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Se reporta el crecimiento celular y la formacidon de biopeliculas de la cepa de Shewanella sp. USBA
344 sobre superficies micro y nanoestructuradas de vidrio y materiales biodegradables y
ecoamigables de diversa rugosidad decorados con diferentes nanoparticulas. La cepa USBA 344
demostro formacion y crecimiento de biopeliculas en vidrio siguiendo un modelo exponencial con
limitacidn de recursos basado en duplicacion celular en microcolonias y migracion de células hacia
puntos de mayor concentracion celular. La colonizacion de superficies rugosas como lijas,
plasticos y en especial telas de algodén fue exitosa con y sin presencia de nanoparticulas, a
excepcion de nanoparticulas oro y platino, en las cuales no hubo crecimiento.

: Shewanella sp. USBA 344, nano-scaled surfaces, biofilm growth, conductive

nanoparticles.

Una biopelicula es un conjunto de células
bacterianas asociadas a un sustrato dentro de
una  matriz  extracelular  polisacarida
(Costerton, 2004). Alli las bacterias viven y se
comunican en asociacién y cooperacion
mutua frente a las condiciones impuestas por
el ambiente. La formacion de la biopelicula, al
igual que la conformacidn de colonias o fisién
celular de las bacterias, requiere de unas
condiciones favorables: temperatura, fuente
de energia, fuente de carbono, aceptores
finales de electrones, oligoelementos, entro
otros, y adicionalmente, una superficie sobre
la cual agruparse.

La superficie es fundamental: se ha observado
que, de acuerdo a la composicion y la
geometria de la misma, el proceso de
formacion de la biopelicula se favorece o
ralentiza (Talamantes et. al, 2014).

Segun lo reportado por Hau y Gralnick (2007),
el género Shewanella corresponde a vy-
proteobacterias Gram negativas cuya
morfologia es la de bacilos de 1 a 3 um de
largoy 0,4 a 0,7 um de didmetro, méviles con
un solo flagelo polar y no esporoformadoras.
Producen colonias circulares en agar nutritivo
de 1.4 mm de didmetro, convexas y con
bordes regulares y suaves. Presentan color
rosa en agar Luria Bertani (LB).



Una de las caracteristicas mas llamativas del
género Shewanella es ser uno de los géneros
mas diversos en materia de respiracion ya que
en condiciones anaerobias es capaz de utilizar
mdas de 25 compuestos orgdnicos e
inorganicos incluidos metales pesados
insolubles y elementos téxicos. No es un
género fermentativo ni capaz de hacer
glicdlisis o crecer en carbonos complejos; lo
hace en piruvato, lactato, formato y algunos
aminoacidos. Ademas de oxigeno Shewanella
respira nitratos, tiosulfatos, azufre elemental,
oxido de hierro y de manganeso. Aunque la
eficiencia energética es baja, reduce U(VI)
soluble a U(IV) sdlido, Cr(VI) soluble a Cr(lll)
solido, selenito a Se0, arseniato a arsenito y
AsO, Tc(VII) soluble a Tc(1V) sélido, y yodato a
yoduro entre otros mas de 25 aceptores
finales de electrones.

Algunas cepas han demostrado también
capacidades halorespiratorias en ambientes
anaerobios para la degradaciéon de
compuestos halogenados como
tetraclorometano, bifeniles policlorinatados,
y-hexaclorociclohexano, triclorohetano, vy
pentacloroetano. En estos casos se requiere
la accidn conjunta de consorcios bacterianos
en los que participa Shewanella.

Experimentalmente, la investigacion se
desarrolld a través de dos procesos paralelos
para la evaluacion de la formacién y evolucidn
de las biopeliculas de la cepa USBA 344. Estos
dos procesos comparten el fin comidn de
estudiar el crecimiento en fases iniciales de
las biopeliculas de una proteobacteria del
género Shewanella y su respuesta a los
cambios en la geometria de la superficie de
adhesion en busca de un material
ecoamigable, degradable y conductor que
sirva a futuro como sustrato del catodo de
una celda de combustible microbiano.

El primer proceso experimental se centrd en
el seguimiento continuo al crecimiento in vivo

sobre vidrio de las biopeliculas. Esto permitié
estudiar la dindmica de crecimiento de la
cepa, las formas de sus colonias, su
duplicacidn celular y el desplazamiento de las
células para agregarse a las biopeliculas
permitiendo  deducir sus curvas de
crecimiento y de cobertura de area respecto
al tiempo.

El segundo proceso experimental se centré en
la evaluacién de la formacion de biopeliculas
sobre materiales de diferente rugosidad vy
decorados con nanoparticulas conductoras.
Este cambio de geometria y composicidon
permitid hallar un material que favorece Ila
formacién y crecimiento de las biopeliculas
con la mayor biomasa y cubrimiento de area
sobre un material biodegradable o
ecoamigable seleccionado.

Adicionalmente se evalué el crecimiento de la
cepa en presencia de iones de plata,
tipicamente inhibitorios del crecimiento
celular []. Se obtuvo crecimiento de la cepa en
presencia de nanoparticulas de plata y su
medio de suspension.

El desarrollo de la presente investigacion giré
en torno a la especie bacteriana Shewanella
sp. Cepa USBA 344 aislada por la doctora Diaz-
Cardenas (2011) del manantial salado de
Consotd en el municipio de Risaralda,
Colombia, al sur-occidente de su capital
Pereira a 1391 m.s.n.m. El microorganismo es
una y-proteobacteria de la familia de las
Shewanellacea, Gramnegativo, no
esporoformador, movil por un flagelo polar,
anaerobio facultativo, que crece en un rango
de NaCl de 0 a 6% (p/v). Su morfologia
corresponde a un bacilo recto de 1.5a 3.0 um
de largo por 0.2 a 0.7 um de didmetro. La cepa
USBA 344 reduce Fe3+, NO3 -, S° y S203 2-.

La cepa 344 se encuentra almacenada en el
cepario de la Facultad de Ciencias de la
Pontificia Universidad Javeriana de Bogota



Para realizar los bancos de trabajo, y con el fin
de tener una buena condicidn celular vy
metabdlica, la cepa USBA 344 fue reactivada
3 veces en tubos de cultivo con 5ml de medio
LB fresco durante 4 horas.

Para el almacenamiento de la cepa en bancos
de trabajo se prepararon viales de 2ml con 0.1
ml de glicerol para 0.90 ml de cultivo que
fueron almacenados en refrigeracién a -80° C.
Estos bancos fueron realizados para reactivar
la cepa a lo largo de los meses de trabajo y
mantener una homogeneidad en las
caracteristicas de las células, caracteristicas
gue suelen alterarse por mutacién de la
especie al realizar sucesivas réplicas del
mismo inéculo inicial. La integridad de la cepa
era evaluada periddicamente por medio de
aislamiento en caja y tincidon de Gram.

Para conocer las dindmicas de crecimiento de
la cepa USBA 344 vy estandarizar las
condiciones de cultivo en todos los
experimentos se realizaron curvas de
crecimiento para conocer la tasa y tiempos de
duplicacién de la cepa, su temperatura
Optima de crecimiento, y su densidad celular
en el medio.

Para esto se realizaron mediciones triplicadas
a temperatura ambiente de 17° C., a 25°, 30°
y 37° C.,, en proporcion 1:6 de indculo
bacteriano en 300 pl de medio LB, cuya
densidad dptica fue medida por BioScreen
xxx® durante 8 horas, arrojando su curva de
crecimiento para identificar tiempos de
adaptacion al medio, crecimiento
exponencial, fase estacionaria, y degradacion
de la poblacion.

Para conocer la densidad celular vy
estandarizar los indculos, se realizaron
siembras en caja con inéculo a D=650 en

diluciones de 10-4, 10-5 y 10-6 sobre agar LB
para recuento de UFC.

El seguimiento a la formacién y evolucidn de
biopeliculas de la cepa 344 se realiz6 por
microscopia de campo claro a siembras sobre
vidrio. Para este seguimiento se disefiaron
pozos de cultivo consistentes en una lamina
de plexiglas de 3 mm de grosos sobre la que
se cavaron pozos de 2 cm de arista x 2 mm de
profundidad. Por los costados de los pozos a
través de dos de sus aristas opuestas se
taladraron conductos para la entrada y salida
del medio inoculado con la cepa 344.

Dentro de estos pozos se colocaron laminas
de vidrio de 1 cm2, superficies sobre las que
se forma la biopelicula de la cepa. Tras colocar
la ldmina de vidrio en el pozo, una laminilla
cubre objetos fue colocada sobre la boca del
pozo y sellada por todos sus lados con cinta
pegante para evitar fugas.
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Fig. 1. Esquema de Pozos de cultivo de biopeliculas

Para asegurar las mejores condiciones de
esterilidad, el pozo y la [dmina de vidrio eran
suspendidas en una mezcla de alcohol e
hipoclorito al 70% y 30% toda la noche antes
y después de cada siembra, y posteriormente
lavados con agua tipo | para eliminar toda
traza téxica para el cultivo.

Para asegurar condiciones iniciales iguales a
lo largo de todos los experimentos se
estandarizaron las condiciones del inéculo de
la cepa 344. Para esto, sobre la base de las
curvas de crecimiento dptimas y una muestra



de la cepa reactivada de los bancos de trabajo
en medio LB, se realizaron cultivos overnight
de 12 horas para tener un cultivo activo. Tras
estas 12 horas se inoculd 1 ml de cultivo en
5ml de medio fresco LB que se incubd a 37°
durante 3 horas hasta alcanzar una densidad
Optica aproximada de 630 a 580 nm,
equivalente a un estado de crecimiento
exponencial tardio.

En este punto se prepard el inéculo que
ingresaria a los pozos de crecimiento de
biopeliculas que consiste en una combinacion
1/20 de inéculo con medio fresco LB, es decir,
50 pl de indculo en 0.95 ml de medio LB.

Tras llenar el pozo con la preparacién descrita
por medio de una jeringa, los canales de
ingreso fueron sellado con cinta pegante para
evitar fugas y deshidratacién de la muestra en
el pozo.

La formacion y evolucidn de las biopeliculas
de la cepa 344 sobre vidrio se evalué por
seguimiento fotografico y en video en un
microscopio de campo claro Amscope® a un
aumento de 40x y 100x en aceite de
inmersiéon Nikon®. La cdmara Amscope
MA1000® se conecta a un computador via
USB y el software AmScope MT® recoge la
imagen en video en tiempo de exposicién
medio, saturacion 0, gamma -13 y contraste -
20 en formato .avi. Las imdgenes se tomaron
por captura automatica de pantalla con el
software de licencia gratuita AutoScreen
Capture.

Tras la inundacidn del pozo y el inicio de la
observacién se toma el tiempo cero que se
prolonga de 5 a 10 horas en video continuo.
Para el seguimiento porimagenes se capturan
fotogramas cada 3 minutos que se almacenan
con fecha y hora de la captura. Asi se obtiene
un seguimiento completo a la formacién vy
evolucidon de la biopelicula de la cepa 344
sobre un punto fijo de la superficie de vidrio.

Para evaluar las etapas iniciales de formacién
de biopeliculas por agregaciones iniciales de
células pioneras, vy definir si estas
microcolonias cumplen el criterio de adhesion
a una superficie, se realizé un montaje en
paralelo de 5 pozos que fueron inundados en
las mismas condiciones que los pozos
observados al microscopio. Las laminas de
vidrio de estos pozos fueron retiradas
secuencialmente en tiempos de 10, 20, 30, 45
y 60 minutos y pasadas suavemente por
solucidn buffer 10 mM (pH. 7,2) para eliminar
las células no adheridas, y luego sumergidas
en una solucién 0.1% de cristal violeta en agua
por 10 minutos (Chao Wu et al. 2013).
Posteriormente se pasaron por agua tipo |
para quitar los excedentes de colorante y se
dejaron secar durante 15 minutos a
temperatura ambiente antes de ser
observadas al microscopio.

Para la evaluacion de formacién y crecimiento
de biopeliculas sobre materiales de diversa
rugosidad y decorados con nanoparticulas
conductoras se seleccionaron materiales de
diversa rugosidad bajo el criterio de ser
biodegradables o de facil remocion en miras a
un electrodo de celdas de combustible
microbiano que sea sostenible y ecoamigable.

Los materiales seleccionados fueron:

- Vidrio (como superficie de control)

- Acetato liso

- Acetato rugoso

- Lija

- Papel calcante grueso

- Tela 100% de algoddn sin blanquear

- Tela de algoddn polyester al 80-20%
sin blanquear

La geometria de estos materiales fue
caracterizada por medio de microscopia de



campo claro, midiendo grosor de los hilos, y
profundidad y drea de las corrugaciones.

Las telas fueron un material de especial
interés, ya que, de demostrarse adhesién
bacteriana y crecimiento de las biopeliculas,
constituyen un material biodegradable y no
téxico con una amplia relaciéon de volumen y
superficie para el desarrollo de los consorcios
bacterianos, ademds de brindar una
excelente capacidad de absorcién y porosidad
para ser decorado con diferentes
nanoparticulas.

- Nanoparticulas de d6xido de hierro

- Nanotubos de carbono

- Nanohilos de plata

- Nanoparticulas esféricas y cubicas de
oro

- Nanorods de oro

- Nanohexahedros de plata

- Nanohilos de platino

- Nanoparticulas de plata

- Nanoparticulas de 6xido de cerio

- Nanoparticulas de dxido de titanio

La sintesis de las nanoparticulas se realizod
siguiendo los métodos reportados en E.
Gonzalez, V. Puentes, y E. Casals [].

Las telas de algoddén y algoddn-polyester
fueron suministradas por un fabricante textil
quien las entregd lavadas de acuerdo a su
proceso industrial. Para el experimento
fueron cortados trozos de alrededor de 10
mm x 5 mm los cuales fueron pasados por una
solucidon de alcohol al 70% en agua para
eliminar cualquier rastro de polvo o mugre
remanente. Ya secos, cada trozo fue
sumergido en 1 ml de cada solucidon
nanoparticulada y puesta en agitacion toda la
noche para asegurar una buena absorcion y
adhesidén de las nanoparticulas a los hilos.

Tras este proceso, cada trozo fue secado a 30°
C. hasta eliminar toda la humedad de la
muestra y puesto en un frasco de 5 ml con
tapon de caucho. Antes de grafar los frascos

se afladieron 10 ul de agua tipo | para
favorecer la eliminacién de posibles esporas
durante el proceso de autoclavado. Los
frascos con todas las telas nanoparticuladas,
las superficies rugosas y controles de vidrio y
telas pristinas fueron autoclavados a 121° C.
en dos sesiones de 15 minutos para asegurar
su completa esterilidad.

En cada frasco, sobre el trozo de material,
fueron inoculados 50 pl de cepa en medio LB
con DO650 aprox., durante 1 hora para
permitir la adhesién celular al sustrato.
Posteriormente fue agregado 1 ml de medio
LB fresco y los frascos fueron puestos en
incubacién a 30°C., primero sin agitacion, y
tras corroborarse formacién de biopeliculas,
su duplicado fue puesto en agitaciéon a 110
rom para asegurar oxigenacién del medio,
difusién de nutrientes y remocion de células
inviables de las biopeliculas. Cada 24 horas se
retiraba completamente el sobrenadante y se
agregaba 1 ml de medio LB fresco para
mantener condiciones de disposicion de
nutrientes para las biopeliculas. Este
procedimiento se prolongd durante 15 dias.

Tras el periodo de crecimiento de 15 dias, las
telas y los materiales porosos fueron sacados
de los frascos para el procedimiento de fijado
y secado de las biopeliculas para su
observacién por microscopia electrénica de
barrido (SEM).

Primero, los trozos fueron sumergidos en una
solucion 2,5% (v/v) de gluteraldehido durante
6 horas y posteriormente pasados por
soluciones de etanol al 70, 95 y 100% durante
5 minutos. Todos los materiales fueron
suspendidos en etanol al 100% hasta ser
llevados al proceso de secado de punto critico
con CO2 a 1600 psi y metalizados con grafito.

La observacién SEM se realiz6 con un
microscopio ZEISS® a 30mil voltios entre 20
mil y 60 mil aumentos.



Conteo celular por medio de MatLab y
definicion del modelo de crecimiento de
biopeliculas

Para la determinacion de las curvas de
crecimiento de las biopeliculas de USBA 344
sobre vidrio para formular su modelo de
formacidn y evolucidn, se realizaron conteos
de células sobre fotogramas seleccionados de
los videos de seguimiento tanto a 100X como
a 40X. Estos fotogramas fueron espaciados
homogéneamente en el tiempo cada 30
minutos para tener puntos representativos
gue permitan observar una tendencia fiable
del fenémeno de evolucidn de la biopelicula

Cada uno de los fotogramas fue procesado
en MatLab R2016a® por medio de algoritmos
implementados en el paquete de
procesamiento de imagenes. Primero, cada
imagen fue pasada a escala de grises y se le
elimind el ruido de fondo para resaltar las
células en la imagen. Utilizando el método de
Otsu, se refind cada imagen para definir los
limites de cada célula y realizar operaciones
morfoldgicas que permitan al software
reconocer el perimetro de cada célulay
diferenciarla de objetos de diferente tamafio
que no deban ser tenidos en cuenta. Una vez
definidos los perimetros, es posible que las
células estén agrupadas, por lo que se utilizé
el algoritmo de Watershed para diferenciar
cada célula por medio del gradiente de grises
de los pixeles, donde el centro de una célula
representa el grupo de pixeles mas cercanos
al blanco, y el fondo de la imagen (el vidrio)
es el grupo de pixeles mas cercanos al negro.

RESULTADOS Y DISCUSION

La estimacion de unidades formadoras de
colonias para la cepa USBA 344 arrojé una
cantidad de 1.7 x 10% UFC por mililitro en
dilucién 1:20 (v/v) en medio LB. Las curvas de
crecimiento mostraron una entrada a fase

exponencial alrededor del minuto 60 con
crecimiento acelerado hasta el minuto 120
pasando de DO =0.43 a DO =0.58, para iniciar
fase logaritmica que se extiende hasta el
minuto 810 llegando al pico de crecimiento en
DO = 1.185 antes de entrar fase de
degradacion.

La definicidn del modelo de crecimiento de las
biopeliculas sobre vidrio sobre la base de los
conteos automatizados de células, mostrd
gue el comportamiento de la cepa USBA 344
al formar biopeliculas sigue un crecimiento
exponencial que inicia con la conformacion de
microcolonias agrupadas inicialmente en
nimeros aproximados de 5 células, que
inician un proceso de duplicaciéon celular y
desacoplamiento con migracidon a zonas de
mayor concentracién de biopelicula. Esto
corresponde a un modelo de crecimiento
exponencial y desagregacion.

Fig. 2. Microcolonias de USBA 344 adheridas a vidrio en
etapa de duplicacidn inicial a 1 hora y 15 minutos
observadas a 100X

Se verificd experimentalmente en un lapso
inicial de tiempo t < 305 minutos un
crecimiento exponencial (fig. 3) que en
condiciones lejos de la saturacion se expresa
por medio de la ecuacidn diferencial (1):

AN(E)
o uN (t), (1)

con u como la tasa de replicacion de la
especie. Al integrar (1) resulta:



Crecimiento de USBA 344 ampliacion 40x
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Fig. 3. Crecimiento exponencial de biopeliculas monocapa de Shewanella sp. cepa USBA 344 sobre vidrio hasta
cobertura total del campo de imagen a 40X de amplificacion en microscopio de campo claro.

N(t) = Ny e, (2)

donde No corresponde al valor inicial de la
poblacién y p depende la especie y la
concentracidn inicial de nutrientes

De la curva experimental y su linea de
tendencia (fig. 3) se obtiene un valor de p =
0.0067 para una poblacién inicial de 620
células, por lo tanto:

N(t) = 620 00037t (3)

Esta primera aproximacidn, se valida bajo las
siguientes hipétesis:

No se asume velocidad de flujo.
Temperatura constante

Distribucion homogénea del sustrato
No se asume mas de una capa de
células en la biopelicula.

5. La concentracién de nutrientes se
asume constante.

A wnNPRE

De este modo, con las condiciones que
validan el modelo en la configuracién de
sistemas con biopeliculas, se garantiza una
respuesta en tiempo exponencial de Ia
formacién de la biopelicula.

Ya que el medio de formacién y evolucién de
las biopeliculas es un sistema de recursos
(nutrientes) limitados, una aproximacién
menos ideal al modelo de crecimiento es un
modelo de crecimiento con saturacidén Kk,
donde

tll)rgl0 N(t) =k, (4)

siguiendo la ecuacion logistica de Verhulst,
donde la poblacion maxima serd igual a la
capacidad maxima de carga k del sistema. En
este contexto la hipdtesis 5 no se cumple, por
lo que el modelo se torna de la forma:

dN(t) _ N
LTh=wwa - 52, ©)
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Fig. 4. Modelo de duplicacién celular en microcolonias y desacoplamiento de células plancténicas para agruparse a
colonias mas pobladas de Shewanella sp. cepa USBA 344 sobre vidrio con amplificacién 100X en microscopia de campo

integrado en (6) como:

KNgeht

N® = K+ No(eht —1)

(6)

En condiciones con fuente de nutrientes se
observd reiteradamente que la ecuacién 5
refleja el modelo de comportamiento de
crecimiento de microcolonias v
desacoplamiento celular para la migracién de
individuos a zonas de mayor concentracion de
biopelicula. Esto ocurre seguramente por una
mayor concentracion de autoinductores
reguladores del quorum sensing, lo que
muestra un  crecimiento  exponencial
(duplicacién celular) seguido de una fase
logaritmica que decrece (migracion de células
desacopladas, fig. 4), para crecer nuevamente
de forma exponencial de forma ciclica hasta
saturar la superficie completamente con una
monocapa de biopelicula antes de iniciar un
crecimiento en 3 dimensiones.

claro

El proceso de formacién de biopeliculas sobre
vidrio, se da entonces con un agrupamiento
inicial de células, llamadas microcolonias o
células pioneras (fig. 5), que inician un
proceso de duplicacion celular. Cuando
algunas de éstas colonias alcanzan una masa
critica de modo que pueden influenciar el
entorno, seguramente por liberacion de
autoinductores para quorum sensing, algunas
células de colonias mds pequefias, se
desacoplan del grupo adquiriendo
nuevamente un estado de vida libre, y migran
hacia las colonias de mayor concentracién
celular para integrarse nuevamente alli a una
biopelicula. Este proceso se itera hasta que el
area de todo el conjunto de las biopeliculas
choca con otra, fundiéndose asi en una sola
biopelicula de mayor tamafio e influencia en
el quérum, hasta lograr una cobertura casi
total de drea antes de iniciar un crecimiento
tridimensional.



Fig. 5. Tincidon con cristal violeta en vidrio para las
pruebas de adherencia celular en los primeros minutos.
Aqui se ven biopeliculas pioneras o microcolonias
adheridas tras 15 minutos de siembra.

La evaluacién de crecimiento sobre las
superficies micro y nanoestructuradas arrojo
un crecimiento abundante (Tabla 1) de
biopeliculas en la mayoria de los materiales
probados, a excepcion de las nanoparticulas
de plata sintetizadas por método verde y
método quimico, los nanotubos de platino y
los nanorods de oro, que mostraron toxicidad
celular el estar adheridas a la tela y liberarse
en el medio LB.

. Crecimiento Abundancia
Material - = =
Si No Baja Media Alta
Telalimpia X
Nanoparticulas de éxido de hierro X X
Nanotubos de carbono X X
Nanobhilos de plata X X
Telas de algodén 100% Nanoparticulas esféricas y cubicas de oro X X
. Nanorods de oro X
y algoddn - polyester
Nanohexahedros de plata X X
Nanohilos de platino X
Nanoparticulas de plata X X
Nanoparticulas de 6xido de cerio X
Nanoparticulas de éxido de titanio X
Vidrio (control) X
Platico Liso X X
Rugoso X X
Lija X X
Papel Calcante X X

Tabla 1. Formacidn de biopeliculas de Shewanella sp. cepa USBA 344 sobre superficies nanoestructuradas

BowA=SEl  Grano Nanolad
oz = 1006 KX e

Fig. 6. Fotografia SEM de la cepa USBA 344 sobre hilos
de algodén.

Para estos ultimos materiales, no se reporté
crecimiento alguno después de 2 semanas en
telas impregnadas con nanotubos de platino

ni  nanorods de oro en diferentes
concentraciones. Para las nanoparticulas de
plata, se registré un inicio de crecimiento a los
5 dias para las nanoparticulas de sintesis
verde y 6 dias para las de sintesis quimica. En
los demas materiales el crecimiento fue
abundante, con biopeliculas que superan los
30 um® de volumen enrollados a los
microhilos de las telas, y biopeliculas de mas
de 20 um? de superficie sobre materiales
rugosos planos. Las biopeliculas muestran
abundante concentracion de material
exopolisacarido, sobre todo en los materiales
planos.
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Fig. 7. Fotografia SEM de la cepa USBA 344 sobre hilos
de algodon funcionalizados con nanoparticulas cubicas
de oro de 30 nm.
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Fig. 8. Fotografia SEM de la cepa USBA 344 sobre hilos
de algododn funcionalizados con nanoparticulas de éxido
de hierro
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Fig. 8. Fotografia SEM de la cepa USBA 344 sobre hilos
de algoddn funcionalizados con nanohilos de plata.
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Fig. 8. Fotografia SEM de la cepa USBA 344 sobre hilos
de algoddn funcionalizados con nanotubos de carbono.
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Fig. 8. Fotografia SEM de la cepa USBA 344 sobre papel
de lija.
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Fig. 8. Fotografia SEM de la cepa USBA 344 sobre papel
calcante.
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Fig. 8. Fotografia SEM de la cepa USBA 344 sobre
plastico liso.
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Fig. 8. Fotografia SEM de la cepa USBA 344 sobre
plastico rugoso.
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Fig. 8. Fotografia SEM de la cepa USBA 344 sobre vidrio.

CONCLUSION

La formacidon de biopeliculas monocapa de
Shewanella sp. cepa USBA 344 sobre
superficies nanoestructuradas en presencia
abundante de nutrientes sigue un
crecimiento homogéneo y exponencial,
adaptdndose a las diferentes geometrias y
condiciones quimicas impuestas por sustratos
organicos y metdlicos, convirtiendo a la tela
de algoddn funcionalizada con nanoparticulas
en un material candidato para la fabricacién
de electrodos colonizables por la cepa USBA
344 en celdas de combustible microbiano
para la remediacién de metales pesados en
aguas.
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