1993). En
este contexto, la dispersién producida al interior de la CS puede conseguirse con
superficies texturizadas con estructuras geomeétricamente ordenadas, o

convenientemente, con estructuras aleatorias.

Luz incidente

|
/SN

Figura 2. Representacion esquemdtica de atrapamiento de luz con superficie texturizada

aleatoriamente.

Andlisis llevados a cabo por (Sai et al., 2007) muestra una de las varias geometrias
gue pueden tener los arreglos texturizados o irregulares. En este grupo estudiaron
los efectos antirreflejantes y de atrapamiento de luz de un texturizado superficial de

rejillas con un rango de periodos de separacion desde 0.1 hasta 1 um, estableciendo



gue, solo periodos superiores a 0.5 ym son preferibles para el incremento de

recorrido optico dentro de c-Si debido a los 6rdenes de difraccion mas altos.

Por otra parte, aprovechando las propiedades de dispersion y concentracion de luz
(absorcion de fotones), los dispositivos plasmonicos microestructurados han
llamado la atencién en la recoleccion eficiente de luz. Por ejemplo, algunos
enfoques como (Aydin et al.,, 2011) proponen arreglos trapezoidales de plata
desarrollados en escala submicrométrica (Figura 3 a). Estos arreglos muestran ser
super absorbedores de banda ancha disefiados para recolectar mas luz. Sin
embargo, la generacion de portadores de carga se ve opacada por el calentamiento
(absorcién de luz) en el dispositivo. Asimismo, (Cui et al.,, 2012), presentan
absorbedores con una geometria parecida a dientes de una sierra (Figura 3 b). Esta
geometria permite recolectar longitudes de onda mas cortas en la parte superior de
los dientes (de anchura menor), mientras que las partes inferiores de la
construccion, atrapa las longitudes de onda mas grandes (de anchura mayor),
demostrando un arreglo de atrapamiento de frecuencias visibles. Ambos estudios
demuestran la eficiencia de captura de luz con resonadores metalicos, sin embargo,
los requerimientos para su compleja y elaborada fabricacidén los hace dificiles de

producir masivamente, lo que implica una limitacién en el campo de aplicaciones.

Figura 3. a. Representacién esquematica de arreglo trapezoidal y celda unitaria (40 - 120 nm sobre
300 nm) (Aydin et al., 2011). b. Diagrama del absorbedor de pelicula delgada de material anisotrépico

en forma de diente de sierra. Figura tomada de (Cui et al., 2012).



En paralelo a las LTS ordenadas geométricamente, algunas estructuras pueden
reducir la reflexion en la superficie de una CS y aumentar la absorcion al distribuir
uniformemente en angulo en el medio incidente y el sustrato. Estos esquemas son
denominados dispersores Lambertianos (Buencuerpo, 2017). Estas propuestas, a
longitudes de onda débilmente absorbidas, produce una distribucion isotrépica de
radiancia (potencia por unidad de area por unidad de angulo sélido) en el sustrato.
Esta distribucion de luz varia en funcion de cos© siguiendo la Ley de Lambert
(Campbell et al., 1993) y mejora la longitud del camino 6ptico hasta 4n? en promedio,
donde n representa el indice de refraccion del medio absorbente (Schuster et al.,
2014).

En el contexto del atrapamiento de luz Lambertiano, la investigacion de (Green,
2002a) describe soluciones analiticas para estos esquemas, que son de uso en el
calculo de las propiedades de absorcidon y emision de dispositivos semiconductores
texturizados. A través de estas soluciones, se encuentran soluciones para el
comportamiento de luz débil y fuertemente absorbida, mostrando que el promedio
de longitud de camino a través del esquema se aproxima al doble de grosor del
mismo. Por su parte, (Schuster et al., 2014) establece una figura de mérito para
cuantificar la eficiencia de nanoestructuras para el atrapamiento de luz en celdas
solares. Esta eficiencia utiliza la corriente de corto circuito para evaluar el
desempefio dado por una arquitectura y es comparado con un dispersor

Lambertiano ideal.

Formalmente, se espera que una arquitectura irregular de solidos haga a estos mas
conductores que los solidos cristalinos para la formacion de excitones! y polarones?.
Esto es debido a que el orden aleatorio tiende a limitar el movimiento de los
portadores, haciendo la formacién de excitones y polarones mas facil en estos

materiales en contraste con los materiales cristalinos (Fonash, 2014).

L Exciton: Unidad resultante de la unién de un par electron — hueco (Fonash, 2014).

2 Polarén: El electrén y su nube de distorsion reticular. También puede verse como un portador
atrapado en si mismo, un portador atrapado en un pozo potencial creado por su propia distorsién de
la red (Fonash, 2014).



Sin embargo, la ingenieria moderna no es la Unica alternativa para disefios de
mejoras Opticas; la naturaleza promete oportunidades que pueden ser
aprovechadas. El aprovechamiento de una construccion a partir de sistemas modelo
biolégicos puede ser una opcion para atenuar estos efectos a través de una

morfologia compleja explotable.

1.3 Bioplantillas

En este presente capitulo, seran descritos algunos de los procedimientos y distintas
alternativas que distintos autores han llevado a cabo usando bloques de
construccion biolégicos. En este contexto, los enfoques de fabricacion de
estructuras en las escalas micro y nano métricas a través de vias bottom — up
resultan oportunos. La biotecnologia, ofrece estructuras abundantes con
morfologias simples o complejas que pueden ser explotadas por su arquitectura

jerarquica para la sintesis y funcionalizacion de nanomateriales (Tabla 2).

Tabla 2. Materiales inorganicos micro y nano estructurados inspirados en bioplantillas 3

Plantilla Estructura Aplicacion Referencia
Catalisis; Fotonica y (Lietal.,
DNA AUNPsS Electrénica 2003)
(Kalinin et
Proteinas . Nanocristales Biologia celular y qnimal; al.l, 2006;
semiconductores (qdots) Nanoelectrénica Michalet,
2013)
Metales; Semiconductores Biosensores; (Govindaraju
Virus y Nanotubos de carbono | Nanocircuitos; Sistemas et al., 2008)
(CNTs) de recoleccion de luz "
(Jo, 2013;
Bacterias | MICr0 Y nano estructuras de Catalisis Star 2012
TiO2; Sn0O2; ZrO2 ’ ’
Zhou et al.,
2012)
o (Govindaraju
Algas Auy Ag NPs Catalisis; Biosensores et al., 2008)

8 Bioplantilla: En este proyecto, el concepto es entendido como un patrén biolégico que sirve para

fabricar otras piezas basadas en la arquitectura de esta.
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(Fan et al.,
2011;
Rehman et
al., 2011;
Sugunan et
al., 2007;
Tian et al.,
2010; Yu et
al., 2013)
(Behjat et
al., 2017;
Juha
Tommila*,
SiNx / SiO2; Arto Aho,

Insectos Nanoestructuras de CS, PV Antti
metales nobles Tukiainen,
Ville
Polojarvi,
Joel Salmi,
2012)

Microesferas de ZrO2,;
Hongos | LMO-MTs; Microalambres
de Au; ZrP207

Catdlisis; Baterias;
Electrénica; Sensores

La gran mayoria de la literatura reportan la agregacion de materiales inorganicos
sobre biomoléculas (bio - mineralizacién®) tales como proteinas y DNA, u
organismos como virus, bacterias, algas, hongos e insectos. Los procesos de
reduccion de metales nobles es hipotetizado por (Selvakumar et al., 2011) como
que los grupos funcionales de la membrana celular participan como sitios activos
para el anclaje de los iones metéalicos. Asimismo, los modelos biol6gicos son
preferibles como bloques basicos de construccion debido al bajo tiempo de
produccion de micro y nanoestructuras, condiciones de crecimiento accesibles,
produccién en masa y su resistencia a distintas condiciones ambientales. Como
resultado, los motivos estructurales de microorganismos, que pueden desarrollarse
rapidamente y a bajo costo, los convierte en objetivos para su uso en la sintesis

dirigida de materiales.

Por su parte, mediante el uso de plantillas bacterianas (Zhou et al., 2012), se llevo

a cabo la produccion de estructuras (esferas y tabulos) huecos de 6xido de titanio

4 Precipitacion de materiales inorganicos empleando biosupramolélulas
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via sol — gel. El recubrimiento de los organismos es logrado mediante la absorcion
de moléculas metalicas desde la solucion hacia la membrana funcional de la célula.
Un posterior tratamiento térmico (700 °C) remueve las plantillas biologicas al ser
calcinadas. Estudios posteriores demuestran propiedades de recoleccion de luz
mejores que un disefio solido de TiO2. Esto ultimo atribuido a las cavidades que
crean multiples dispersiones de la luz. Las caracterizaciones determinan un ancho

de entre 200 — 500 nm y una longitud de hasta 1 pm.

Asimismo, la revision de (Soto & Ratna, 2010), sefala que ha sido utilizado el
bacteriéfago M13 (en forma de bastdn) para organizar péptidos especificos en la
proteina de la cubierta principal de la membrana. Este régimen conjugado permite
usar el fago como molde para crecer nanocristales (NCs) de sulfuro de zinc y

cadmio.

De manera similar en hongos, en 2011 (Rehman et al., 2011) implementaron el uso
de hifas en crecimiento de Aspergillus niger para el disefio de estructuras de
nanoalambres. Ellos fabricaron estas estructuras mediante el recubrimiento de las
hifas con nanoparticulas de oro. El sistema hibrido del hongo y las NPs fue sometido
a un tratamiento térmico de 550°C que termind por revelar una estructura hueca
debido a la remocion de materia organica. Los resultados mostraron un tamafio
promedio de particula de 20 — 24 nm y un recubrimiento (microalambres) de ~ 800
nm. Equivalentemente, en 2007, mediante de A. niger, (Sugunan et al., 2007)
fabricaron microtubos elaborados con iones de oro que decoraban la superficie de
los micelios fungicos. Este grupo de trabajo formulo las estructuras a través de un
sistema de NPs de oro funcionalizadas con oligonucleétidos® para su anclaje con la
membrana celular del hongo filamentoso. Sus resultados exhibieron un ancho
promedio de entre 1 — 2 micras y longitudes que superaban los milimetros. La
consolidacion de las dos entidades, fue sometida a un proceso de extraccion de
diéxido de carbono supercritico para la liberacion de los microtubulos de oro. Por
altimo, en 2010, (Tian et al., 2010), con ayuda de la arquitectura de levadura

instantanea (Angel Yeast Co., Ltd) exploran la sintesis de fosfato de zirconio. La

5 Oligonucleétidos: Polimeros cortos de acido nucleico, con cincuenta pares de bases 0 menos.
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unién de organismo — material fue sometida a un tratamiento térmico (hasta 700°C)
para la liberacion de la construccion mesoporosa. Los resultados de las estructuras
bioinspiradas muestran actividad electrocatalitica para la reaccion de reduccion de

oxigeno.

Debido a su excelente tolerancia a los metales y su capacidad de soportar la
mineralizacion de estos, los hongos filamentosos son aplicantes atractivos para su

uso como bioplantillas.

1.4 Hongos filamentosos

Los hongos son microorganismos eucariotas que incluyen mohos y levaduras, y en
sSu mayoria, es observable un arreglo filamentoso por naturaleza (a excepcién de
las levaduras). Estos organismos pueden reproducirse ya sea de manera sexual (a
través de procesos meidticos) o asexual (procesos mitéticos) mediante propagulos
denominados esporas (Webster & Weber, 2007). El crecimiento de los hongos
filamentosos se da mediante el surgimiento y desarrollo de hifas, las cuales
constituyen el micelio (Leeder et al., 2011). En este contexto, el crecimiento de las
hifas involucra interacciones entre sintesis y expansion de la membrana plasmatica,

conducidas por el citoesqueleto (Torralba & Heath, 2001).

La estructura del citoesqueleto celular evoca formas parecidas a tubulos, cuyos
bloques de construccion son unidades que proporcionan rigidez a la célula e
incluyen microfilamentos ¢ de actina, microtibulos’ (MTs) y filamentos intermedios.
Sin embargo, estos Ultimos componentes no han sido identificados en modelos
fungicos. Adicionalmente, las funciones de este andamio celular son determinadas,

en parte, por las proteinas asociadas a los microtubulos (MAPs) (Omisted, 1986).

6 La funcion de estas estructuras es llevar cabo la regulacion de la extensién de la punta de la hifa
(Heath, 1995). Constituyente formado por monémeros de actina G.
7 Constituyente que funciona como caminos para el transporte de cargamentos moleculares como

vesiculas, vacuolas y nucleo celular (Webster & Weber, 2007).
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Sin embargo, no se considera la participacion de estas ultimas en el desarrollo de

este estudio.

A pesar de que es desafiante caracterizar estos microorganismos, una clasificacion
es posible mediante sus propiedades morfologicas, como diametro promedio de la
hifa, unidad de crecimiento hifal, longitud de la hifa, unidad de ramificacion hifal,

namero total de puntas y nimero total de ramificaciones (Paul & Thomas, 1998).

1.4.1 Trichoderma atroviride

Las especies de Trichoderma forman hifas septadas de color hialino. Un color verde,
grisdceo o marron se debe a los conidios, que cuentan con una membrana suave a

distintivamente rugosa (Kubicek & Harman, 2002).

Para poder mantener una elongacion y una alta ramificacion, el hongo se desarrolla
mediante conidiacion. Las ramificaciones laterales generadas de ramas principales,
generalmente forman un angulo recto entre ellas. Las células conidi6éforos son
tipicamente estrechas y flexibles, con ramificaciones primarias que surgen en

intervalos regulares (Kubicek & Harman, 2002).

Algunas especies del género Trichoderma han sido seleccionados como agentes
de control biol6gico® como resultado de su produccion de metabolitos que restringen
el desarrollo de otros microorganismos (Mukherjee et al., 2012). Los mecanismos
de biocontrol incluyen, pero no se limitan, al micoparasitismo, antibiéticos y
competencia por nutrientes, también induce respuestas de defensa sistémica en
plantas (Harman et al., 2004). Adicionalmente, algunas investigaciones hacen uso
del hongo como modelos fotomorfogénicos® consecuente a cortos pulsos de luz que
activan la conidiacion (Schmoll et al., 2010).

8 Agentes de control biolégico: Organismos vivos utilizados con el objetivo de controlar las
poblaciones de otro organismo.

9 Fotomorfogénesis: Capacidad de T. atroviride para conidiar tras la exposicion a la luz.
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Algunas propiedades morfologicas de T. atroviride (Figura 4) son listadas en Tabla
3 (Bissett, 1992).

Figura 4. Microscopia 6ptica de campo claro procesada y binarizada digitalmente de T. atroviride
con tiempo de incubacion de 24 h a 28 °C. Las ramificaciones blancas corresponden a las hifas del

microorganismo y la seccioén oscura al fondo. Barra de escala corresponde a 100 ym.

Tabla 3. Propiedades morfoldgicas de Trichoderma atroviride (Bissett, 1992).

Unidad
Longitud total de la hifa 12 - 60 um / septo
Diametro promedio de la hifa 4-12 pm
NUmero total de puntas'© 216 puntas
Ndmero total de hifas® 796 hifas
Velocidad de crecimiento hifal'! 0.072+0.016 um /s

Asi pues, el uso selectivo de nuestro sistema modelo T. atroviride demuestra una
aplicabilidad de este como una plantilla biolégica para la fabricacion de micro —
arreglos y ha llamado nuestra atencion debido a la posibilidad de aprovechar su
capacidad intrinseca de formar grandes estructuras ramificadas ordenadas

dimensionalmente.

10 Valores aplicables para un cultivo de T. atroviride con 43 h de incubacién a 28°C.

11 Promedio de velocidad de crecimiento. Informacién obtenida de (Orellana, 2019).
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1.5 Justificacion

La produccion practica de sistemas bioldgicos complejos presenta una alternativa
promisoria para el desarrollo de estructuras basadas en su morfologia. La red
compleja de Trichoderma atroviride genera la oportunidad de aprovechar su
entreverada organizacion mediante su fijacidn permitiendo generar un mecanismo

de atrapamiento de luz.

Paralelamente, se hace necesaria la evaluacion de la eficiencia de atrapamiento de
luz en las microestructuras desarrolladas, donde se examina la competencia y
desempefio de estas arquitecturas bioinspiradas. En este contexto, la realizacion de
este estudio espera mejorar el recorrido 6ptico efectivo de la luz al incidir sobre
microestructuras basadas en el hongo filamentoso T. atroviride, aportando una

alternativa practica con una morfologia 6ptima.

1.6 Hipotesis

Las microestructuras basadas en la morfologia compleja de la red filamentosa de
Trichoderma atroviride presentan propiedades Opticas favorables para el

atrapamiento de luz.

1.7 Objetivos y metas
1.7.1 Objetivo general

Desarrollar bioplantillas construidas a partir del hongo filamentoso Trichoderma
atroviride y evaluar sus propiedades Opticas, para determinar su potencial como

estructuras complejas para el atrapamiento de la luz.

1.7.2 Objetivos especificos
I.  Cultivar Trichoderma atroviride bajo condiciones oOptimas vy fijar el

micelio libre de sustrato.
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Describir las caracteristicas morfologicas de la bioplantilla y cuantificar

sus propiedades de transmision Optica (patron de transmitancia).

1.7.3 Metas

l.
Il.
II.
V.

VI.

Cultivo de Trichoderma atroviride.

Fijacion de micelio libre de sustrato.

Caracterizacion de T. atroviride mediante microscopia oOptica.
Construir un dispositivo para medir la transmitancia 6ptica de muestras
por medio de iluminacion laser.

Realizar mediciones de transmisién optica de la estructura compleja
bio-inspirada.

Evaluar el potencial uso de la estructura desarrollada para fines de

atrapamiento de luz.
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CAPITULO 2. MANEJO DE Trichoderma atroviride

2.1. Motivacion

Basados en la arquitectura que T. atroviride ofrece, utilizamos este organismo como
modelo bioldgico para la fabricacion de nuestra bioplantilla. Una vez seleccionado
el esquema de referencia es necesario familiarizarnos con su crecimiento a través
de su cultivo. Para el correcto empleo del hongo, debemos asegurar las condiciones
Optimas de crecimiento del mismo, asi como observar su comportamiento. Esto se
logra a través de la implementacioén de protocolos cultivo, por lo que nosotros
establecimos un procedimiento basado en la revision bibliografica de estos

microorganismos y que permitan obtenerlo con el crecimiento deseado.

2.2. Métodos experimentales
2.2.1 Crecimiento de Trichoderma atroviride

El cultivo de T. atroviride tomé como referencia la NOM-111-SSA1-1994. Agar
Dextrosa Papa (PDA acr6nimo en inglés) fue preparado con base a las
especificaciones del fabricante (Apéndice Al) y esterilizado a 125°C durante 20

min. El medio de cultivo fue vaciado en placas Petri estériles.

En un ambiente estéril, los conidios de la cepa de tipo silvestre T. atroviride fueron
colectadas mediante un ligero frotis con la aguja de una Jeringa de Insulina estéril
y se realizd una puncion sobre la parte central las placas Petri con PDA. Los medios
de cultivo inoculados, fueron incubados en oscuridad a 28°C y observaciones
mediante microscopia Optica (MO) fueron realizadas cada 24 h durante 120 h. El

tratamiento de las imagenes fue realizado mediante el software ImageJ.
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2.2.2 Experimento control (fotoconidiacion)

Partiendo de cajas previamente inoculadas por puncién con T. atroviride, se
expusieron a luz ambiental durante 10 min, para inducir la fotoconidiacion. La

exposicion y registros fueron tomados a partir de dos lotes:

e Lecturas cada 24 h de incubacion en oscuridad a 28°C.

e Lecturas cada 48 h de incubacion en oscuridad a 28°C

2.2.3 Microscopia Optica

El crecimiento de T. atroviride fue monitoreado a través de un microscopio de campo
claro. Las imagenes fueron recolectadas mediante una camara digital AmScope
MU300 acoplada al microscopio de campo claro AmScope T370B-3M, cuya captura
fue realizada a través del software propio de la marca. Los objetivos de 4x y 10x
magnificaciones fueron empleados para la caracterizacion de microscopia Optica; la
escala establecida para las imagenes fue de 0.635 pixel: 1 ymy 1.647 pixel: 1 um

para cada magnificacion respectivamente.

2.3. Resultados y discusion

Con el fin de asegurar un dominio del modelo bioldgico, este fue sometido a un
experimento control de crecimiento. Adicionalmente, un experimento de
fotoconidiacion fue realizado. El desarrollo de esto tratamiento permitié garantizar
las buenas practicas de laboratorio, y que las condiciones de crecimiento son las

Optimas.

2.3.1 Curva de crecimiento

Las lecturas de crecimiento de T. atroviride muestran a las 24 h un area de 1.6 cm?
sobre la superficie del medio, con un diametro de 1.43 cm. Una caracteristica

macroscopica es el crecimiento del hongo cuya morfologia es semejante al algodon.
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Asimismo, las caracteristicas microscopicas, observadas mediante MO, revelan una
morfologia entreverada de las hifas cuya longitud es desigual entre si. En contraste,
el crecimiento a las 24 y 72 h muestra hifas alargadas y segmentadas. Las areas
ocupadas por el hongo, de estos tiempos de incubacion, son de 18.3 cm? y 42.2

cm?, con diametros de 4.8 y 7.3 cm respectivamente.

Por otra parte, las observaciones en MO de 96 h revelan una extension persistente
de las hifas, llegando a ocupar 44.8 cm? sobre el medio de cultivo con un diametro
de 7.5 cm. Alternativamente, la incubacién durante 120 h muestra un area ocupada
63.6 cm? con un diametro de crecimiento de 9 cm. Cuando el hongo alcanza las 120
h de incubacién, es observado que el horizonte de conidiacién alcanza el limite de
la placa de Petri, delimitando la produccién y el aprovechamiento experimental de
los cultivos dentro de las primeras 96 h de incubacion (Figura 5).

10
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Figura 5. Curva de crecimiento de T. atroviride en medio de cultivo PDA incubado a 28°C durante
120 h en la oscuridad.
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2.3.2 Fotoconidiacion

Las lecturas de crecimiento de T. atroviride cada 24 h sometidas a luz ambiental
durante 10 min muestran concordancia con la curva de crecimiento del hongo en la
determinacion de su diametro (Figura 6a). Sin embargo, la interaccién con la luz
ambiental promueve la produccion de esporas, generando un halo de color verde
tras 96 h de incubacion en oscuridad a 28°C con una exposicion total de 30 min
(Figura 6b).

Figura 6. a. Crecimiento de T. atroviride por 48h a 28°C en oscuridad. b. Ensayo de fotoconidiacion
en T. atroviride incubado en oscuridad a 28°C durante 96 h con 30 min de exposicion total a luz
ambiental. Primer anillo de conidiacién (verde) corresponde a pulso de luz a las 48h de incubacion.

Barra de escala corresponde a 2 cm.

2.4. Conclusién

En este capitulo se presenté el desarrollo y manejo de T. atroviride bajo las mismas
condiciones de cultivo y temperatura con distintos tiempos de incubacion (24 h —
120 h) post inoculado. Ademas, confirmamos experimentalmente el correcto
desarrollo del modelo biologico que fue validado con ensayos de crecimiento y
fotoconidiacion lo que, basado en estas observaciones, indica el crecimiento

adecuado del hongo en las condiciones descritas.
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Por otra parte, encontramos que tiempos de incubacién de 24 h'y 48 h no son
optimos debido al camulo de esporas transferido mediante la puncion al medio, y la
masificacion del hongo, respectivamente. Basandonos en estas observaciones,
nuestros experimentos para desarrollar las bioplantillas seran realizados a las 36 h

de incubacion a 28 °C en la oscuridad para evitar el surgimiento de conididsporas.

20



CAPITULO 3. FABRICACION DE LA BIO - PLANTILLA

3.1. Motivacion

Como ha sido discutido en el Capitulo 2, la ventana de oportunidad que nos propone
T. atroviride en un tiempo de incubacion de 36 h a 28 °C en la oscuridad condiciona
la homogeneidad y manejo accesible de la muestra sin comprometer la arquitectura
de ésta, por lo que necesitamos su implementacion en una rutina para la
manipulacion ex situ del organismo. En este contexto, nosotros establecimos un

procedimiento para producir y caracterizar la bioplantilla.

3.2. Métodos experimentales

3.2.1. Inoculado en papel celofan

Recortes circulares de papel celofan (& = 8 cm) previamente lavados y esterilizados,
fueron depositados en medio de cultivo PDA en condiciones asépticas. Con ayuda
de pinzas de diseccion, las burbujas formadas entre el papel celofan y el medio PDA
fueron removidas y se permitio la evaporaciéon del agua excedente que acompafiaba
las laminas de celofan estériles. El indculo de Trichoderma atroviride fue depositado
en el centro del papel celofan siguiendo el protocolo de inoculaciéon por puncién,
evitando la perforacion de éste. El organismo fue incubado en oscuridad a 28°C

durante 36h y removido del medio PDA para su manejo por separado.

3.2.2. Fijacién y deshidratacion de ejemplares

El siguiente procedimiento es realizado bajo condiciones asépticas (Apéndice A3):

I.  Una vez que el celofan es removido del medio PDA, un area de 10 x 10 mm
de micelio de 36 h de crecimiento (Figura 7), es recortada y fijada en 20 mL
de PFA 4% durante 4 h. Lavados de PBS 1X (Apéndice A2) (3 x 15 min) son
realizados en recipientes diferentes, y el papel celofan es desprendido de la

pelicula de micelio.
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Figura 7. Crecimiento de Trichoderma atroviride sobre papel celofan. Perimetro punteado en rojo
indica el area de recorte para remover la pelicula de micelio tras ser lavada. Barra de escala

corresponde a 2 cm.

Il. Lavados con series crecientes de alcohol etilico, fueron realizados para la

deshidratacion de las muestras:

e Etanol 35% 1 x 15 min
e Etanol 50% 1 x 15 min
e Etanol 75% 1 x 15 min
e Etanol 95% 2 X 15 min
e FEtanol 100% 2 X 15 min

lll.  Finalmente, las muestras son sometidas a lavados de acetona (2 x 15 min) y
transferidas a un portaobjetos y cubiertas con un cubreobjetos (Figura 8).
Los ejemplares se dejaron secar toda la noche, sellados con barniz de uiias

y fueron montados para su observacion.

22



Figura 8. Bioplantilla sellada entre porta y cubreobjetos posterior a proceso de fijacion y

deshidratacion. Barra de escala corresponde a 1 cm.

3.2.3. Recopilacion y procesamiento de imagenes

Las imagenes fueron recolectadas con base al procedimiento descrito en la seccién
2.2.3.

Con la finalidad de caracterizar los micelios se realizdé un proceso de segmentacion
en las imagenes de las hifas observadas, efectuado a través de un procesamiento
digital de las imégenes capturadas. Esto ultimo fue realizado mediante el software
ImageJ, cuyo tratamiento de las imagenes originales (Figura 9a) consistié en la
conversion a formato de 8-bit (Image > Type > 8-bit), sin modificar la resolucion de
las figuras (Figura 9b). Posteriormente, se realizé un filtrado de estructuras grandes
(correccion de sombreado) y estructuras pequefias (suavizado) del tamafio de
pixeles especificado (Process > FFT > Bandpass Filter: Filter large structures down
to: 35 pixels; Filter small structures up to: 1 pixels) mediante el filtrado gaussiano en
el espacio de Fourier (Figura 9c) para la obtencion de una iluminacién homogénea.
Ademas, un ajuste de brillo y contraste (Image > Adjust > Brightness & Contrast: 80
& 180), asi como una correccion gamma (Process > Math > Gamma: 0.6) fueron
llevados a cabo. Por otra parte, la segmentacion fue realizada para delimitar las
areas de los espacios intra — micelio (Image > Adjust > Threshold: Auto).
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Finalmente, las hifas son refinadas a través del proceso de llenado de huecos

automatico (Process > Binary > Fill holes) (Figura 9d).
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Figura 9. Procesamiento digital de microscopia optica para la segmentacién de espacios intra -
micelio e hifas de Trichoderma atroviride. a. Microscopia 6ptica original de Trichoderma atroviride.
b. Conversion de imagen a formato 8-bit. c. Procesamiento para uniformizar el fondo, ajuste de Brillo
y Contraste y ajuste Gamma. d. Imagen final con hifas y espacios intra — micelios segmentados para

su analisis. Barra de escala corresponde a 200 um.
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3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Complejidad de red

La malla de hifas presentes en la bioplantilla generada es considerada como una
red compleja. Esta caracteristica es definida por el acumulado de multiples
elementos. En este caso, es relativo a la amplia cantidad y desarreglo de hifas
presentes en la arquitectura del micelio de T. atroviride (Figura 10 a-d). Asimismo,
se observo la conservacion estructural de hifas tras ser sometidas al procedimiento
de fijacion (Figura 10 b y d), lo que mantiene la variable de aleatoriedad propia de

este modelo biolégico.

Figura 10. a. Microscopia éptica de T. atroviride con magnificacion 4X previo a tratamiento de
fijacion. b. Pelicula de micelio fijada con PFA 4% a una magnificacion 4X. Barra de escala
corresponde a 500 ym. c. Microscopia 6ptica de T. atroviride con magnificacion 10X previo a
tratamiento de fijacion. d. Pelicula de micelio fijada con PFA 4% a una magnificacién de 10X. Barra

de escala corresponde a 200 um.
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3.3.2. Espacios intra — micelio
Posterior al procesamiento digital expuesto en Capitulo 3.2.3, la recoleccion de
tamafios de areas intra — micelio (IM) fue llevado a cabo (Analyze > Analyze
Particles > Size: 9 um? - infinity) mediante el programa referente. El valor de 9 um?
fue establecido con base a la distancia minima que el objetivo 10X puede resolver,
por lo que los valores menores a este no son de confianza y por lo tanto son
descartados para todas las imagenes. La distribucién de los espaciamientos se
clasificd dentro de las tres regiones de densidad diferentes a simple vista: baja,

intermedio y alta.

Las regiones de baja densidad de hifas son observadas en la Figura 11 a, sin
embargo, carece de uniformidad en tamafos. Por otra parte, llevamos a cabo un
ajuste exponencial a la distribucion de areas de espacios IM (Figura 11 b). Lo ultimo
nos permite determinar que el valor de las areas promedio corresponde a 894 + 31
um?. Estos valores son considerados representativos para estas regiones. Cabe
mencionar que se trata de un ajuste exponencial doble y el promedio considerado
fue el mas proximo al promedio aritmético del total de areas para esta region
(Apéndice A4).
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Figura 11. a. Imagen de microscopia Optica (magnificacion 10X) procesada digitalmente de region

con espacios intra - micelio con baja densidad de hifas. Las ramificaciones blancas representan hifas

de T. atroviride y regiones oscuras representan el fondo. Barra de escala corresponde a 200 ym. b.
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Histograma de frecuencias en areas en la region de baja densidad. Barras corresponden a intervalos

de 300 um? y linea azul representa un ajuste exponencial.

De manera similar a la region descrita anteriormente, la intermedia densidad de
hifas (Figura 12 a) tiene areas promedio de 145 + 8 ym? obtenidas a través del
ajuste exponencial a su distribucién (Figura 12 b). Asimismo, consideramos el valor
reportado como representativo para esta region, ya que es el mas proximo al

promedio aritmético para las areas de esta densidad de hifas (Apéndice A4).

Frecuencia (cuentas)

750 1000
Area (um?)

Figura 12. a. Imagen de microscopia Optica (magnificacion 10X) procesada digitalmente de region
con espacios intra - micelio con intermedia densidad de hifas. Las ramificaciones blancas
representan hifas de T. atroviride y regiones oscuras representan el fondo. Barra de escala
corresponde a 200 ym. b. Histograma de frecuencias en areas en la region de intermedia densidad.

Barras corresponden a intervalos de 30 ym? y linea azul representa un ajuste exponencial.

Finalmente, regiones con mayor densidad de hifas son presentadas en la Figura 13
a. Las areas promedio de estas regiones son representadas por valores de 38 + 4
um? obtenidas mediante el ajuste exponencial (Figura 13 b) y son considerados
como los valores representativos de esta seccién. Ademas, a diferencia de las
regiones de baja e intermedia densidad de hifas, la distribucion de las

ramificaciones, y por tanto sus espaciamientos IM, es mayormente uniforme.

27



400

Frecuencia (cuentas)
) w
o (=}
(=] (=]

o
=1

T T
100 150 200

Area (um?)

Figura 13. a. Imagen de microscopia Gptica (magnificacion 10X) procesada digitalmente de region
con espacios intra - micelio con alta densidad de hifas. Las ramificaciones blancas representan hifas
de T. atroviride y regiones oscuras representan el fondo. Barra de escala corresponde a 200 pym. b.
Histograma de frecuencias en areas en la regién de alta densidad. Barras corresponden a intervalos

de 3 um? y linea azul representa un ajuste exponencial.

Sistematicamente, se resumen las areas representativas de cada region de distinta

densidad en la Tabla 4.

Tabla 4. Estadistica de areas de espacios intra - micelio

Densidad de micelio Promedio de area (um?) Error
Baja 894 31
Intermedia 145 8
Alta 38 4

3.4. Conclusion

Una bioplantilla, basada en estructuras de T. atroviride fue generada a través de un
proceso de fijacion preservando la integridad estructural del modelo biolégico.
Ademas, la complejidad de la bioplantilla se justifica con la cantidad y ramificacion
aleatoria de hifas que la constituyen. Por otra parte, tres regiones de densidad

particulares son reconocidas y medidas sistematicamente: baja, intermedia y alta
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densidad, cuyas areas promedio de espacios intra - micelio son representados por

894 + 31 ym?, 145 + 8 um? y 38 + 4 ym? respectivamente.

Adicionalmente, observamos que las menores densidades de hifas son generadas
por espaciamientos entre el medio de cultivo y papel celofan. sin embargo, es
posible mejorar la homogeneidad bidimensional de hifas a través de la eliminacion

de volimenes de aire entre los elementos mencionados.
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CAPITULO 4. PROPIEDADES DE TRANSMISION OPTICA DE LA
BIOPLANTILLA

4.1. Motivacion

El estudio de las propiedades Opticas de distintos esquemas de disefios Opticos
mejorados en relacion, no solo a CS, es esencial, asi como la comparativa entre
ellos. En este contexto, el andlisis de la interaccion entre la luz y la bioplantilla que
fabricamos en Capitulo 3 permite caracterizar 6pticamente nuestra arquitectura. Sin
embargo, en nuestro laboratorio no contamos actualmente con un equipo comercial
que permita realizar dicho estudio, por lo que es necesario disefiar, construir y
probar un sistema de medicion de intensidad luminosa como funcién del angulo de

esparcimiento.

4.2. Métodos experimentales

4.2.1. Configuracién de mesa 6ptica
4.2.1.1. Sistema de iluminacion

Las peliculas de micelio son sometidas a condiciones de iluminacién mediante un
laser de He — Ne (A = 632.8 nm) de perfil gaussiano Thorlabs HNL150RB montado
en una mesa oOptica (Figura 14 a-b). Esta iluminacion fue utilizada por conveniencia
y, ademas, debido a que su longitud de onda se encuentre en el rango del espectro
visible, lo que facilita su alineacion. Por otra parte, las condiciones de iluminacion
ambiental son reducidas para evitar artefactos no deseados. Una pantalla de

proyeccion fue instalada a 40 cm de la interaccién laser — muestra.
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Figura 14. Mesa Optica con laser He - Ne montado para la medicion de la intensidad como funcién
de angulo de proyeccién a. Representacién esquematica de la mesa 6ptica, donde L: Laser He —
Ne. R: Reflector. LO: Lamina de onda. CP: cubo polarizador. i: iris. M: muestra y, por debajo, motor
NEMA-17. D: Foto detector montado en soporte. b. Vista frontal de mesa éptica. Direccion de giro

en sentido horario.
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42.1.2. Medicién de intensidad luminosa

Las mediciones de intensidad como funcion del angulo de proyeccion en el eje
horizontal de las muestras, fueron realizadas con un Fotodetector (PD) de Silicio
Thorlabs DET110 (Figura 15a) con un filtro de interferencia que solo permite el paso
de longitudes de onda alrededor de 633 nm + 20 nm. Adicionalmente, se colocaron
dos filtros de densidad Optica neutra para atenuar la intensidad luminosa. Este
componente fue montado sobre un motor a pasos NEMA-17 con resolucién angular
de 200 pasos por revolucion y un eje independiente, mediante un soporte impreso
en 3D elaborado de &cido poli lactico (PLA) desarrollado en el software SolidWorks
(Apéndice Ab). Las lecturas de voltaje fueron adquiridas mediante un multimetro y
procesadas mediante un software de analisis de datos y gréaficos (Origin version
2018). Vale la pena resaltar que, las mediciones por encima de 9 V saturan el

detector utilizado, por lo que dichas lecturas son omitidas de nuestros analisis.

Figura 15. Sistema de foto deteccion del laser a través de peliculas de micelio. a. Fotodetector
Thorlabs DET110 b. Fotodetector para la medicion del laser a través de las peliculas de micelio. F:
Filtros de interferencia (633 nm+ 20 nm). N: Filtro de densidad Optica neutra. S: Soporte impreso en
3D elaborado de PLA.

El motor a pasos fue dirigido a través del controlador Adrafruit Motor Shield V2 para
una placa Shield, conectado a una placa Arduino UNO SMD (Apéndice A7). El
dispositivo fue conectado a una computadora mediante puertos USB permitiendo a

un programa (Figura 16), desarrollado en LabView, controlar el motor a pasos. El
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desplazamiento de pasos utilizado fue 115 equivalente a 207°, de los cuales: 15

corresponden a mediciones anteriores a la muestra (luz esparcida en reflexion) y

100 a la proyeccion posterior a la muestra (luz esparcida en transmision).

Control de motor y captura de datos

Configuracién Serial
Poarto Senal B Rate EEEEEEEEE—

B 1 a8 STOP

U Tiempo transcurride
B e captur (segundos)

| 81 controt de amisicn de

Tipo de paso

<0> s

Control de pasos
AUTOMATICO/MANUAL

Automatico | Manwsl |
PASOS TRANSCURRIDOS
- EMISOR DE PASOS (AUTOMATICO)
o

to quo dard 1 paso

por cada captura de datos.
“*$i ol sistoma cambia a modo MANUAL, debe ingresar la cantidad de pasos que requiera
00.

que ol

de 1

relativo a

que ol ingreso de la panos req

que Ia flecha la

Figura 16. Software para el control del motor a pasos NEMA 17 programado a través de LabVIEW.

4.2.1.3.

Perfil de irradiancia laser

La perfilacion del Laser He — Ne fue realizada a través del Método Knife Edge

(Figura 17a).

Una navaja fue montada en un soporte sobre una platina de desplazamiento lineal

Newport UMRS8.25 (Figura 17b). Se aseguré que el filo de la navaja bloqueara el

laser por completo y desplazamientos de 50 um fueron llevados a cabo en la

direccion X. Las lecturas fueron registradas por el fotodetector (Thorlabs DET110)

y analizadas a través de Origin 2018.
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Filo de navaja

@) Detector

Laser

Figura 17. a. Principio basico del método Knife Edge. b. Representacién esquematica de la
configuracién para el método Knife Edge, donde: L: Laser. P: Platina de desplazamiento Newport
UMRS8.25. K: Navaja. D: Detector.

4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Indice refraccion
Finalizado el tratamiento de fijacién y deshidratacion, llevamos a cabo una primera
caracterizacion de la bioplantilla fabricada a través de microscopia éptica. En la
Figura 18 se observan las hifas inmersas en acetona, ultimo medio al que fue
sometida la bioplantilla, y exhiben un bajo contraste con respecto a este medio. Esta
observacion sugiere que el indice de refraccion de las hifas es similar al de la

acetona, es decir, 1.3.

Figura 18. Microscopia Optica (magnificacion 10X) de Trichoderma atroviride en soluciéon con

acetona durante proceso de deshidratacion. Barra de escala corresponde a 200 ym.
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4.3.2. Diametro de laser He — Ne

La interaccion entre la luz y la bioplantilla ocup6 un lugar importante en el estudio
de esta, por ello, conocer el area de interaccion entre ambos sustenta la medicién
del didametro del laser que utilizamos. Los resultados del analisis de los datos
experimentales para el laser He — Ne son presentados en Figura 19 a. A través de
las mediciones realizadas, una curva con funcién sigmoidal es obtenida. Dos casos
son observados: el primero, cuando la intensidad tiene un valor minimo, es decir, la
navaja cubre por completo la irradiancia del laser. Un segundo caso aparece cuando

el laser no es cubierto, y éste alcanza su valor maximo.
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Figura 19. a. Sefiales medidas a través del método Knife Edge. b. Perfilacién de la mancha del laser.

Con base a los 30 puntos experimentales recolectados, la seccion media w puede
ser determinada a 418.1 ym. Con respecto a los puntos eiz (Figura 19 b) de la curva

Gaussiana, el diametro es determinado a 836.2 um cuya area corresponde a 0.54

pum2.
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4.3.3. Patron de moteado

Conocer la influencia que la bioplantilla genera sobre una fuente de luz coherente,
nos brinda informacion cualitativa de la complejidad de nuestro esquema. Para ello,
planteamos la observacion del comportamiento del laser He — Ne en cinco areas
distintas de la bioplantilla, separadas 500 ym una de la otra (Figura 20 a-f). A través
de la introduccion del laser a la estructura mencionada, el area de interaccion
proyecta una mayor dispersion del laser cuando alcanza regiones de mayor

densidad de hifas, con respecto a regiones libres de las estructuras flungicas.

Figura 20. Desplazamiento de laser a través de la bioplantilla sobre pantalla de proyecciéon a 0.4 m

distante de la muestra. a. Patron control generado por laser He - Ne (632.8 nm). Patrén de moteado
generado con bioplantilla por desplazamiento lineal de 500 ym (b), 1000 um (c), 1500 um (d), 2000

pum (e), 3000 um (f) respecto al laser. Barra de escala corresponde a 10 cm.
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Cuando areas de 0.54 mm? de peliculas de micelio (Apéndice A7) interactlian con
el laser He — Ne, patrones de moteado!? caracteristico son distinguibles en una
pantalla de proyeccion (Figura 21 a — c). Por efecto de interferencia, puntos
brillantes y oscuros son provocados. Estos Ultimos son generados por la
interferencia destructiva, donde las ondas del laser incidentes se encuentran
desplazadas una con respecto a otra, debido a la diferencia en tamafo y forma de
los espacios intra — micelio, actuando como una rendija. En contraste, cada punto
brillante es resultante de la interferencia constructiva del laser que atraviesa la
pelicula de micelio, donde las ondas se encuentran en fase y las amplitudes de
estas son sumadas. En general, la distribucion de la intensidad luminosa depende
de parametros como el diametro del Iaser, longitud de onda (A), indice refraccién de

las hifas (n) y el grosor de las hifas en la pelicula de micelio.

12 patron de moteado: Motivo resultante de la interferencia de ondas de la misma frecuencia, que
tienen diferente fase y amplitud. Su intensidad varia aleatoriamente, dependiendo de la suma de

amplitudes de las ondas.
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Figura 21. Patrones de moteado generados por laser He — Ne (A = 632.8 nm) sobre pantalla de
proyeccion a 0.4 m distante de las muestras. Patrén de moteado generado por regiones con espacios
intra — micelios con area promedio de 894 + 31 ym? (a). 145 + 8 um? (b) y 38 + 4 um? (c). Barra de

escala corresponde a 5 cm.
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Muestras con la menor densidad proyectan patrones con un punto o mancha central
alargado a los extremos de la pantalla de proyeccion (Figura 21 c). En contraste, y
siguiendo la conducta descrita anteriormente, ejemplares con la mayor densidad de
hifas componen un patron de moteado con una iluminacibn mayormente
homogénea (Figura 21 c). Por otra parte, una intermedia densidad también fue
observada en distintas muestras y su patrén caracteristico (Figura 21 b) es un
comportamiento semejante a una baja densidad de hifas, sin embargo, la mancha
central es considerablemente menor debido a efectos de interferencia de IM

menores.

Asimismo, la direccion de crecimiento radial de las hifas genera patrones de
moteado diferentes a simple vista. El alargamiento y tamafo de los patrones
proyectados, observados en Figura 21, son registrados cuando la muestra es
desplazada horizontalmente, por lo que este factor sugiere que la pelicula de micelio
es heterogénea en diferentes puntos donde interactia con el laser y provoca
patrones anisotropicos.

Equivalentemente, la densidad del micelio que define los IM juega un rol de
importancia y una conducta es observada: cuanta mayor densidad de hifas, menor
IM y, por tanto, un patron mayormente homogéneo es generado.

A partir de la naturaleza de las interacciones observadas, los patrones de
transmisién son caracterizados mediante los arreglos descritos que generan,
intensidad luminosa y comparativa de estos con sistemas semejantes. Aunado a la
intensidad luminosa, es importante conocer su distribucion con respecto a los
angulos de proyeccion, al interior de los patrones. Para ello, se construyd un
detector ya que en el laboratorio no se cuenta con un equipo comercial para este

estudio.
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4.3.4. Disefio y fabricacion del detector

Para el detector Thorlabs DET110 utilizado, fueron requeridas piezas para su
soporte y desplazamiento alrededor de nuestra bioplantilla. Las piezas impresas en
3D proporcionan un soporte rigido para el fotodetector (Figura 22 a), lo que permite
una medicion estable una vez que el motor realiza el avance definido en el software
controlador. Sin embargo, el rango de rotacion del detector limita la recoleccion de
voltajes mas alld de 115 pasos (Figura 22 b). Pese a esta restriccion, los
componentes de transmitancia generados pueden ser cuantificados en su mayoria
(84%) para su posterior andlisis. En contraste, los constituyentes de reflectancia
observados cuando la muestra se encuentra perpendicular a la normal del laser,
esta restringido a 15 pasos, no obstante, la tendencia de su comportamiento no
debe ser despreciada. En este contexto, la definicion de angulos positivos, es decir
de transmitancia, son observados en el area sombreada en verde de Figura 22 b.

Asimismo, los angulos negativos se muestran en el area sombreada azul de la

misma figura.

Figura 22. a. Vista frontal de soporte desarrollado en SolidWorks e impreso con filamento PLA para
la monturay rotacion de foto detector. b. Vista superior de configuracién de mesa 6ptica. Linea verde
punteada representa el rango de rotacion que desempefia el motor. Linea roja punteada representa
el rango de rotacion limitado debido a los postes de montura. Areas verde y azul corresponden a

angulos positivos y negativos, respectivamente.
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Una vez que el sistema de deteccion fue montado, es posible caracterizar la
distribucion de intensidad como funcién del angulo de proyeccion, lo que representa

un aspecto fundamental para nuestro esquema 6ptico fabricado.

4.3.5. Curvas de intensidad en funcién del angulo

Mediciones de voltaje como funcién del angulo de proyeccién del laser a través de
las muestras, fueron medidos en el eje horizontal. Los resultados son presentados

en esta seccion.

Se estudio el comportamiento de la intensidad luminosa generada en tres tipos de
muestras distintas, diferenciandolas desde baja densidad hasta una alta densidad,
pasando por una intermedia. En la Figura 23 a se observa el comportamiento del
voltaje a través de una baja densidad espacial de hifas, cuyo pico maximo
corresponde al punto central mas brillante en la pantalla de proyeccién (Figura 22
a) que no sufre desviacion, es decir, el orden 0 de difraccion. El laser es transmitido
en su mayoria por la muestra, no observandose componentes de reflexion anterior
a la posicion de la muestra (regién correspondiente de -129.6° a -90°). Una vez que
el detector se encuentra perpendicular la muestra, las mediciones de transmision
son consideradas, sin embargo, es descartable su comportamiento hasta alcanzar
un desplazamiento angular de -25°, donde tiene lugar la deteccién del incremento
de intensidad. Asimismo, la Figura 23 b muestra la intensidad luminosa normalizada
del comportamiento descrito; es decir, solamente es exhibido el comportamiento de
esparcimiento de luz asociado a esta region de hifas. Esto procedimiento fue
realizado para encontrar el ancho asociado a la distribucion luminosa de la region

de las tres densidades definidas.
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Figura 23. a. Voltaje como funcién del angulo de proyeccién medido con un fotodetector en eje
horizontal de muestras con baja densidad de hifas. En microscopia Optica, los espacios intra - micelio
corresponden a 894 * 31 ym? en &area. Barra de escala corresponde a 200 pym. b. Valores de la

gréfica (a) de intensidad luminosa normalizada con regién restringida hasta 2.5 V.

Por otra parte, en una intermedia densidad, es visible un componente de reflexion
de la luz incidente en los pasos angulares anteriores a la muestra (Figura 24 a),
correspondientes de -129.6° a -90°. Ademds, un ensanchamiento del perfil
gaussiano del laser es notable en las regiones angulares de transmision. Las
mediciones de voltaje, con respecto a una baja densidad de hifas fue reducida
considerablemente, sin embargo, un pico maximo es remarcable en la regién
angular paralela a la direccidén original del laser. Por otra parte, la Figura 24 b
muestra la intensidad luminosa normalizada del esparcimiento del laser asociado a

esta region de hifas.
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Figura 24. a. Voltaje como funcién del angulo de proyeccién medido con un fotodetector en eje
horizontal de muestras con intermedia densidad de hifas. En microscopia éptica, los espacios intra -

micelio corresponden a 145 + 8 ym? en area. Barra de escala corresponde a 200 um. b. Valores de
la gréfica (a) de intensidad luminosa normalizada con regién restringida hasta 1.6 V

Las mediciones realizadas en muestras de alta densidad de hifas, exhiben un
comportamiento de voltaje menor con respecto a sus dos contrapartes que incluye,
semejante a una intermedia densidad, disminucion de voltaje maximo detectado
transmitido sobre los IM, ampliacion del perfil gaussiano del laser utilizado y una

componente de reflexion extendido en el desplazamiento angular de -90° (Figura
25).
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Figura 25. a. Voltaje como funcién del &ngulo de proyeccién medido con un fotodetector en el eje
horizontal de las muestras con alta densidad de hifas. En microscopia 6ptica, el espacio intra —
micelio corresponde a 38 + 4 um? en area. Barra de escala corresponde a 200 ym. b. Valores de la

gréfica (a) de intensidad luminosa normalizada con regién restringida hasta 0.6 V

Sisteméticamente, la anchura a media altura (FWHM) de la intensidad luminosa,
gue generan las tres regiones de distinta densidad, se muestra en Figura 26. La
estimacion de estos valores corresponde a 17°, 32° y 68° para regiones de baja,
intermedia y alta densidad, respectivamente. Este procedimiento fue evaluado
manualmente al trazar la media altura con respecto al mayor valor de la intensidad
luminosa normalizada de cada region. Cabe mencionar que el comportamiento

considerado solamente corresponde al componente de transmitancia y a los valores
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menores de 2.5V, 1.6 Vy 0.6 V para las regiones de baja, intermedia y alta densidad

respectivamente.

70

L] Ll L] Ll
0 200 400 600 800 1000
Area (um?)

Figura 26. Evaluacion manual de anchura a media altura de curvas de intensidad normalizada de 3
regiones de diferente densidad. FWHM estimados a 17°, 32° y 68° para regiones de baja, intermedia

y alta densidad, respectivamente.

Adicionalmente, mediciones con variacion de 45° en el angulo incidente del haz
laser He — Ne sobre la muestra (en un mismo punto) fueron realizadas. Un
comportamiento simétrico de intensidad en funcion del angulo en las regiones tanto
de reflexiébn como de transmision es observado mientras el laser atraviesa regiones
de alta densidad de hifas perpendiculares a éste (Figura 27 c). En contraste, en
Figura 27 d es observado que el componente de transmisién es influenciado,
provocando un desbalance en este segmento, sugiriendo un comportamiento similar
en el componente de reflexion, no medido debido a la obstruccion del detector y el
porta muestras. Asimismo, la deteccion de transmision de luz, previa a los -90°, es

distinguida. Ademas, una reduccién en el voltaje detectado es notable durante esta
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inclinacion (Figura 27 e), cayendo en un 23% con respecto a la muestra
perpendicular a la muestra perpendicular al laser (Figura 27 f). Este
comportamiento apoya la idea de que las hifas actian como una rendija al
interactuar con una fuente de luz coherente, exhibiendo una mayor dispersion, y por
tanto una menor deteccion en la normal al laser cuando la distancia (aparente) entre

hifas es reducida (inclinacion a 45°).
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Figura 27. a. Patron de moteado generado por muestra con alta densidad de hifas, perpendicular al
laser. b. Patrén de moteado generado por muestra con alta densidad de hifas, con inclinacién a 45°
con respecto a la normal del laser. Barra de escala corresponde a 5 cm. Voltaje como funcién del

angulo de proyeccion de muestra con alta densidad de hifas perpendicular al laser (c). con inclinacion
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de 45° (d). e. Intensidad luminosa normalizada de la grafica (c). f. Intensidad luminosa normalizada
de la gréfica (d).

4.3.6. Comparativas

Las caracteristicas Opticas de transmision que genera la bioplantilla desarrollada,
permite compararlas con dos esquemas Opticos: difusores 6pticos® y superficies

Lambertianas®.

Los primeros, son componentes que generan una distribucion uniforme de una
fuente de luz coherente y, por tanto, pierde la caracteristica forma de haz eliminando
el punto brillante central (Figura 28 b). Este comportamiento es debido a la
rugosidad de las superficies involucradas como resultado de un tratamiento de
esmerilado. De esta forma, al comparar nuestro esquema de alta densidad hifal con
un control (difusor Optico comercial Thorlabs DG05-1500), cumple con la
caracteristica fundamental de dispersién del haz incidente en el componente de
transmitancia. Sin embargo, cuando el laser es transmitido a través de nuestra
pelicula de micelio, es observada una mayor uniformidad en la pantalla de

proyeccién con respecto al difusor dptico (Figura 28 a).

Figura 28. Comparativa de patrones inducidos por el haz laser He - Ne a través de dos esquemas

Opticos a. patrén generado por la bioplantilla con alta densidad de hifas con areas promedio de

13 Dispositivos que dispersan la luz, reduciendo su coherencia espacial

14 Superficie que refleja o transmite por igual la luz en todas direcciones. Sigue la ley de coseno.
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espacios intra — micelio de 38 + 4 ym? b. patron generado por difusor 6ptico Thorlabs DG05-1500.

Barra de escala corresponde a 5 cm.

Esto es verificado con su curva de intensidad en funcion del angulo de proyeccién
(Figura 29 a-b), donde una mayor anchura a media altura es reconocida con
respecto al difusor comercial, correspondiente a 68° y 12°, respectivamente. Cabe
mencionar, que un esmerilado mas fino (como el difusor utilizado en esta
comparativa) produce un patron de difusion pequefio, mientras que un esmerilado

mas grueso (e.g. Thorlabs DG05-120) produciria un patron mas grande.
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Figura 29. a. Voltaje como funcién del angulo de proyeccién de muestra con alta densidad de hifas.
b. Intensidad luminosa normalizada de difusor 6ptico Thorlabs DG05-1500.

Por otra parte, las superficies Lambertianas son aquellas cuya intensidad varia de
acuerdo a la Ley de Lambert (I,= Iy cos a; donde |, es la intensidad segun el angulo
de observacion, | es la intensidad segun la normal y a es el angulo de incidencia).
El resplandor de estas superficies es independiente del Angulo desde el que se mira,
es decir, irradian la luz isotropicamente. Contrastando con nuestra bioplantilla
generada, regiones especificas de esta, no cumplen esta caracteristica fundamental
(Figura 30) debido a ligeras variaciones de homogeneidad de hifas. Sin embargo,
a través de la interaccion entre regiones conglomeradas de hifas y el haz laser, el

comportamiento de dispersion puede asemejarse a una superficie Lambertiana
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ideal. Esto udltimo sugiere que una mayor densidad de hifas y/o elementos
participantes podria hacer comparable a este limite. Adicionalmente, la anchura a
media altura de la bioplantilla representa un 57% de la anchura ideal en la densidad

mas alta.

120 4= Lambert ¢ Densidad intermedia
¢ Densidad alta ¥— Densidad baja

—_

o

o
[

o
o
L

Intensidad normalizada (u.a.)
B o)
[S) o
[ 1

100

Figura 30. Comparativa de Ley de Lambert (negro) con Intensidad luminosa normalizada de
bioplantilla con alta densidad de hifas (rojo), intermedia densidad (azul) y baja densidad de hifas

(verde).

Como es observado, los resultados de las propiedades Opticas de transmision

muestran una desviacion del comportamiento ideal.

4.4. Conclusiéon

En este capitulo, resultados cualitativos y cuantitativos, es decir, el patron de
transmision y su intensidad en funcidn del angulo incidente respectivamente, son

presentados. En conclusion, nuestros resultados indican que la coherencia espacial
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del haz laser He — Ne (633 nm) empleado como luz incidente, es disminuida al
atravesar regiones de alta densidad de hifas, sugiriendo que el recorrido optico es

favorecido.

Las redes fabricadas a partir de la morfologia de T. atroviride generan componentes
de reflexion y transmision, siendo este ultimo observado en el patron de moteado.
Asimismo, una tendencia es observada: areas por debajo de 10 ym? generan
dispersién Optica mas homogénea con respecto a espaciamientos entre hifas
mayores a 30 pym?. El esparcimiento de la luz laser incidente a través de la
bioplantilla puede ser explicada debido a la diferencia de indices de refraccion entre
las hifas (~ 1.3) y el aire. Ademas, los resultados de mediciones Opticas muestran
gue una mayor densidad hifal es mas cercana a un comportamiento Lambertiano
respecto a sus contrapartes no aglomeradas. La razon para esto es debida a la
mayor cantidad de ramificaciones que interactian con el haz laser, dispersando su
transmision. Esto sugiere que una densidad de hifas aun mayor, con una
homogeneidad inherente, podria generar patrones isotropicos en intensidad, por lo

gue un margen de mejora es recomendado.

De la misma manera, factores como la inclinacion, diametro del haz laser, longitud
de onda, grosor de las hifas y de la pelicula lustran una influencia en el
comportamiento del patrén de moteado, asi como la deteccion de intensidad
luminosa en los angulos de proyeccion a través de la bioplantilla.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES GENERALES

En esta tesis se plante6 el uso de T. atroviride como modelo biologico para la
elaboracion de una bioplantilla. Ademéas, sus propiedades Opticas fueron
estudiadas.

En el Capitulo 2, se estudio el crecimiento de T. atroviride y se compard su manejo
ideal contra un experimento control de fotoconidiacion. Con base en las mediciones
experimentales, se consiguié un mejor crecimiento del modelo biolégico a las 36h

de incubacion post inoculacion, indicado por una menor produccién de conidios.

Basados en las observaciones previas, el desarrollo de una bioplantilla es
conseguido en el Capitulo 3 mediante la conservacion estructural ex situ del hongo
filamentoso. Una complejidad a esta arquitectura es atribuida al amplio nimero de
ramificaciones y direccion aleatoria de crecimiento. A través de mediciones
experimentales con microscopia 6ptica de campo claro, tres regiones de densidad
de hifas son definidas: baja, intermedia y alta, con espaciamientos IM de areas
promedio de 894 + 31 ym?, 145 + 8 ym? y 38 + 4 um?, respectivamente. Asimismo,
la buena adhesién del papel celofan y el medio de cultivo, garantiza un crecimiento
de uniforme a lo largo del sustrato extraible.

En el capitulo 4, las propiedades opticas de transmision de la bioplantilla
desarrollada, son estudiadas con ayuda de la automatizacion de la recoleccion de
las métricas necesarias. Un soporte disefiado para el acoplamiento del foto detector,
es desarrollado y su recorrido rotacional es completado mediante un software

programado.

A través de la evaluacion cualitativa y cuantitativa del comportamiento Optico del
novedoso esquema, hemos aprendido los beneficios que podria presentar. Primero,
la disminucion de coherencia espacial de una fuente puntual de luz es aumentada
mientras mayor sea la densidad de hifas. Segundo, el comportamiento de dispersion
de luz es comparable con modelos de difusion Optica comerciales, asi como una

tendencia hacia (mas no cercana) una superficie Lambertiana ideal es observada.
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Por ultimo, factores referentes a la bioplantilla, como el grosor de hifas y en
consecuencia de la pelicula, asi como su inclinacion o rotacién con respecto a la
fuente de luz, ilustran una influencia en el comportamiento cualitativo del patron de
moteado, teniendo un efecto cuantitativo reconocido en las curvas de intensidad

como funcion del angulo de dispersion.

En este trabajo se han establecido parametros iniciales para la consideracion de T.
atroviride como bioplantilla y su posible empleo en el campo de celdas solares. En
el contexto de atrapamiento de luz, al ser observados las componentes de reflexion
y transmision, la primera sugiere que podria dirigir los fotones reflejados
directamente a la capa activa para su aprovechamiento, mientras que los
transmitidos, con ayuda de un reflector, podria aumentar el recorrido 6ptico de los
fotones dentro de la celda hasta en un factor 4n?, donde n corresponde al indice de
refraccion (P. R. Campbell & Green, 1986). De esta manera, el aprisionamiento de
fotones podria proponerse a través del aprovechamiento de angulos de incidencia
mayores al angulo critico del sustrato, permitiendo una reflexion interna total,

aumentando la probabilidad de absorcion.
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CAPITULO 6. PERSPECTIVAS

En el contexto de las celdas solares, las LTS proveen hasta un 30% (Tommila et al.,
2012) de mejora en eficiencia con grosores ampliamente reportados en la escala
nanomeétrica (Govindaraju et al., 2008; Jo, 2013; Kalinin et al., 2006; Li et al., 2003;
Zhou et al., 2012), sin embargo, en el entorno de las microestructuras sigue
habiendo un margen de oportunidad. La bioplantilla desarrollada, en una escala
micrométrica, contribuye con propiedades Opticas de transmisién que sugieren un
comportamiento similar a las nanoestructuras, que no deben ser despreciadas. Por
ello es recomendado asociar el esquema planteado a una celda solar, de manera
que, una evaluacion comparativa entre los desempefios de las diferentes
arquitecturas reportadas, basadas en estructuras bioldgicas (e. g. (Han et al., 2013;
Juha Tommila et al., 2012) o diatomeas), con respecto al nuestro, puede orientar su
funcion. En este contexto, mediciones de corriente generada son propuestas.
Asimismo, a través de una esfera integradora, se realiza el analisis las propiedades
de flujo luminoso de estas estructuras, por lo que el potencial desarrollo de este

dispositivo y la posterior caracterizacion de la bioplantilla, son planteados.

Por otra parte, la caracteristica de atrapamiento de luz de la bioplantilla, podria ser
evaluada a través de la eficiencia de conversion energética, al ser asociada a una
celda solar. De esta manera, mantener la estructura embebida en la celda solar, con
ayuda de un reflector, podria permitir el aprovechamiento de angulos criticos que
provoguen una reflexién interna total. Por lo tanto, puede ser una ventana de
oportunidad para este esquema en el contexto de celdas solares, por lo que su
estudio queda abierto para su mejora.

Ademas, el estudio de las propiedades épticas de transmision de la bioplantilla
basada en T. atroviride, revela cualidades analogas a los difusores Opticos
comerciales (Bank, 1987) cuya aplicacion potencial, propia de la bioplantilla, resalta
en la atenuacioén de altos niveles de potencia éptica cuando la disminucién de estos

a través de la absorcién no es muy practica.
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De la misma forma, la comparativa con el comportamiento Lambertiano permite
elucidar usos mayormente limitados en aplicaciones 6pticas, en lugar de
consumibles cotidianos. En referencia a esto, la bioplantilla podria ser utilizada
como un blanco de calibracion. Asimismo, continuar con la caracterizacion ex situ
de T. atroviride a través de sus propiedades Opticas podria posibilitar la
monitorizacion de crecimiento in situ en biorreactores mediante el uso de metrologia
optica (Kiviharju et al., 2008; Zeng & Li, 2015), aplicacion no limitada a este modelo
bioldgico.

Por otra parte, la estructura fungica rigida obtenida sin necesidad de métodos
rigurosos, posibilita aprovechar su andamiaje para la fabricacion de
microestructuras basadas en recubrimientos metalicos, lo que presenta una ventana

de oportunidad con respecto a microcircuitos y sensores basados en esta matriz.
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APENDICE A1

Preparacién de medio PDA

Este protocolo describe la preparacion de 1 L de medio de cultivo Agar Dextrosa
Papa (PDA):

1. Agregar 39 g de polvo PDA comercializado por Sigma Aldrich en 1 litro de
agua destilada con pH 5.6 + 0.2.

2. Agitar hasta disolver completamente.

3. Esterilizar medio de cultivo mediante auto clavado a 125°C durante 20

minutos.

4. Dispensar asépticamente en cajas Petri. Dejar enfriar y evitar mantener vapor
de agua dentro de las cajas.

Aplicaciones:
Cultivo de cepa de T. atroviride.
Almacenamiento

Reservar alejado de fuentes de calor. El medio puede ser disuelto en microondas a
60 W en periodos de 10 segundos durante 30 segundos totales. Uso sugerido de
placas de hasta 1 semana conservado en areas limpias. No utilizar si presenta

sefiales de contaminacion y deterioro.

Referencias

NOM-111-SSA1-1994. Norma Oficial Mexicana NOM-111-SSA1-1994, Bienes y

servicios. Método para la cuenta de mohos y levaduras en alimentos.
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APENDICE 2

Preparacion de PBS

Este protocolo describe la preparacion de 1 L de Tampon Fosfato Salino (PBS) para

una concentracion final de 1X o 10X:

Tabla A2. Componentes requeridos para la preparacién de PBS

Reactivo Cantidad (g) para 1X Concentracién 1X Cantidad (g) para 10X Concentracién 10X

NacCl 8 137 mM 80 1.37M
KCl 0.2 2.7mM 2 27 mM
Na2HPO4 1.44 10 mM 14.4 100 mM
KH2PO4 0.24 1.8 mM 2.4 18 mM

1. Preparar 750 mL de agua destilada (pH 7.4 £ 0.2) en un recipiente adecuado
2. Agregar reactivos correspondientes para concentracion final deseada:

e Agregar NacCl

e Agregar KCI

e Agregar Na2HPO4

e Agregar KH2PO4

Disolver sales con agitador magnético.

Ajustar pH si es necesario.

Aforar a 1 L de agua destilada.

o 0 bk~ w

Esterilizar mediante auto clavado a 125°C durante 20 minutos.
Aplicaciones:

¢ Diluyente para Para - Formaldehido

e Tampon de lavado para peliculas de micelio obtenidas
Almacenamiento

Reservar alejado de fuentes de calor y temperatura ambiente. Almacenamiento en

refrigerador podria llevar a la formacién de cristales en concentracion 10X.
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Referencias

Labeling Golgi with Fluorescent Ceramides; Brad Chazotte; Cold Spring Harb
Protoc; 2012; doi:10.1101/pdb.prot070599.
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APENDICE 3
Preparacion de PFA 4%

Este protocolo describe la preparacion de 0.5 L de solucion de Para — Formaldehido

4%. Medidas adecuadas para su manejo deben ser consideradas:

1. Preparar 400 mL de PBS concentracion 1X.

2. Agregar 20 g de Para — Formaldehido en polvo a PBS 1X.

3. Agitar hasta disolver a 60°C en Campana de Extraccion de Humos. NO
HERVIR.

4. Enfriar a temperatura ambiente vy filtrar particulas no disueltas.

5. Aforar volumen a 500 mL con PBS 1X.

Aplicaciones:
e Solucion fijadora para preservar integridad mecanica de peliculas de micelio.
Almacenamiento

Reservar a temperatura ambiente para uso de 1 a 2 semanas. Se mantuvo en

refrigeracion a 4°C en alicuotas para el desarrollo del proyecto.
Referencias

Labeling Golgi with Fluorescent Ceramides; Brad Chazotte; Cold Spring Harb
Protoc; 2012; doi:10.1101/pdb.prot070599.

Michael J. Dykstra and Laura E. Reuss. (2003). Making Dilutions. En Biological
Electron Microscopy (74-75). North Carolina: Springer Science.
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Ajustes exponenciales

APENDICE 4

Para determinar el mejor ajuste al comportamiento de los valores de area obtenidos

en las regiones de baja, intermedia y alta densidad, se realizaron los ajustes en dos

modelos exponenciales en origin 2018: ExpDecl y ExpDec2 (Figura A4).
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Figura A4. Ajuste exponencial individual para region de baja (a), intermedia (c) y alta (e) densidad.

Ajuste exponencial doble para baja (b), intermedia (d) y alta (f) densidad.
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Con base a el coeficiente de determinacion del ajuste exponencial doble,
determinamos que estos son mas adecuados a nuestros datos con respecto al
modelo individual. Asimismo, consideramos las constantes de decaimiento
exponencial (t2), con tres cifras significativas, como promedio representativo de
baja, intermedia y alta densidad, ya que son los mas aproximados a sus promedios

aritméticos de 728.4 ym?, 99.51 ym? y 30.79 ym? respectivamente.
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APENDICE 5
Disefio de soportes

Las piezas para el soporte del fotodetector ThorLabs DET110 fueron disefiadas a
través de SolidWorks y el disefio asistido por computadora (CAD) es mostrado en
Figura A5. a-d. Los archivos tanto .prt como .stl se encuentran en la liga de acceso

(ver fin del apéndice).
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Figura A5. Disefio CAD de soporte para fotodetector a. Elemento con orificio para acceso a cables
del fotodetector. b. Pieza unién para fotodetector y pieza a. ¢ y d. Barras para el anclaje para ejes

de rotacion y con pieza a. Los modelos no estan a escala.

El disefio consta de 4 elementos: la primera pieza cuya ranura central permite
introducir los cables de sefial y corriente del fotodetector (A5. a), una pieza que
facilita el acoplamiento del fotodetector al primer elemento (A5. b) y dos barras en
forma de L (A5. c y d) cuya unién (con a y b) proporcionan un anclaje a un eje de

rotacion independiente y al eje del motor NEMA-17.
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Los elementos del soporte cuentan con orificios disefiados a medida para el uso de
tornillos con rosca Whitworth con paso normal y las denominaciones utilizadas
fueron W 1/4 con 20 hilos por pulgada y W 5/32 con 32 hilos por pulgada. Para la
realizacion de los roscados, se utilizaron machuelos de las medidas necesarias.
Asimismo, los orificios para estos fueron en forma de cilindro en las ubicaciones
deseadas sobre las piezas impresas. Los diametros establecidos, de acuerdo a
tablas de referencia, fueron de 5.1 mm y 3.1 mm para diametros roscados de 6.35
mm y 3.969 mm respectivamente. Cabe mencionar que, para unir dos elementos
con rosca W 1/4, solo uno de ellos debe contar con roscado, mientras que su

contraparte cuenta con un orificio sin roscado con diametro de 6.66 mm.

Por otra parte, los orificios de anclaje en las barras L, fueron disefiados para
establecer al fotodetector a 11 cm, 12 cm y 13 cm distante de la muestra. El didmetro
para el orificio del eje independiente es de 5 mm (barra superior), mientras que de
6.75 mm para el caso del eje del motor NEMA-17 (barra inferior). Una vez insertadas

los ejes a las piezas, son fijados con opresores W 5/32 con 20 hilos por pulgada.

El soporte en conjunto fue elaborado a través de impresion 3D con filamento de
acido poli lactico (PLA) con diametro de 1.75 mm en la impresora Dremel DigiLab
3D20. Vale la pena notar que, la extensién del archivo proporcionado por
SolidWorks corresponde a .prt o .sldprt, sin embargo, la impresora solamente
reconoce archivos con extension .stl. Para superar esta limitante, basta con llevar
el archivo .prt o .sldprt al programa Dremel DigiLab 3D Slicer y guardarlo con
extension .stl. A través de este programa, también puede seleccionarse el
porcentaje de densidad de la pieza a imprimir. La densidad establecida para las
piezas fue de 100 % y un perfilado de alta calidad, que corresponde a capas de

filamento de 0.1 mm.
Aplicaciones:

e Montaje de fotodetector ThorLabs DET110 y motor NEMA-17
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Almacenamiento

Al ser un material termosensible, es recomendado mantenerlo fuera de fuentes de
calor.

Referencias

Patricio Ruiz. (2016). Tabla de tipos de roscas. Marzo, 2021, de TOSUGA Sitio web:
https://www.patricioruiz.es/wp-content/uploads/2016/07/Tabla-de-tipos-de-
roscas.pdf

Liga de descarga:

https://mega.nz/file/wQhCkQ5R#m5sps09Aeqi3dzzCTdNpY3ZozfSPDVaZO-
BSWqUmMPo0Q
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APENDICE 6
Automatizacién de detector

La regulacion automatica de rotacion del motor NEMA-17, que soporta al
fotodetector, fue generada mediante el programa elaborado en LabView, y cargado
a un Arduino UNO, y es mostrado en Figura A6. Su funcionamiento y modificacién
es explicado en este capitulo. Asimismo, el programa puede ser encontrado en la

liga de descarga.

Control de motor y captura de datos

Configuracién Serial .
e e Status. Debug Tipo de paso Control de pasos

Puerto Serial source. Slngle s‘.p - ‘ AUTOMATICO/MANUAL
Baud Rate | e
{ s @ STOP -

STRING enviado a Arduino
| S
— " T PASOS TRANSCURRIDOS
T de captura (segundos) 0

0

EMISOR DE PASOS (AUTOMATICO)
0

g . “El control de emision de pasos por default esta en automatico, por lo que dara 1 paso
250 20 550 por cada captura de datos.
= **Si el sistema cambia a modo MANUAL, debe ingresar la cantidad de pasos que requiera
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Figura A6. Interfaz del programa para la rotaciéon del motor NEMA-17.

A través de la pestafia desplegable Puerto serial es solicitada la seleccion del puerto
USB al que Arduino fue conectado al ordenador. Andlogamente, en la pestafia Tipo
de paso puede seleccionarse entre Single step (utilizado en todas las mediciones

experimentales) y Micro step, que definen la resolucion de rotacion del motor.

Por otra parte, el programa fue disefiado para ordenar al motor un conjunto de 3
operaciones: el primero corresponde a una rotaciéon (un paso), seguido de una
espera de 2s para la estabilizacion del soporte y, por altimo, la recoleccion de
mediciones durante 5s. El ciclo entre cada paso es repetido por el total de pasos

establecidos. En este contexto, el tiempo de medicion transcurrido es observado en
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la ventaja Tiempo transcurrido de captura y la cantidad de pasos ejecutados es

mostrada en la ventana Pasos transcurridos.

El programa es capaz de recolectar automaticamente las mediciones de voltaje
medidas por el fotodetector cuando este es conectado al Arduino. Sin embargo, un
voltaje maximo admitido de 5V por este ultimo, limita esta capacidad si no es
reducida la sefial de entrada con ayuda de un reductor de voltaje. Por esta razon,

las mediciones fueron realizadas manualmente con un multimetro por triplicado.

Cuando el programa es ejecutado, es solicitado al usuario el directorio donde sera
guardado el archivo .txt o .csv con las mediciones “automaticas”. Una vez
establecido esto ultimo, comienza rotacion del motor a partir de la ubicacion que se
le establezca a la flecha este. El punto inicial debe definirlo el usuario de acuerdo a
sus requerimientos. Cabe mencionar que la modificacion del recorrido en pasos, es
posible a través la edicién del diagrama (incluido en liga de acceso) en las pestafias
de Pasos transcurridos y Emisor de retroceso, donde ambas cantidades deben ser

consistentes.
Aplicaciones:

e Automatizacién de rotacion del motor NEMA-17 que soporta a fotodetector
ThorLabs DET110.

Requerimientos del sistema:

Software LabVIEW 2020 o anterior previamente instalado
Espacio en disco de 120 KB.

Liga de descarga:

https://mega.nz/file/SBoSXLSA#uJci-Y-
ploxP845Ha3homkVYjamiQkzYkPdwfACCIDQ

66



APENDICE 7
Posicion de muestras con respecto al haz laser

Debido a que los patrones de moteado y sus curvas de intensidad como funcion del
angulo de transmision son dependientes de la ubicacion de interaccion laser —
muestra, los ajustes en posicion son conservados en este capitulo. Mediante la
fabricacion de la bioplantilla, un total de diez muestras fueron obtenidas, sin
embargo, siete son consideradas para el desarrollo y discusion de Capitulo 3 y

Capitulo 4.

La baja densidad de hifas es considerada a partir de la muestra 9 donde son
encontradas regiones de menor crecimiento debido a los volimenes de aire entre
el papel celofan y el medio PDA. El haz laser es incidido en estas regiones, y las
posiciones son observadas en Figura A7. a. Por otra parte, las regiones de mediana
densidad de hifas son consideradas para las muestras 4 y la posicion de su
ubicacion se muestra en Tabla A7. Finalmente, la muestra 7 corresponde a la de
mayor densidad y se presenta en Figura A7. c. Las coordenadas en Xy Y (largo y
ancho, respectivamente) de interaccion son encontradas en Tabla A7. Las siete
muestras mencionadas fueron empleadas para la determinacion de distribucion de

tamanos.
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Figura A7. a. Posicion de incidencia del Laser He - Ne sobre muestra 9. b. Posicion de incidencia

del Laser He - Ne sobre muestra 4. c. Posicion de incidencia del Laser He - Ne sobre muestra 7.

Tabla A8. Coordenadas de interaccion entre Laser He - Ne y muestras

Muestra | Coordenada en X (mm) | Coordenada en Y (mm)
4 60.1 10.9
7 53.2 9.6
9 65.0 9.9
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Ademas, la muestra 7 fue empleada para la observar la influencia en el tamafio
aparente de los espacios intra — micelio cuando es inclinada a 45° con respecto al
laser y es comparado con su contraparte a 90°. Ambas inclinaciones mantienen un
punto de pivote, mostrado en Figura A7. d y e que fue determinado a través de
observaciones macroscopicas y microscopia Optica, encontrando una referencia

para su posicion.

Figura A7. Punto pivote donde incide el haz del Laser He - Ne. a. Microscopia éptica con 6bjetivo
4x. Lineas punteadas azules representan referencias observables macroscopicamente. b.
Microscopia éptica con objetivo 10X. Linea punteada azul representa una referencia observable

macroscoépicamente.
Aplicaciones:

e Conservacion de posiciones utilizadas para futuros andlisis
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