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Resumen

Los sistemas bioelectroquimicos son una tecnologia de amplio interés, ya que cumple
con dos funciones de importancia ambiental, la produccion de energia renovable y el tratamiento
de efluentes. Estos dispositivos son celdas electroquimicas donde se establece una biopelicula
sobre el anodo. Los microorganismos presentes en dicha biopelicula forman parte de un
microbioma de alto interés por que son los responsables de llevar a cabo los procesos de
transferencia electronica, indispensable para que se cumplan las funciones del sistema
bioelectroquimico obtenido. Una estrategia para mejorar el funcionamiento de una de las
configuraciones de este sistema, como son las celdas de combustible microbianas, es conocer a
los microorganismos presentes en dicho microbioma, ya que no todos los especimenes que se
establecen en estas comunidades tienen la capacidad de transferir electrones de la cadena
respiratoria al electrodo, pero pueden contribuir al mantenimiento de la comunidad microbiana
en general. Asi, el objetivo de este trabajo fue aislar e identificar microorganismos presentes en
biopeliculas de celdas de combustible microbianas y analizar electroquimicamente a aquellos
que tuvieran la capacidad de reduccién del ion férrico, relacionada con capacidad para la

transferencia extracelular de electrones.

El aislamiento se realiz6 usando bioanodos de celdas de combustible microbianas,
creando una suspension celular desde la que se hicieron diluciones seriadas y cultivo en placa
con diferentes medios de cultivo, como medio Luria Bertani y medio sintético suplementado
con citrato férrico amoniacal. Se obtuvieron 21 aislados, a los que se extrajo ADNg y se
amplifico el 16S ADNr, usando el par de cebadores universales 27F y 1492R. Se ligaron y
clonaron los productos obtenidos para secuenciacion. Los datos adquiridos fueron usados para
analisis filogenéticos, obteniendo tres géneros predominantes: Bacillus, Lysinibacillus y
Pseudomonas. Se estandariz6 una metodologia para determinar la capacidad de reduccién del
ion Fe (111) en todos los aislados obtenidos, lo que permitié seleccionar aquellos que presentaron
mejor actividad. Esta actividad fue relacionada con su capacidad de respiracion extracelular. El
aislado con mejor capacidad de reduccion de Fe (111) fue el aislado 1N, correspondiente con
Pseudomonas aeruginosa. Esta cepa fue caracterizada electroquimicamente en celdas de tres
electrodos mediante cronoamperometriaa 0.2 V vs AgCI/Cl por 72 h, para conocer su capacidad

de produccién de densidad de corriente. También se analizaron los procesos de oxidacion-



reduccion en la interfase biopelicula-electrodo de un bioanodo formado con Pseudomonas

aeruginosa, mediante voltametria ciclica.



Abstract

Bioelectrochemical systems are a technology very interesting because it carry out two
functions of environmental importance, such renewable energy production and wastewaters
treatment. The microorganisms in biofilm are part of a microbiome of high interest because they
are responsible for carrying out the electronic transfer processes, activity essential for
bioelectrochemical systems functions to be fulfilled. A strategy to improve operation of
microbial fuel cells, a configuration of these systems, is to investigate the microorganisms
present in microbiome, since not all specimens that are established in these communities have
the ability to transfer electrons from the respiratory chain to the electrode, but can contribute to
maintenance of the microbial community. Thus, the objective of this work was to isolate and
identify microorganisms present in biofilms of microbial fuel cells and to analyze
electrochemically those that have the capacity to reduce the ferric ion, related to extracellular
transfer of electrons capacity.

Isolation was performed using bioanodes developed in microbial fuel cells, for obtain a
cell suspension from which serial dilutions were made and plating in different culture media,
such as Luria Bertani medium and synthetic medium supplemented with ammoniacal ferric
citrate. 21 isolates were attained, to which gDNA was extracted and 16S rDNA amplified, using
a pair of universal primers, 27F and 1492R. The products obtained were ligated and cloned for
sequencing. The acquired data were used for phylogenetic analysis, obtaining three predominant
genera: Bacillus, Lysinibacillus and Pseudomonas. A methodology was standardized to
determine Fe (111) ion reduction capacity in all isolates obtained, which allowed selecting those
that presented the best activity. This activity was related to their ability to extracellular
respiration. Pseudomonas aeruginosa was the isolated named 1N and had the best Fe (I1I)
reduction capacity, too. This strain was electrochemically characterized in a three electrode cell
using a chronoamperometry methodology at 0.2 V vs AgCl / Cl for 72 h, to determinate its
current density production capacity. The oxidation-reduction processes in the biofilm-electrode

interface were analyzed by cyclic voltammetry.
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1 Introduccién

En la actualidad, el uso y consumo de combustibles fosiles tiene un incremento
dramatico debido a la industrializacion en los paises en desarrollo, el aumento poblacional y la
modificacion de los estilos de vida. Esta demanda de combustibles fésiles genera una crisis
energética, marcando el interés en la promocion de alternativas para satisfacer las necesidades

de energia mundial.

Una de estas alternativas son las energias renovables, considerando que pueden
contribuir hasta con el 14% de la demanda total de energia. Las energias renovables son aquellas
energias que provienen de recursos naturales que no se agotan rapido, a los que se puede recurrir
de manera permanente, y su impacto ambiental es nulo o minimo en la emision de gases de
efecto invernadero (ej. CO). Algunas que se encuentran en esta categoria son la energia solar,

marina, eolica, geotérmica y bioenergia (Panwar et al., 2011).

Dentro de la tecnologias usadas para generar bioenergia se encuentran las celdas de
combustible microbianas (CCM), que son una tecnologia capaz de producir electricidad con
base en fendmenos bioelectroquimicos, utilizando microorganismos vivos para catalizar
reacciones de Oxido-reduccion (Sharma et al., 2014). Dicha tecnologia ofrece una solucion
prometedora para satisfacer las crecientes necesidades de energia y el tratamiento de aguas
residuales. En las CCM, los microorganismos degradan (oxidan) materia organica, extrayendo
electrones que se transportan a través de una serie de enzimas y se usan para obtener energia
para la célula en forma de ATP. Los electrones se liberan a un aceptor terminal extracelular; asi
pues, una CCM se puede definir como un sistema en el que los microorganismos funcionan

como catalizadores para convertir energia quimica a energia eléctrica (Logan, 2007).

El primero en observar este fendbmeno por accion de microorganismos fue Potter, en el
afio de 1910, cuando observOo que cepas de Escherichia coli podian completar su ciclo
metabolico con un electrodo. Afios posteriores, Cohen (1931) y posteriormente Davis y
Yarborough (1962), construyeron verdaderamente una CCM. Durante la década de 1960, los
fendmenos de la respiracion microbiana con un electrodo como receptor de electrones fueron

estudiados con mas detalle en el contexto de corrosion biologica. Desde entonces, la atencion



en la respiracion extracelular en sistemas de reactores perdi6 interés. A mediados de los afios
1990, los sistemas bioelectroquimicos recibieron de nuevo atencion. En la actualidad la
generacion de energia a partir de aguas residuales se considera uno de los planes a futuro mas
prometedores en la produccién de energia sostenible y tratamiento de aguas residuales (Arends
etal., 2012; Li et al., 2013).

Un disefio comun de las CCM es aquel con dos cdmaras, una anaerobia y otra aerobia,
en medio de las cuales hay una membrana semipermeable (Figura 1). En cada una de las camaras
se coloca un electrodo; el &nodo en la camara anaerobia y el catodo en la camara aerébia. La
camara anaerobia contiene sustratos organicos que, al oxidarse por accion de los
microorganismos, liberan electrones, protones y se produce COg; los electrones son captados
por el anodo y posteriormente transferidos hacia el catodo mediante un circuito externo.
Simultdneamente, los protones migran hacia la cdmara catodica a través del separador, donde
se combinan con el oxigeno del aire para reducirse a agua con los electrones que captan
directamente del catodo. Debido a que esta Ultima reaccion no esta catalizada por

microorganismos, el catodo se refiere como abidtico (Revelo et al., 2013).

Anodo / 7 Catodo

Bacteria Membrana

Figura 1. Disefio tipico de una celda de combustible microbiana (Logan et al., 2006).

Hay diferentes factores que influyen sobre el desempefio de una CCM, como la

configuracién del reactor, el tipo de materiales de electrodos, la distancia entre electrodos, el



tipo de indculo y la temperatura, entre otros (Vazquez-Larios et al., 2010). Un componente muy
importante, que le da nombre a la tecnologia, es el tipo y la concentracion de microorganismos,
ya gue afectan significantemente la densidad de corriente en las CCM (J = Voltaje/Resistencia
externa/Area del electrodo) y potencia (P = Voltaje?/Resistencia externa/Area del electrodo)
(Sharma et al., 2014). Sin embargo, a pesar de la importancia del tema y aunque en la Gltima
década se incrementaron las publicaciones sobre CCM (Figura 2a), el conocimiento de los
mecanismos de transporte y de los microrganismos con transferencia extracelular de electrones
estd apenas iniciando. Asi, hasta el afio 2015, la cantidad de articulos publicados sobre el
aislamiento e identificacion de microorganismos en CCM aun es baja, representando un

porcentaje minimo en el total de publicaciones sobre CCM en general (Figura 2b).
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Figura 2. Articulos publicados sobre: a) celdas de combustible microbianas, palabras claves: microbial fuel cell
b) aislamiento de microorganismos en celdas de combustible microbianas, palabras clave “microbial fuel cell” y
“isolation”” (Web of Science, Julio 2017).

El conocimiento acerca de cdmo algunos microorganismos tienen la capacidad de
transportar sus electrones a través de la pared celular y asi tener una interaccion electronica con
su medio ambiente se conoce desde hace un siglo. Esta caracteristica se puede usar para
desarrollar bioprocesos avanzados y mejorados electroquimicamente para los Ilamados sistemas
bioelectroguimicos. Las posibilidades de aplicacién para las interacciones electrodo-bacterias
incluyen la produccion de electricidad, tratamiento de residuos y aguas residuales,
biorremediacion y la produccion de productos valiosos, abriendo asi un amplio campo de
investigacion. Pero muchas aplicaciones de los sistemas bioelectroquimicos estan restringidas a

proyectos de investigacion a escala de laboratorio, ya que la generacién de corriente eléctrica es



demasiado baja para disefiar un proceso viable. Para optimizar y avanzar en las técnicas
bioelectroquimicas es necesario una comprension mas completa de los posibles mecanismos de

intercambio de electrones extracelulares (Kracke et al., 2015).
1.1 Bioelectroquimica

La electroguimica convencional distingue sus procesos, materiales y aplicaciones en la
interface de la biologia y electroquimica utilizando el prefijo bio para indicar la participacién
del componente biolégico. Dicho componente pueden ser células, enzimas u organélos. Asi,
entre los ejemplos de estas aplicaciones se tienen a las celdas biocombustibles, biosensores,
bioelectrocatalizadores y, por supuesto, la bioelectroquimica (Schroder et al., 2015). Para definir
a la bioelectroquimica se toma en cuenta su etimologia con los prefijos: bio y electro, indicando
que es una rama de investigacion cientifica para el estudio de los procesos bioldgicos mediante
técnicas electroquimicas. En otra definicion puede considerarse como la rama de la
investigacion cientifica que estudia los fendmenos eléctricos resultantes de procesos que
implican particulas cargadas eléctricamente pertenecientes a sistemas bioldgicos. Por lo tanto,
tiene aplicacion en areas de electroquimica enzimatica, electroquimica proteicay electroquimica
microbiana (Milazzo et al., 1983; Schroder et al., 2015). La electroquimica microbiana es el
estudio y la aplicacion de la interaccion entre microorganismos y conductores de electrones,
representados por electrodos fisicos (por ejemplo, aquellos hechos de grafito o de metales) y
materiales conductores de origen natural tales como éxidos metélicos (Schroder et al., 2015).

1.1.1 Bacterias con reduccion desasimilatoria de metales

Los microorganismos obtienen su energia en las cadenas de transporte de electrones,
donde los electrones se transfieren de un donador de electrones de bajo potencial a un aceptor
con potencial redox mas positivo, lo que puede resultar en un gradiente de protones para
conducir la sintesis de ATP. En estas reacciones, la ganancia de energia alcanzable (energia
libre de Gibbs, AG) de cada cadena de transporte de electrones depende de la diferencia de
potencial redox (AE) entre el donador de electrones y el aceptor (Kracke et al., 2015). En
diversos ambientes se encuentran bacterias que poseen la habilidad de transferir

extracelularmente los electrones desde sus procesos metabdlicos de respiracion, ya que con el



fin de adaptarse a las diferentes condiciones ambientales han desarrollado una enorme variedad
de cadenas de transporte de electrones. Estas bacterias juegan un papel importante en los ciclos
geoquimicos, biocorrosion, biorremediacion y estan siendo altamente consideradas para los

procesos bioelectroquimicos (Kracke et al., 2015; Yuan et al., 2013).

Algunas bacterias tienen la capacidad de interactuar con minerales solidos, por ejemplo,
Fe (II) o Mn (IV), y pueden obtener energia usando esos minerales como aceptores de
electrones para su proceso de respiracion. Debido a este fendmeno, a las bacterias que realizan
tal mecanismo se les conoce como bacterias con reduccion desasimilatoria de metales (BRDM),
considerandolas como bacterias que reducen compuestos metalicos para generar energia Gtil en
su metabolismo, crecimiento y reproduccion. Las BRDM obtienen la energia por la oxidacion
de los acidos orgénicos/H> junto a la reduccion de una fase sélida como aceptor terminal de
electrones (Esther et al., 2015; Kracke et al., 2015).

AUn no se ha aclarado a detalle como integran a su metabolismo los metales insolubles
y extraen energia. Sobre todo, en comparacién con otros procesos de respiracion, donde el
aceptor final puede ser un gas difusible o si las sustancias son solubles, lo que les permite entrar
facilmente a la célula. El problema principal para las BRDM es que los minerales extracelulares
no pueden pasar la membrana celular, y por ende no tienen acceso al periplasma ni al citoplasma.
Las BRDM necesitan moléculas redox activas en su membrana externa o tienen que secretar
moléculas que sirvan como mediadores para transferir electrones entre el interior celular y los
metales extracelulares (Kracke et al., 2015). Gran parte de los trabajos hacia la comprension de
dicho fendmeno giran en torno a los géneros Geobacter y Shewanella, considerados como
microorganismos modelos, pero entre las BRDM se encuentran especies de diferentes filos
como proteobacteria, firmicutes (endobacterias), acidobacteria (Esther et al., 2015). En la Tabla

1 se muestran algunos microorganismos reductores de metales.



Tabla 1. Caracteristicas de los microorganismos con respiracién extracelular (Modificado de Esther

et al., 2014).

Geoglobus
acetivorans

Geothrix fermentans

Geoalkalibacter
subterraneus

Deferribacter
thermophilus

Bacillus
subterraneus
Acidiphilium
cryptum

Bacillus pseudormus
Shewanella
putrefaciens

Shewanella
oneidensis

Geobacter
metallireducens

Geobacter
sulfurreducens

Acetato, formiato, piruvato,
fumarato, malato, propionato,
butirato, succinato

Propianato, palminiato, lactato,
fumarato y succinato

Formiato, acetato, malonato,
propianato, piruvato, lactato,
butirato, isobutirato, succinato,
fumarato y valerato

Hidrdégeno, acetato, malato, citrato,
piruvato, lactato, succinato y
valerato

Extracto de levadura, glucosa,
sacarosa, fructuosa, malosa, xilosa,
almidon, glicerol, etanol y lactato

Glucosa, celobiosa, hidrogeno
Sacarosa, lactato, glucosa y
glicerol

Lactato y piruvato

Lactato

Acidos grasos de cadena corta,
alcoholes, compuestos
monoaromaticos, acetato

Acetato, hidrégeno

Oxido férrico y citrato
ferrico

Fe(lll), Mn (1V), nitrato, y
antraquinonas

Fe (111), Mn (1V), nitrato,
azufre elemental y
trimetilamina

Fe (111), Mn (IV) y nitrato

Fe (I11) amorfo, Mn (1V),
nitrato, nitrito y fumarato

Fe (1)

Fe (I11), AQDS y acidos
hdmicos

FeO (OH), citrato férrico,
As (V), U (V1) Se (IV) y
Mn (IV)

Citrato férrico

Hierro cristalino, Mn (1V),
U (V1) y nitrato

Fe (I11), FeO (OH), citrato
férrico, azufre elemental,
Co**-EDTA, fumarato y
malato

En la Tabla 1 se puede apreciar que los microorganismos utilizan diferentes tipos de

sustratos para transferir sus electrones extracelularmente a una gran variedad de aceptores, esto

se debe a que, en ambientes naturales, tales como, sedimentos acuaticos, suelos sumergidos, y

en el subsuelo terrestre se encuentran una gran variedad de aceptores de electrones como

sustancias humicas, antraquinonas, azufre, nitratos. Entre los méas importantes aceptores de

electrones estan los 6xidos metalicos, en especifico el hierro (Pierra et al., 2015).



El hierro es el cuarto elemento mas abundante en la corteza terrestre comprendiendo
alrededor del 3.9% de la masa en sedimentos, su reduccion es una forma importante de
respiracion anaerobia. El potencial de reduccién del par Fe (111) / Fe (1I) es ligeramente
electropositivo (E* = +0.2 V, a pH 7) causando que la reduccion de Fe (111) pueda acoplarse a
la oxidacién de algunos donadores de electrones orgénicos e inorganicos. De igual forma, este
proceso es energéticamente favorable comparado con la reduccion de sulfatos y la
metanogénesis, pero tiene menores rendimientos de energia libre comparado con la reduccion
de oxigeno y nitratos (Liu et al., 2016; Luu & Ramsay, 2003; Madigan et al., 2009)

En los sistemas bioldgicos, la mayor reduccion del ion Fe (I11) es llevada a cabo por la
oxidacion de productos finales de la fermentacion como el acetato, igualmente se ve afectada
por la forma en que se encuentre el ion Fe (I11), ya que entre mas cristalina sea entonces es
menos susceptible a la reduccion. Una reaccion bioquimica tipica que se lleva a cabo bajo estas
consideraciones es la mostrada por Luu y Ramsay (2003):

CH;CO00~ + 8Fe(III) + 4H,0 —> 2HCO; + 8Fe(II) + 8H
(AGY = +48.2K))
La interaccion entre los microorganismos y los 6xidos de Fe (I11) es muy similar a
aquella que se da entre los microorganismos-electrodos (Figura 3) (Zhang et al., 2015), a
excepcion que los microorganismos usan ligandos y/o sideroforos, permitiendo la solubilidad

del 6xido por la formacion de un complejo.



(a)Transferencia de electrones por contacto directo

T AT

(b) Transferencia de electrones por contacto indirecto
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O - Microorganismo

- Citocromo
- Pilis (nanocable)

- Mediador oxidado

\ 4
& - Mediador reducido

- Ligando/ sider6foro

. - Oxido metalico

Figura 3. Bosquejo de los modelos de transferencia de electrones entre microorganismos y 6xidos metalicos. (a)
Transferencia directa, donde los citocromos y/o pilis reducen el 6xido metalico; (b) Transferencia indirecta,
donde los mediadores redox o ligandos ayudan a la reduccion del 6xido metalico (Modificado de Esther et al.,
2015).

Esta similitud es de gran importancia, ya que las bacterias que pueden reducir el Fe (I11)
a Fe (Il) pueden utilizarse para producir energia eléctrica en CCM (Zhi et al., 2014). Esto
significa que la participacion de estos microorganismos en las CCM puede ser clave para obtener
mejores resultados, haciendo necesario entender el fenémeno bioldgico involucrado por la
presencia de bacterias que reducen metales en la generacién de electricidad. La comprension de
esta participacién podria permitir también realizar un manejo adecuado de las variables

bioldgicas hacia la produccion de energia en las CCM (Folgosa et al., 2015).

Por la similitud de los fendmenos de transporte de electrones entre los electrodos y los
oxidos metalicos, se reportan experimentos de enriquecimiento para favorecer el crecimiento de
las BRDM vy asi mejorar la eficiencia de las CCM. En un estudio de Pierra et al. (2015) se utilizo
sedimento de una planta adaptada a una alta concentracion salina, para inocular un medio que
contenia Fe (111) como Unico aceptor de electrones, se inoculé una CCM con sedimento y otra
con el cultivo del medio con Fe (I11), obteniendo que la celda inoculada con el sedimento genero
una eficiencia coulémbica alrededor de 30 £ 4%, mientras que las CCM con el cultivo en Fe

(1) alcanzaron una eficiencia casi del 100%. Este aumento en la eficiencia couldmbica es



importante, ya que es uno de los desafios mas importantes que se tienen en los sistemas
biolectroquimicos, buscando que la mayoria de los electrones disponibles contenidos en el

sustrato organico se transfieran al &nodo para crear un proceso altamente eficiente.

En base a lo anterior se puede sefialar que la seleccion de microorganismos es crucial
para un buen funcionamiento de las CCM, por lo cual se han creado diferentes metodologias
que permiten la deteccion de bacterias potencialmente utiles en las CCM. Entre estas
metodologias se tiene a la reportada por Szollési et al. (2015), quienes evaluaron diversos
microorganismos en un medio con Fe (l1l) considerando la medicién de su capacidad de
reduccion de Fe (I11), estableciendo una relacion directa entre la cantidad de hierro reducido y
la generacidn de energia eléctrica. Esta estrategia resulta de gran importancia desde un punto de
vista metodoldgico, ya que permite encontrar microorganismos con potencial para ser utilizados

en procesos bioelectroquimicos.
1.2 Electromicrobiologia

La electromicrobiologia estudia la interaccion microbio-electrodo (Schrdder et al., 2015)
abriéndose como una nueva area de investigacion que de una forma multidisciplinaria avanzara
en el entendimiento de los mecanismos que suceden en el electrodo de un sistema
bioelectroquimico por accion de los microorganismos. Como se mencioné anteriormente,
algunos microorganismos desarrollaron, a lo largo de millones de afios de evolucion, estrategias
eficaces para el intercambio extracelular de electrones con minerales insolubles y aceptores de
electrones o donantes naturales relacionados, tales como 6xidos metalicos y compuestos
organicos (Lovley, 2012). Cuando estas capacidades son usadas en sistemas bioelectroquimicos,
se involucran electrodos metélicos o de materiales carbonéceos, Utiles en la recoleccion de
electrones para cumplir funciones electroquimicas. Asi se establecen interacciones
microorganismo-electrodo, que tienen una gran ventana de aplicaciones, entre ellas estan la
produccion de electricidad, tratamiento de residuos y aguas residuales, biorremediacion y la

produccion de productos valiosos.



1.2.1 Técnicas electroquimicas usadas en CCM

Para estudiar las interacciones microorganismo-electrodo se utilizan métodos
electroanaliticos, que permiten monitorear la generacion de corriente eléctrica, caracterizar los
mediadores redox y asi explicar el posible tipo de transferencia de electrones, comprendiendo
el efecto de la formacion de la biopelicula sobre la conductividad (Doyle et al., 2015). Muchas
de las técnicas utilizadas en las CCM parten de las técnicas usadas en celdas de combustible

quimicas, entre las mas utilizadas se encuentran la cronoamperometria y la voltametria ciclica.

a) La cronoamperometria es una técnica en la que se aplica continuamente un
potencial exacto al electrodo de trabajo mientras que simultaneamente mide la salida actual
resultante (Bard et al., 2001). En las CCM, los microorganismos intercambiaran los electrones
de su metabolismo con el electrodo, siendo necesario cuidar el potencial considerado a
aplicarse. En el caso de actividades anddicas, el potencial debe ser lo suficientemente positivo
para asegurar la transferencia de electrones desde los citocromos microbianos y/o mediadores
redox para que la reacciones sean termodinamicamente favorables, pero no tan altas como para

plantear un estrés oxidativo a la célula (Doyle et al., 2015).

El potencial del anodo, al ser el aceptor final de electrones, determina la ganancia de
energia para las bacterias. Cuanto mayor sea la diferencia entre el potencial redox del sustrato
y del &nodo, mayor la energia metabdlica ganada por la bacteria, pero entre mas baja sea, mayor
sera el voltaje obtenido en la CCM, por lo tanto, el potencial del anodo debe mantenerse lo mas
bajo como sea posible. Sin embargo, si el potencial del &nodo se vuelve demasiado bajo, el
transporte de electrones sera inhibido y la fermentacion del sustrato (si es posible) puede
proporcionar mayor energia para los microorganismos (Logan et al., 2006). Diversos estudios
han optado por establecer un potencial de 200 mV vs Ag/AgCl (Badalamenti et al., 2013).
Alternativamente puede ser utilizado un enriquecimiento catodico para que el electrodo actle
como donante del electrdn, aplicando potenciales negativos, en este caso se registra una
corriente negativa. Aplicar un potencial controlado no sélo afecta al rendimiento de la CCM,
sino que también puede tener un impacto en el nivel taxondmico, encontrando diferentes

especies segun sea el potencial aplicado (Doyle et al., 2015).
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b) La voltametria ciclica es un método electrogquimico controlado por un
potenciostato que facilita la observacion de la generacién de corriente a través de una ventana
de potenciales, permitiendo determinar el comportamiento redox de una especie (Bard et al.,
2001). Para esta tecnica, el potencial del electrodo de trabajo es escaneado linealmente con el
tiempo hasta un valor establecido y luego retornado al punto de partida, con la corriente de
respuesta registrada continuamente. Esto genera una curva | vs E, que suele estar poblada por
picos caracteristicos correspondientes a la actividad de un mecanismo de transferencia de
electrones (es decir, registrar la corriente positiva o negativa que ocurre durante la oxidacion o
reduccion de un citocromo o mediador redox por el electrodo). La altura de estos picos
proporciona una vision de la concentracion de compuestos redox activos como los mediadores
redox de electrones y citocromos; y la distancia entre el pico oxidativo y reductivo ayuda a

establecer si un proceso esta limitado por difusién (Doyle et al., 2015).

Una desventaja de este método es que solo proporciona informacion limitada sobre
el mecanismo real de la transferencia de electrones, ya que muchos compuestos redox gque son
producidos por los microorganismos tienen firmas voltamperométricas muy similares.
Finalmente, el potencial y la corriente de las especies electroquimicamente activas en las
comunidades dependen fuertemente del material del electrodo e incluso de su biopelicula.
Algunas de estas cuestiones pueden resolverse analizando el sobrenadante libre de células con

electrodos estandar, como el de oro o carbon vitreo (Doyle et al., 2015).

1.2.2 Celdas usadas en sistemas bioelectroguimicos

La celda constituye el corazon de cualquier proceso electroquimico por lo que la
viabilidad de un proceso depende del disefio de una celda. En general las celdas se pueden
clasificar en: celdas divididas y sin dividir (Figura 4). Las celdas divididas se emplean cuando
el producto obtenido en el electrodo de trabajo puede sufrir una transformacién en el contra
electrodo (catodo), cuando por motivos de seguridad sea preciso separar los compartimientos, o

por la misma naturaleza de la tecnologia (Gomez, 1996).
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Figura 4. Disefios de celdas electroquimicas, A) celda dividida, B) celda sin dividir.

En el andlisis electroquimico de microorganismos, los trabajos publicados indican que
la mejor opcion es el uso de celdas divididas (Tabla 2), en la camara anddica se coloca el/los
microorganismo/microorganismos a estudiar, con el sustrato de interés, que varia dependiendo
del microorganismo, mientras que en la cdmara catddica hay un aceptor final de electrones. Por
lo general se usa oxigeno pero también se puede utilizar ferricianuro (Xing et al., 2010). En cada
camara se coloca un electrodo, de variados tipos de materiales dependiendo de los alcances de
la investigacion, entre los mas usados se encuentra el fieltro de carbono. Cada electrodo se une
mediante una resistencia externa, siendo ampliamente usada la de 1000 Q. Otro disefio también
utilizado es la celda con el catodo aireado, donde el catodo estd expuesto al aire, para que el

oxigeno del medio ambiente sea el aceptor final de electrones.
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Tabla 2. Caracteristicas de las CCM usadas en el andlisis electroquimico de microorganismos.

Microorganismo

Rhodopseudomonas

palustris DX-1

Ochrobactrum
anthropi YZ-1

Lysinibacillus
sphaericus VA5

Citrobacter sp
SX-1
Geoalkalibacter
ferrihydriticus

Lysinibacillus
sphaericus D-8

Comamonas
denitrificans

Citrobacter
freundi

Pseudomonas
aeruginosa ZH1

Geoalkalibacter
subterraneous

Acidiphilum
cryptum

Desolfovibrio
desulfuricans

Ochrobactrum sp

Corunebacterium sp

Kocuria
rhizophila

Tipo de

celda

Catodo
aireado

Celda en
forma de
U

Dos
camaras

Cétodo
aireado

Dos
camaras

Dos
camaras

Dos
camaras

Catodo
aireado

Dos
camaras

Dos
camaras

Dos
camaras

Dos
camaras

Dos
camaras

Cétodo
aireado

Catodo
aireado

Material

Anodo

Cepillo
de
grafito

Tela de
carbono

Fieltro
de
carbono
Tela de
carbono
Varillas
de
grafito
Fieltro
de
carbono
Cepillo
de
grafito
Fieltro
de
carbono

Grafito

Varillas
de
grafito
Fieltro
de
carbono
Fieltro
de
carbono
Cepillo
de
carbono
Fieltro
de
carbono
Malla de
carbono

Material
catodo

Tela de
carbono

Fibra de
carbono

Fieltro de
carbono

Tela de
carbono

Varillas de
grafito

Fieltro de
carbono

Tela de
carbono

Papel de
carbono

Grafito

Varillas de
grafito

Tela de
carbono

Fieltro de
carbono

Alambre
de titanio

Fieltro de
carbono

Malla de
carbono

Resistencia

(O]

1000

1000

100

1000

0.2V vs
Ag/AgCl

1000

1000

1000

10000

0.2V vs
Ag/AgCl

500

100

1.8

1000

1000

Referencia

(Xing et al.,
2008)

(Zuo et al.,
2008)

(Nandy et
al., 2013)

(Xu etal.,
2011)
(Badalamen
tietal.,,
2013)

(Heetal.,
2014)

(Xing et al.,
2010)

(Huang et
al., 2015)

(Nor et al.,
2015)
(Badalamen
tietal.,,
2013)

(Borole et
al., 2008)

(Kang et al.,
2014)

(Lietal.,
2014)

(Liu et al.,
2010)

(Luo et al.,
2015)



. Varilla . (Parameswa

TS D B yEA® omvwse sl

grafito 9 2013)

Klebsiella Dos FLEliTe Fieltro de (Zhang et
X . de 10000

pneumoniae camaras carbono carbono al., 2008)

Aunque la mayoria de los autores reportan celdas divididas es conveniente usar celdas
sin dividir, con una configuracion de tres electrodos o semicelda controlada por un
potenciostato, debido a que sus ventajas respecto a las celdas divididas son: a) menor consumo
especifico de energia al eliminar un electrolito y la membrana, b) sistema de distribucion
hidraulica mas sencillo, c) disefio méas sencillo, por lo que tiene menores costes de inversion y

mantenimiento, y por altimo, d) mayor rendimiento espacio-tiempo.

Al estar controlado el sistema por un potenciostato se tiene un mayor control en la celda,
por lo cual es mejor la caracterizacion electroquimica del microorganismo. En estos sistemas se
debe aplicar un potencial al anodo, para suministrar la energia necesaria que permita conducir
un proceso que de otra manera seria desfavorable termodindmicamente, en términos de potencial

electroquimico del donante y del aceptor del electron (Doyle et al, 2015).

1.2.3 Transferencia extracelular de electrones

Como se menciond anteriormente, en las CCM se encuentran microorganismos que
tienen la capacidad de transferir sus electrones a un aceptor final externo, este fenémeno se
denomina transferencia extracelular de electrones (TEE), y se encuentra en microorganismos
que pueden oxidar completamente los compuestos organicos a diéxido de carbono con
electrodos de grafito o de metales, o con 6xidos de metales como Fe (I11) o Mn (IV) que acttan
como el aceptor de electrones. En las CCM, este proceso desempefia un papel clave en la
produccién de energia, ya que los microorganismos que poseen dicha capacidad son
prometedores catalizadores para la conversion eficiente de una variedad de desechos organicos
a electricidad, y simultaneamente producen una biomasa renovable (Reguera et al., 2006; Choi
et al., 2015; Schroder et al., 2015).

Geobacter metallireducens fue una de las primeras bacterias aisladas con TEE y es tam-
bién la mas estudiada en el area. Es una bacteria Gram-negativa, bacilo Deltaproteobacteria de
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la familia Geobacteracea, aislada en 1987 del sedimento de agua dulce del rio Potomac en
Washington D.C, por el Dr. Derek Lovley. G. metallireducens tiene la capacidad de transferir
electrones a los iones Fe (I11) y Mn (1V), éxidos de nitrogeno, sustancias de alto peso molecular
formadas por la degradacion quimica y biologica de restos de plantas y de animales. Ademas,
permite la transferencia de electrones de forma directa a los electrodos generando pequefias
corrientes eléctricas (Romero et al., 2012). Otro microorganismo frecuentemente estudiado es
Shewanella oneidenses, una Proteobacteria de la familia Shewanellaceae, que se aislo por
primera vez en el lago Oneida de Nueva York en 1988, de donde deriva su nombre. S. oneidenses
es una bacteria que reduce metales pesados toxicos y puede vivir en casi cualquier tipo de
ambiente, con o sin oxigeno (Hau et al., 2007).

G. metallireducens y S. oneidenses no son los Unicos microorganismos con esta
capacidad, entre los microorganismos con TEE se encuentran especies de los filos
Proteobacteria, Firmicutes (endobacterias), Acidobacteria, algunas microalgas, levaduras y
hongos. En la Tabla 3 se muestra un listado de los microorganismos reportados en articulos
relacionados con generacion de energia eléctrica y sus principales compuestos y/o proteinas

involucrados en la transferencia de electrones (Kumar et al., 2015).

Tabla 3. Microorganismos electroguimicamente activos con transferencia extracelular de electrones.
Modificado de Kumar et al., 2015.

Proteinas /
Compuestos
Microorganismos Densidad de potencia T VI en &
transferencia
extracelular de
electrones
Shewanella putrefaciens  Bacteria 4920 mW/m? Citocromo ¢
Pseudomonas aeruginosa Bacteria 4310 mW/m? Plocianing, fenazing-1=
carboxamida
Shewanella oneidensis Bacteria 3000 mW/m? Flavinas, riboflavinas
Rhodop_seudomonas Bacteria 2720 mW/m? Citocromo ¢
palustris
Geoba_cter Bacteria 40 mW/m? Citocromo ¢
metallireducens
Ochrobactrum sp. Bacteria 2625 mW/m? Desconocido *
Chlorella vulgaris Alga 2485 mw/m?3 Desconocido *
Coriolus versicolor Alga 320 mW/m?® Desconocido *

Arthrospira maxima Cianobacteria 10 mw/m?3 Desconocido *
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Scenedesmus sp. Alga 1926 mW/m? Desconocido *

Cyanobacteria sp. Cianobacteria 114 mW/m? Desconocido *
Lysinibacillus sphaericus Bacteria 85 mW/m? Desconocido *
Proteinas /
Compuestos
Microorganismos Densidad de corriente (Bl ErEEeE en la
transferencia
extracelular de
electrones
Thermincola ferriacetica  Bacteria 12000 mA/m? Antraquinona — 2,6 -
disulfato.
Geobacter Bacteria 3147 MA/M? P|_I|s tipo 1V,
sulfurreducens Citocromo ¢
Desulfovibrio Bacteria 233 mA/m? Citocromo ¢

desulfuricans
2,6-di- terbutil-p-

Klebsiella pneumonia Bacteria 199 mA/m? .
benzoquinona

Escherichia coli Bacteria 3390 mA/m? Desconocido *

Saccnaromyces Levadura 282 mA/m? Desconocido *

cerevisiae

Citrobacter sp. Bacteria 205 mA/m? Desconocido *

Como se puede observar en la Tabla 3, los valores de densidad de potencia obtenidos
por S. putrefaciens son mayores que los de S. oneidensis, a pesar de pertenecer a la misma
familia. Esta diferencia puede radicar en la diferencia que tienen los mecanismos de
transferencia de electrones usados por cada especie. Para el caso de la generacion de densidad
de corriente, Thermincola ferriacetica y Escherichia coli producen los mas altos valores, pero
solo se ha determinado el mecanismo de transferencia de electrones por mediadores redox para
el primero de estos. Las especies G. metallireducens y S. oneidenses son ampliamente conocidas
y usadas para la investigacion de los microrganismos electroquimicamente activos (Debabov,
2008). Pero este hecho, no determina que G. metallireducens y S. oneidenses generen los valores
mas altos de densidad de potencia y/o corriente. En este sentido, es posible que exista una amplia
gama de microorganismos que ain no se han aislado y con potencial de ser usados en CCM.
Ademas, resultaria muy importante entender los mecanismos de transporte de electrones y su

relacion con el metabolismo microbiano.

Es importante resaltar que el proceso de transferencia de electrones desde la cadena

respiratoria de un microorganismo hasta el electrodo es crucial para la operacion de una CCM.
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Estos procesos estan siendo investigados para explicar los mecanismos involucrados. Algunos
autores comienzan a llamar a dicho proceso como una nueva forma de respiracion llamada
respiracion anodica (Torres, 2014). La TEE se puede categorizar en dos tipos, la transferencia

directa y transferencia indirecta de electrones (Figura 5) (Rabaey et al., 2010).

(@) Transferencia directa
de electrones

(b) Transferencia indirecta
de electrones

O% Microorganismo

V - citocromo

_\ - Pilis

o - Mediador oxidado
Q - Mediador reducido

Figura 5. Representacion de los métodos de transferencia de electrones de los microorganismos hacia los
electrodos, (a) Transferencia directa, en el cual los citocromos y/o pilis transfieren los electrones al electrodo;
(b) Transferencia indirecta, donde los mediadores redox ayudan en la transferencia de electrones al electrodo.

1.2.4 Transferencia directa

Los electrones producidos durante el metabolismo microbiano pueden ser transferidos
hacia los electrodos por medio de los citocromos dispuestos en la membrana y/o pili

eléctricamente conductivos como se observa en la Figura 5a (Kumar et al., 2015).

Los citocromos son proteinas que tienen como grupo prostético a un anillo porfirinico
con hierro (grupo hemo). Los citocromos llevan a cabo oxidaciones y reducciones mediante la
pérdida o ganancia de electrones aislados por el &tomo de hierro situado en el centro de la

molécula, de acuerdo con la siguiente reaccion:

citocromo — Fe (II) % citocromo — Fe (III) +e~

Existen varias clases de citocromos cuya diferencia radica en sus potenciales de

reduccion. Un citocromo puede transferir electrones a un aceptor (citocromo, quinona, Fe/S)
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siempre que tenga un potencial de reduccion mas positivo y pueda a su vez, aceptar electrones
de un donador con un potencial de reduccion menos negativo. Los distintos citocromos se
designan por letras (a, b, c) dependiendo del tipo hemo que contengan (Madigan et al., 2009).
Los citocromos ¢ de la membrana externa y los pilis de las células conductoras ayudan a facilitar
la transferencia directa de electrones (Patil et al., 2012). Los resultados experimentales sugieren
que el complejo OmcZ es el citocromo C mas importante en las biopeliculas (Ravinder et al.,
2015).

Para el flujo de electrones en los pilis existen tres mecanismos principales para la
transferencia: tunneling, hopping y delocalization (conductividad metalica). En los mecanismos
de tunneling y hopping los electrones estan asociados con portadores discretos que pueden
atravesar uno 0 mas sitios para migrar a grandes distancias. EI mecanismo de delocalization es
sustancialmente diferente a los de tunneling y hopping, ya que en lugar de que los electrones se
ubiquen en moléculas individuales, los electrones se encuentran deslocalizados a lo largo de una

cadena de moléculas y son libres de moverse por todo el material (Malvankar y Lovley, 2014).

1.2.5 Transferencia indirecta

La transferencia indirecta de electrones se lleva a cabo cuando sustancias solubles o
insolubles llamadas mediadores redox participan como intermediarios en el transporte de
electrones entre el electrodo y los microorganismos (Figura 5b). Dichas sustancias son reducidas
por el microorganismo y se oxidan en el electrodo, completandose asi el transporte de electrones.
Muchos microorganismos con transferencia extracelular de electrones secretan mediadores

redox para promover la transferencia de electrones a los electrodos (Logan, 2007).

En algunos casos, estos mediadores redox se afiaden a las CCM, porque ayudan a la
transferencia de electrones del microorganismo al electrodo, al igual que ciertos
microorganismos que no tienen respiracion extracelular pero que pueden utilizar estos
mediadores para la transferencia de electrones, como es el caso de las levaduras (Hubenova et
al., 2015). Estos ultimos son microorganismos mas complejos en comparacion a bacterias y de
un gran interés biotecnoldgico. Algunos de los mediadores redox identificados son fenazinas,

flavinas, enzimas solubles, melanina y acidos humicos (Logan, 2007).
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Asi, para conocer mejor los fendmenos involucrados en el proceso de transferencia de
electrones desde la cadena respiratoria de un microorganismo hasta el electrodo, es importante
contar con el microorganismo aislado, lo cual permitira conocer y analizar la especie a mayor

detalle.
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1.3 Aislamiento e identificacion de microorganismos provenientes de celdas de

combustible microbianas

Cuando se quiere conocer y analizar una especie es importante saber su entorno
ambiental y su contexto bioldgico. El contexto biologico se refiere a las especies con las que
coexiste y en muchos casos de las que depende. En el caso de los organismos macroscopicos es
mas sencilla la caracterizacion y conteo de las diferentes especies, pero en los microorganismos
esta caracterizacion se complica, por lo que en las Ultimas décadas se han desarrollado diferentes
estrategias, principalmente moleculares, para identificar las especies 0 grupos de
microorganismos que constituyen una comunidad (Escalante, 2007). Aunque es necesario
considerar que en un ambiente natural no es frecuente encontrar un solo tipo de microorganismo,

ya que existen las comunidades microbianas, como las biopeliculas.

Una biopelicula se puede definir como colonias de células microbianas incorporadas en
una matriz polimérica compleja, de produccion propia, unida a una superficie bidtica o abidtica.
Las biopeliculas pueden estar formadas por una especie individual (biopelicula de cultivo puro)
o por multiples especies (biopelicula de cultivo mixto y microbiomas) (Kumar et al., 2015). Asi,
los microbiomas se definen como comunidades de microorganismos naturalmente agrupadas
para un fin determinado. Estos se componen de multiples especies individuales, que viven en
simbiosis, interconectadas y con un alto nivel de organizacion funcional (Koch et al., 2014). Por
lo que, para realizar estudios detallados y controlados en laboratorio, que permitan conocer las
caracteristicas y su posible aplicacion en la biotecnologia, se debe dar inicio con el aislamiento

de los microorganismos (Madigan et al., 2009).

1.3.1 Aislamiento de microorganismos provenientes de una CCM

Un modo de estudiar las comunidades microbianas de un sistema consiste en aislar los
microorganismos y estudiar sus propiedades en cultivos de laboratorio. A partir del
conocimiento de los microrganismos presentes y de sus capacidades metabdlicas, se pueden
extraer conclusiones sobre como funciona el ecosistema microbiano. El aislamiento requiere
separar los diferentes microorganismos de la comunidad, para obtener un cultivo axenico (que

contiene una sola clase de microorganismo), con lo que se podran realizar estudios
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experimentales en el laboratorio y ver sus aplicaciones en los campos de la biotecnologia,

microbiologia industrial y ambiental (Madigan et al., 2009).

Los procedimientos de aislamiento habituales incluyen la siembra en placa por estrias,
la siembra en profundidad y la dilucion liquida. Una de las estrategias que utilizan muchos
investigadores para obtener un cultivo axénico, es el método de dilucion a la extincion, basado
en una serie de diluciones seriadas, hasta el punto en el que una sola célula pueda crecer en los
medios de cultivo, creando asi una colonia Unica y visible. El problema de este método es que
aisla la bacteria en mayor abundancia de la comunidad, por lo cual seria recomendable, un cul-
tivo previo de enriquecimiento, para que las bacterias con las caracteristicas que se buscan estén
en mayor cantidad (zhi et al., 2014).

En un cultivo de enriquecimiento se establecen las condiciones necesarias al crecimiento
de los microorganismos gue se desean aislar, es decir, tanto los nutrientes como las condiciones
se optimizan para tener una mayor probabilidad de obtener el organismo deseado, asi como el
uso de diferentes medios enriquecidos que permitan el crecimiento de varios tipos de

microorganismos (Madigan et al., 2009).

En el aislamiento de microorganismos con respiracién extracelular, como el caso de G.
metallireducens, algunos de los componentes de los medios que cominmente son usados para
su aislamiento son acetato de sodio (como donador de electrones), cloruro férrico (receptor de
electrones), extracto de levadura y sales minerales (Lovley et al., 1988). Este medio permite el
crecimiento de microorganismos con respiracion extracelular y con la capacidad de transferir
extracelularmente sus electrones (Fe (I11) + e = Fe (Il)). El uso de acetato de sodio se debe a
que este acido organico es el mas abundante en ecosistemas terméfilos, condicion que permite
a los microorganismos que tienen una respiracion extracelular, degradar y reducir algunos
compuestos de su entorno a otros como nitrato, 6xidos metalicos, sulfatos, convirtiendo al

acetato en dioxido de carbono y/o metano (Tor et al., 2001).

Un estudio pionero en aislar microorganismos provenientes de CCM es el de Pham et al.
(2003), quienes aislaron una cepa de Aeromonas hydrophila, directamente de la cAmara anddica
de una CCM que contenia agua residual artificial. En afios posteriores, el grupo de trabajo de
Xing et al. (2008 y 2010) aislaron una cepa de Rhodopseudomonas palustris y posteriormente
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aislaron una cepa de Comamonas denitrifican. A partir de ello, se comenzé a investigar mas

acerca de los microorganismos provenientes de CCM.

En Tabla 4 se muestran los medios utilizados en el aislamiento de microorganismos

provenientes de los anodos de las CCM, entre los medios méas utilizados son el medio Luria

Bertani y nutritivo, que son medios tipicamente utilizados para el crecimiento de bacterias, pero

estos medios no son selectivos, lo que permite que crezcan una gran variedad de

microorganismos. Otros autores utilizan medios enriquecidos con Fe (111) similares a los de

Lovley (1986), comprobando que son utiles en el aislamiento de microorganismos con

respiracion extracelular.

Tabla 4. Microorganismos aislados de CCM y los medios usados para su aislamiento.

Microorganismo

Rhodopseudomonas
palustris DX-1
Ochrobactrum
anthropi YZ-1
Lysinibacillus
sphaericus VA5

Citrobacter sp SX-1

Aeromonas
hydrophila
Lysinibacillus
sphaericus D-8
Comamonas
denitrificans

Citrobacter freundi
Kocuria rhizophila

Pseudomonas sp.

Pseudomonas aeru-
ginosa

Klebsiella sp.

Medio usado para
el aislamiento

Sintético enriquecido
con Fe (111)
Luria Bertani

Nutritivo

Sintético enriquecido
con Fe (I11)
Sintético enriquecido
con Fe (111)

Luria Bertani

Luria Bertani

Sintético enriquecido
con Fe (1)

Luria Bertani
Nutritivo

Nutritivo

Sintético enriquecido
con Fe (1)

Densidad  Densidad
de de .
. . Referencia
potencia  corriente
(mMW/m?)  (mA/m?)
(Xing et al.,
2720 0.99 2008)
(Zuo et al.,
89 708 2008)
(Nandy et al.,
85 270 2013)
88.1 205 (Xuetal., 2011)
(Pham et al.,
N/I 0.3 2003)
92 142 (He et al., 2014)
(Xing et al.,
35 5.9 2010)
(Huang et al.,
204.5 205 2015)
(Luo et al.,
102 N/I 2015)
(Manogari et al.,
173.3 288.8 2015)
(Nor et al.,
451.26 654.90 2015)
(Lee etal.,
N/I 87.5 2016)

N/I: No hay informacion.
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El uso del ion Fe (111) en los medios se debe a que el primer fendmeno asociado a la
transferencia extracelular de electrones se encontrd en microorganismos reductores de dicho
metal. Posteriormente, se investigd mas acerca de este fendmeno, encontrando que no solo este
metal se puede reducir, sino también otros metales tales como Co (I11), Cr (IV) y Mn (1V) (Esther
et al., 2014). Los microorganismos con respiracion extracelular pueden reducir el ion Fe (111) a
Fe (I1), pero no se pueden usar todas las formas de hierro. En el laboratorio por lo general se
usan tres formas que son cloruro férrico (FeCls), pirofosfato férrico (Fes (P207)3) y citrato férrico
(CeH11FeNO7)) ( Pham et al., 2003; Zuo et al., 2008; Xu et al., 2011; Huang et al., 2014).

Otra metodologia que se usa para el aislamiento de microorganismos es usar una CCM
especial en forma de U, donde se permite establecer el crecimiento de microorganismos en el
anodo. Este método consiste en inocular la celda referida cuando se presenta un pico de corriente
eléctrica, transferir a un buffer de fosfatos estéril el &nodo, agitar y realizar diluciones hasta un
punto final de 108, De la Gltima dilucion se toma una muestra que vuelve a ser inoculado a la
CCM en forma de U. En cada paso del procedimiento se realiza una electroforesis en gel con
gradiente de desnaturalizacidn hasta que el gel muestre una sola banda (Zhi et al., 2014; Zuo et
al., 2008). El uso de electroforesis en gel resulta tardado y con necesidad de entrenamiento para
el desarrollo de la técnica por lo que no resulta adecuada cuando se trata de realizar un tamizaje
de varias muestras. Ademas, solo es posible el aislamiento de un solo tipo de microorganismo
del indculo inicial, discriminando a todas las deméas bacterias presentes en el sistema, que
podrian estar relacionadas con las respuestas observadas en conjunto del sistema como la

generacion de corriente.

Una vez que se obtiene una colonia de un solo tipo de microorganismo se procede a su
identificacion por diferentes técnicas. Algunos autores realizan pruebas bioquimicas (Pham et
al., 2003; Nor et al., 2015) utiles para identificar de forma clara y precisa la presencia o ausencia
de una actividad enzimatica o de una via metabolica completa en el microorganismo estudiado.
También se pueden utilizar técnicas de microscopia electronica de barrido para observar la
morfologia tridimensional de las estructuras de los microorganismos (Negroni, 2009; Xu et al.,
2011). Finalmente, es importante resaltar el uso de técnicas moleculares para la identificacion
de los microorganismos aislados desde CCM, usando por ejemplo metodologias de biologia

molecular, como la secuenciacion del 16S ARNT.
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1.3.2 Identificacién molecular de microorganismos

Histdricamente, la identificacion y clasificacion de los microorganismos se baso en sus
caracteristicas fenotipicas. Con el descubrimiento del ADN, se comenzaron a usar técnicas
moleculares para la clasificacion de bacterias como la determinacion del porcentaje de guanina
y citosina (%GC), perfilado de plasmidos y la compatibilidad con la transformacién genética.
En la actualidad hay dos aplicaciones moleculares que son ampliamente usadas en la deteccion
e identificacion de bacterias, basadas en la hibridacion y secuenciacion de nucledtidos. Estas
aplicaciones ayudan en el estudio de la variacion genética entre individuos, poblaciones y
especies para explicar patrones y procesos ecoldgico-evolutivos, puesto que los segmentos de
acidos nucleicos, con o sin funcidén conocida, proporcionan informacion sobre la variacion

alélica y permiten distinguir individuos (Barghouthi, 2011).

En el andlisis comparativo de secuencias de procariontes es muy util usar el ARNTr,
especificamente el 16S ARNr, porque son funcionalmente constantes, estan universalmente
distribuidos y su secuencia esta moderadamente conservada, presentando una familia de
multigenes u operones cuya funcion no se modifica con el tiempo y actda como un marcador
eficiente de evolucion, lo cual es til en la deteccion de bacterias. Dado el elevado numero de
diferentes secuencias posibles de moléculas, la similitud de dos secuencias indica alguna
relacién filogenética (Madigan et al., 2009) que proporciona informacion Gtil y rapida sobre su
identificacion y filogenia mediante la comparacion con bases de datos publicas que contienen
un amplio nimero de secuencias bacterianas. La secuencia del gen 16S ARNr se compone de
aproximadamente 1500 pares de bases (pb), que a su vez se dividen en zonas variables y zonas
conservadas. El tamafio proporciona suficientes polimorfismos interespecificos para diferenciar
y establecer medidas estadisticas validas para el analisis filogenético. Los iniciadores
universales elegidos son complementarios a las zonas conservadas en el inicio del gen, en la
zona de 540 pb, y al final del gen. Las zonas variables, comprendidas entre estas zonas
conservadas, son las regiones utilizadas para realizar una taxonomia comparativa. Gracias a
estas propiedades, el 16S ARNr es el "estandar de oro"” en la identificacion de bacterias
(Fernandez et al., 2010).
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El primer paso para la deteccion e identificacion de bacterias consiste en extraer y
purificar el ADN gendémico (ADNQ) de un cultivo puro. En la actualidad existen kits donde se
obtienen moléculas de ADN integras y con mayor pureza. Una vez obtenido el ADNg se
amplifica la region de interés por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para
esto, se requiere conocer una secuencia de la region del gen deseado, y en la identificacion de
microorganismos, es comun usar iniciadores universales que son secuencias complementarias
del 16S ARNr (Barghouthi, 2011; Alejos-Velazquez et al., 2014). En Tabla 5 se muestran
algunos microrganismos aislados de CCM vy los iniciadores (primers) usados en su
identificacion. En las publicaciones referenciadas se usa principalmente el par de iniciadores 27
Fy 1492 R, los cuales abarcan gran parte del 16S ARNIr, lo que proporciona suficiente poder
discriminatorio al tener una secuencia mayor a 500 bases, y asi, se tiene mayor certeza del

género y especie al que pertenece el microorganismo de interés.

Tabla 5. Iniciadores usados en la identificacién de microorganismos presentes en sistemas
bioelectroquimicos

Iniciador Iniciador Uso
Microorganismo hacia de Referencia
reverso

adelante clonas
Rhodopseudomonas palustris DX-1 27 F 1541 R Si (Xing et al., 2008)
Ochrobactrum anthropi YZ-1 8F 1401 R Si (Zuo et al., 2008)
Lysinibacillus sphaericus VA5 Y1F Y2R No (Nandy et al., 2013)
Citrobacter sp SX-1 27 F 1492 R Si (Xu et al., 2011)
Aeromonas hydrophila 27 F 1492 R Si (Pham et al., 2003)
Lysinibacillus sphaericus D-8 27 F 1492 R Si (He et al., 2014)
Comamonas denitrificans 968 F 1401 R Si (Xing et al., 2010)
Citrobacter freundi 27 F 1492 R No (Huang et al., 2015)
Pseudomonas aeruginosa ZH1 Fdl Rpl No (Nor et al., 2015)
Klebsiella sp. 341 F 907 R No (Lee et al., 2016)
Geobacter sulfurreducens 50 F 1492 R No  (Caccavo etal., 1994)
Corynebacterium humireducen 8F 1492 R No (Wuetal., 2011)

El siguiente paso en la identificacion de microrganismos consiste en quitar todos los
residuos del producto de la PCR, en este punto se puede secuenciar, sin embargo, para obtener

mayor calidad y por ende mas confiabilidad de los datos obtenidos se realizan clonas del
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fragmento del gen de interés en vectores; el vector de clonacion usado por excelencia son los
plasmidos. La mayoria de las investigaciones en la identificacion de microorganismos suelen
usar clonas, lo que permite la amplificacion del gen de interés, en grandes cantidades, y asi
obtener una mayor concentracion, haciendo mas facil la deteccién durante el proceso de

secuenciacion (Madigan et al., 2009; Marquez et al., 2014).

Entonces, la secuenciacion se basa en conocer el orden que tienen los nucledtidos, esto
es de gran interés debido a que la diferencia fundamental de los seres vivos se basa en el orden
de las bases nitrogenadas. Asi, la secuenciacion es una herramienta que ha permitido entender
la asociacion de enfermedades con la variabilidad genética, la funcion de genes, el patron de
expresion de genes nuevos, la similitud o variacion genética entre especies diferentes, la
organizacion de la informacion genética y el origen de los genes. Cuando se inicio a utilizar
como herramienta a la secuenciacion se trataba de un proceso muy costoso y complicado, pero
en el afio 1977 surgi6 la secuenciacion Sanger como una técnica que revoluciono a la biologia
molecular. Desde entonces, este método se utiliza ampliamente en muchas lineas de
investigacion, surgiendo la necesidad de crear bases de datos para resguardar la informacién y
hacerla accesible. La base de datos mas comdn y mas usada es el Gen Bank a través del National
Center for Biotechnology Information (NCBI) (Marquez et al., 2014).

El ultimo paso para la identificacién de microorganismos consiste en el analisis de datos,
mediante la comparacion y alineamiento de la secuencia en las bases de datos disponibles. Se
puede llevar a cabo mediante programas de computo que usan distintos algoritmos de busqueda,
siendo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) el mas usado por conjuntar diferentes
bases de datos ubicadas en internet; la Figura 6 muestra un diagrama de flujo de los pasos
utilizados para el proceso de secuenciacion. El alineamiento proporciona el porcentaje de
similitud y de cobertura que, para la identificacién de cultivos puros de bacterias, suele ser
considerado con una similitud superior al 98% para asignar a la misma especie; los que tienen
una similitud entre 98% y 95% se asignan al mismo género, y los que tienen una similitud del
80% son normalmente asignados al mismo phylum (Zhi et al., 2014). Las secuencias que tienen
similitudes bajas (menores a 95%) es probable que se deba a la falta de disponibilidad de la
secuencia de alineacién o debido a la deteccién de una nueva especie, este potencial para

descubrir nuevas especies debe descartarse como un error experimental con otros métodos, por
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ejemplo, pruebas clésicas (medios de cultivo y bioquimicas) y por secuenciacion de genes
especificos de la especie o incluso, del genoma completo. La secuencia obtenida (ADNr o
genoma completo) debe depositarse entonces en una de las bases de datos de nucleétidos
(Barghouthi, 2011; Méarquez et al., 2014).

Amplificacion de

Extraccion y
purificacion de [ la zona de
ADN interés.

Purificacion del

producto de PCR

Secuenciacion

Clonacion de los del ADN de ed Analisis de datos

producto de PCR . )
interés

Figura 6. Diagrama de flujo para la identificacion molecular de microorganismos.

Cuando se comparan dos secuencias es posible obtener la relacion de parentesco, pero
si se considera la informacion de mas de dos secuencias, sera posible conocer si determinada
caracteristica de un organismo es producto de la seleccion natural o de otros procesos evolutivos,
lo cual permite analizar la historia de evolucion o desarrollo de cualquier grupo, especie o raza
de organismo, este tipo de estudio recibe el nombre de filogenia (Martinez Castilla, 2007).

La reconstruccion filogenética se ha convertido en un componente indispensable de los
estudios basados en el método comparativo. Unas de las técnicas béasicas en la comparacion de
secuencias son los arboles filogenéticos, que proporcionan la diferencia entre los genomas de
especies vivas acumuladas a lo largo de mas de 3 mil millones de afios, con base en la
reconstruccion de la evolucion de los genomas a partir de la comparacion detallada de los
genomas contemporaneos. Un arbol consiste en nodos conectados por ramas (también llamadas
bordes o aristas) donde los nodos terminales (también llamados otus que son unidades
taxondmicas operativas, hojas o taxa terminales) representan secuencias u organismos de los
gue tienen datos. Los nodos internos representan a los ancestros hipotéticos y el ancestro de
todas las secuencias comprendidas en el arbol es la raiz del arbol (Martinez Castilla, 2007).
Existen diferentes tipos de modelos para los andlisis filogenéticos, las estrategias de seleccién

de modelos se basan en encontrar el nivel de complejidad apropiado con base en los datos. El
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modelo mas utilizado es el de Neighbor Joining, pues es un método comparativamente rapido y
descubre la filogenia correcta si las secuencias analizadas cumplen con el supuesto de

homogeneidad de tasas de divergencia (Martinez Castilla, 2007).

Asi, en el entendimiento de los procesos bioelectroquimicos, el uso de herramientas de
identificacion y caracterizacion genética puede aportar informacion valiosa para avanzar en el
conocimiento de la participacion de los microorganismos, que junto a las técnicas
electroanaliticas permitan dilucidar los fendmenos desarrollados en las celdas de combustible
microbianas como es la generacién de corriente eléctrica, los procesos de transferencia de

electrones, el efecto de la biopelicula en la conductividad, etc.
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2 Justificacion

La generacion de energia usando CCM es afectada por varios factores, siendo uno de los
mas cruciales los tipos de microorganismos que conforman el microbioma establecido en el
bioanodo de la celda. En la actualidad, esta es un area de conocimiento que puede ser
ampliamente explorada, ya que el aislamiento e identificacion de los integrantes del microbioma
de un sistema bioelectroquimico puede proporcionar informacion acerca de los
microorganismos directamente involucrados en la generacién de energia eléctrica si se trata de
una celda de combustible microbiana. Al mismo tiempo, podria permitir avanzar en el analisis
de los posibles mecanismos de transferencia de electrones donde participen los
microorganismos aislados, ya que la mayoria de las investigaciones se centran con especies de

los géneros Geobacter y Shewanella.

La justificacion de este trabajo se basa en considerar que el aislamiento e identificacion
de los microorganismos presentes en el anodo de una celda de combustible microbiana permitira
obtener microorganismos involucrados en la generacion de energia eléctrica y mediante su

analisis se podra avanzar en la explicacion de los fendmenos bioelectroquimicos asociados.
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3 Hipotesis

El aislamiento e identificacion de los microorganismos presentes en el microbioma de una celda
de combustible microbiana permitird caracterizar aquellos con capacidad de reduccion de Fe

(1) y explicar su participacion en la produccion de densidad de corriente.
4 Objetivo General

Caracterizar los microorganismos presentes en el microbioma de celdas de combustible
microbianas que estén involucrados en la generacién de densidad de corriente, especificamente

aquellos con capacidad de reduccion de Fe (I11).
4.1 Obijetivos especificos

1) Obtener biopeliculas formadas sobre electrodos (anodos) en dos disefios diferentes de
celdas combustible microbianas.

2) Aislar microorganismos de biopeliculas formadas en celdas de combustible microbianas
mediante técnicas microbioldgicas.

3) Identificar los microorganismos aislados de biopeliculas desarrolladas en celdas de
combustible microbianas, mediante técnicas de biologia molecular como PCR, clonacion, y
secuenciacion.

4) Identificar los microorganismos con capacidad de degradacién de Fe (1), de aquellos
aislados previamente.

5) Caracterizar los microorganismos seleccionados con mejor capacidad de reduccién de

Fe (111) mediante técnicas electroquimicas.
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5 Metodologia

5.1 Obtencion de biopeliculas

Para esta tarea experimental se instalaron cinco celdas de combustible microbianas, tres
unidades tuvieron una configuracion de celdas de una camara y las restantes una configuracion
de dos camaras. En estos sistemas se usaron como anodo piezas de fieltro de carbono con una
dimension de 2 cm x 2 cm. Como céatodo se usaron diferentes materiales dependiendo de la
celda; en las celdas de una cdmara se uso alambre de acero inoxidable, mientras que en las celdas
de dos camaras se uso fieltro de carbono. Para cerrar el circuito se uso una resistencia externa
de 1 kQ conectada mediante caimanes. En la Figura 7 se muestran las unidades de CCM

utilizadas.

Resistencia (@)
externa (1 kQ)
Anodo Catodo
o =i (b)
Resistencia
externa (1 kQ)
Céamara
Camara catodica
anddica

Figura 7. Configuracion de las celdas de combustible microbianas utilizadas en el experimento. Las flechas
indican las diferentes partes de las celdas: (a) Celda sin division; (b) Celda con division.

Como sustrato se utilizaron dos tipos diferentes de inoculos. El primero fue agua residual
tomada de la parte de lodos activados presentes en la planta tratadora de CIDETEQ. A las
muestras tomadas se les adiciond acetato de sodio hasta una concentracion de 20 mM; se uso
este indculo por los antecedentes de otros grupos de trabajo que obtienen biopeliculas capaces
de producir electricidad (Gonzalez-Nava, 2016). El segundo sustrato fue lixiviado de composta,

obtenido a partir de humus de lombriz. La preparacién de este lixiviado se llevé a cabo
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mezclando dos partes de volumen de humus en tres partes de una solucién de KCI (50 mM) y
acetato de sodio (20 mM), la mezcla se mantuvo en agitacion moderada (300 rpm) por 24 h, se
centrifugd a 1000 rpm para recuperar el sobrenadante referido como lixiviados de composta
(Cercado-Quezada et al., 2010).

Los volumenes de trabajo en cada una de las configuraciones de celdas usadas fueron de
80 ml para las CCM de una camara, mientras que, en las CCM de dos camaras, se agregaron 40
ml de in6culo a la camara anddica y 30 ml de una solucion de KCI (50 mM) a la camara catodica.
En esta ultima configuracion de celda, las camaras fueron separadas mediante una membrana
de intercambio iénico Ultrex CMI-7000, la cual se dejo sumergida por 24 h en una solucién de
KCI (50 mM) (Rosales-Sierra et al., 2017). En la Tabla 6 se muestran las caracteristicas de las

CCM instaladas y el codigo asignado.

Tabla 6. Caracteristicas de la configuracion de las CCM instaladas.

Celda Numero de cAmaras In6culo Tiempo de funcionamiento
R1 1 Agua residual 20 dias
R2 2 Agua residual 20 dias
R3 1 Agua residual 10 dias
L1 2 Lixiviados de composta 20 dias
L2 1 Lixiviados de composta 10 dias

Las celdas se mantuvieron a una temperatura constante de 35°C y agitacion orbital de
300 rpm. Durante el tiempo de operacion, se realizaron lecturas del voltaje de cada celda con un
multimetro de alta impedancia y mediante la ley de Ohm (Corriente=Voltaje/Resistencia) se
calcularon las corrientes generadas. Después de observarse la formacion de biopelicula y una

respuesta eléctrica, se optd por desmontar las celdas.
5.2 Aislamiento de microorganismos provenientes de las CCM

Para el aislamiento de los microorganismos se tomaron los anodos de las CCM y se
sumergieron en un buffer de fosfatos (0.5 M), en condiciones estériles. Mediante un agitador
tipo vortex, se agitaron para crear una suspension celular, de la que se tomé 1 ml para inocular
tres diferentes medios de cultivo: caldo nutritivo (N), Luria Bertani (LB) y un medio sintético
enriquecido con Fe (I11) (E). La composicion del medio LB fue: 5.0 g/l de cloruro de sodio, 5

o/l de extracto de levadura, 10 g/l peptona de caseina. La composicion del medio sintético fue:
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6.57 g/l de citrato férrico amoniacal, 2.5 g/l de acetato de sodio, 0.5 g/l de extracto de levadura,
0.15 g/l de cloruro de potasio (Xu et al., 2011).

Los caldos inoculados se incubaron a 35°C, durante 24 horas. Posteriormente, se tomé
1 ml y se realizaron diluciones seriadas hasta una dilucién 1 x 10”7, usando un buffer de fosfatos
0.5 M. De la altima dilucion y de cada uno de los caldos inoculados, se tom6 1 ml para inocular
medios sélidos (N, LB y E). Estos medios solidos se dejaron incubar a 35°C durante 24 h.
Posteriormente, se tomaron colonias aisladas que presentaran caracteristicas diferentes y se les
asigno un cadigo. Se propagaron las cepas por estriado simple y estriado por agotamiento hasta
obtener colonias iguales en tamafo, color y aspecto. La Figura 8 muestra un esquema general

de la metodologia para obtener los aislados.

Una vez obtenidos cultivos axenicos, se les realiz6 tincion gram y la descripcion
morfologica de cada colonia que habian sido previamente sembradas en caldo N, a 35°C.
Despues de 24 h se tomaron muestras para realizar diluciones seriadas hasta 1 x10”, sembrando
0.1 ml de la ultima dilucion en medios sélidos para tener colonias aisladas. La descripcién

morfoldgica se realiz6 de acuerdo a Ortigoza-Ferado et al. (2008).
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medios de cultivo
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Obtencién de cultivos axenicos por medio de
siembras en estriado por agotamiento

Obtencién de
colonias aisladas

Figura 8. Esquema de la metodologia para el aislamiento de microorganismos desde biopeliculas de anodos de
CCM.

5.3 Identificacion molecular de los microorganismos

Para la identificacion molecular se propagaron las colonias de las bacterias aisladas en
10 ml de medio LB por 24 h y se recuperaron las células por centrifugacién de 2 ml del caldo
fermentado. De la pastilla obtenida después de la centrifugacién se extrajo el ADNg usando el
kit de extraccion ZR Soil microbe DNA Microprep (Catalogo No. D6003, Zymo Research)
siguiendo los pasos indicados por el fabricante. Mediante electroforesis sobre gel de agarosa
0.8% se verifico la integridad del ADNg con 1 pl del eluido. Después de obtener el ADNg, se
amplificod la region del 16S ARNr por medio de PCR usando el par de primers: 27F (5°-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) y 1492R (5’-GGTTACCTTTGTTACG ACTT-3’)
reportados por Xu et al. (2011), y la polimerasa de alta fidelidad Phusion High-Fidelity
(Catdlogo M0530, Thermo Scientific). Las condiciones de las reacciones utilizadas en el
termociclador TECHNE TC-512 fueron las indicadas por el fabricante (Tabla 7).
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Tabla 7. Parametros usados en la PCR con la iolimerasa Phusion Hiih-FideIiti.

Desnaturalizacion inicial = 95°C 2 minutos 1
Desnaturalizacion 95°C 30 segundos 25
Alineacion 55°C 30 segundos 25
Extension 72°C 300 segundos 1

Para verificar la amplificacion del gen de interés se realizé un gel de electroforesis sobre
gel de agarosa 1.6%. El producto obtenido fue purificado con el kit “MinElute PCR purification”
(Catalogo No. 28004, QIAGEN), ligado conforme el kit “CloneJET PCR Cloning” (Catalogo
No. K1232, Thermo Scientific) y clonado usando el kit “Mix & Go” (Catalogo No. T3001,

ZymoResearch) en células de Escherichia coli, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las colonias obtenidas de la transformacion se recuperaron individualmente y
propagaron en agar LB con ampicilina 100 pg/ml a 37 °C. Posterior a 24 horas de crecimiento,
se tomaron 5 clonas aleatorias, se inocularon a 37°C en caldo LB con ampicilina 100 pg/ml y
en agitacion a 180 rpm. Después de 24 horas de crecimiento se les extrajo el plasmido mediante
la metodologia de lisis alcalina con SDS (Green et al., 2012). Se realiz6 PCR al plasmido,
usando los primers pJET1.2 F (5’- CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC- 3’) y pJET1.2 R
(5’- AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG- 3), propios del vector de clonacién y la GoTag®
Green Master mix (Promega) para observar que contuvieran clonada la secuencia esperada
(1500 pb). Las reacciones se llevaron a cabo de acuerdo con las condiciones recomendadas por
el fabricante (Tabla 8).

Tabla 8. Parametros usados en la PCR con GoTai® Green Master mix.

Desnaturalizacion inicial 94°C 2 minutos 1
Desnaturalizacion 94°C 30 segundos 35
Alineacion 60°C 30 segundos 35
Extension 72°C 120 segundos 1

Mediante electroforesis en gel de agarosa 1.6%, se comprobo la presencia del inserto en
las clonas. Las clonas que contenian el inserto de interés se incubaron a 37°C en caldo LB con

ampicilina 100 pg/ml y agitacion de 180 rpm, posterior a 24 horas de crecimiento se extrajo y
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purifico el plasmido con el kit “QIA prep spin” (Catalogo No. 27104, QIAGEN). A los
productos obtenidos se les midio la relacion de absorbancia 260/280 y 260/230 usando un
equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific®). Con estos datos se conoce la pureza del DNA y
su concentracion. Para la secuenciacion, se enviaron los productos al Laboratorio Nacional de
Gendmica para la Biodiversidad (LANGEBIO), usando los primers pJET1.2 F (5’-
CGACTCACTATAGGGAGAGCGG C- 3%) y pJET1.2 R (5°-
AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG- 3).

Los electroferogramas obtenidos fueron visualizados mediante el programa Unipro U-
gene, escogiendo las secuencias con picos definidos y que no estuvieran encimados; para las
secuencias en sentido reverso se obtuvo el complementario y se busco el consenso con la
secuencia forward. Obtenida la secuencia completa se realiz6 un analisis BLAST en la pagina:

https://blast.ncbi.nim.nih.qgov/Blast.cqi. Con los datos obtenidos mediante este analisis fue

posible obtener similitud y cobertura de la secuencia de las muestras analizadas con las

secuencias depositadas en la base de datos del National Center for Biotechnology Information.

Para un analisis completo de los datos se realiz6 un analisis filogenético de las secuencias
creando arboles filogenéticos mediante el método Neighbor-Joining, usando el programa
MEGA 7.0 (Tamura et al., 2007), basado en un analisis con 1000 de bootstrap. La Figura 9

muestra un esquema de los pasos usados en la metodologia.
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Figura 9. Esquema de la metodologia usada en la identificacion molecular de los microorganismos.

5.4 Identificacion de los microorganismos reductores de Fe (111).

Para identificar los microorganismos capaces de reducir Fe (lIl) se estandarizdé una
prueba de reduccion de hierro segun lo descrito por Széllési et al. (2015). Esté técnica utiliza un
medio enriquecido con Fe (111). La composicion del medio usado fue: 6.57 g/l de citrato férrico
amoniacal (aceptor de electrones), 2.5 g/l de acetato de sodio (donador de electrones), 0.15 g/l
de cloruro de potasio y extracto de levadura; el medio fue preparado segun lo reportado por Xu
etal. (2011). Se plante6 un disefio experimental factorial de dos factores, el primer factor fueron
los aislados del medio nutritivo con 10 niveles (1 por cada aislado) y el segundo factor fue la
concentracion de extracto de levadura con dos niveles, una concentracion alta correspondiente
con 5 g/l y una baja de 0.5 g/l, debido a que el acetato y el extracto de levadura son potenciales
donadores de electrones para la reduccion de hierro (Lovley et al., 1988). Como variable de

respuesta se considerd el porcentaje del ion férrico degradado.

La cepa a evaluar fue cultivada durante 24 h en medio nutritivo (35°C, 200 rpm). Una

vez obtenido este cultivo, se tomaron 0.1 ml para inocular 10 ml del medio enriquecido con Fe
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(111). El medio inoculado fue incubado por 24 horas a 35°C. Posterior a este tiempo se tomd una
alicuota, la cual se diluyo 1:100 obteniendo una mezcla final de 5 ml, a la que se adiciond una
gota de &cido sulfarico concentrado y 0.1 ml de tiocianato de amonio (50 g/lI) como agente
acomplejante. La mezcla se agito y se midid su absorbancia a 450 nm. Las pruebas se realizaron
por triplicado. La Figura 10 muestra un esquema de la metodologia usada. Con los valores de
absorbancias obtenidas y por medio de una curva de calibracion (Anexo 2) se calculd la
concentracion de Fe (111) final presente en el medio. La eficiencia de degradacion de Fe (111) se

calcul6 mediante la siguiente relacion:

concentraciéon de Fe (II) control — concentraciéon de Fe (III) muestra

— * 100
concentraciéon de Fe (111) control

Eficiencia (%) =

Siembra en medio rico Incubacién por 24 horas
enFe (Ill) a35°

1:100

Adicién de Agente

Medicién en el espectro :
acomplejante

Figura 10. Esquema de la metodologia para determinar reduccién de Fe (I11) en cultivos microbianos.
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5.4.1 Cinética de crecimiento microbiano contra degradacién de Fe (I11)

Una vez obtenida la cepa que present6 el mayor porcentaje de degradacion de Fe (111),
se realiz6 una cinética de crecimiento microbiano para asociar el crecimiento con su capacidad
de degradacion de Fe (111). Para tal efecto, se inici6 con un cultivo en medio nutritivo (200 rpm)
y 24 h de crecimiento. Posterior a este tiempo, se tomaron dos volumenes diferentes de indculo
(2 ml'y 0.1 ml) para inocular 50 ml de medio nutritivo fresco. Este caldo se dejo por 5 dias a
35°C. Cada 24 h se tomd una muestra para medir la concentracion celular y la cantidad de hierro

degradado.
5.5 Caracterizacion de la actividad bioelectroguimica

Para realizar estos experimentos se usaron las cepas con mayor y menor capacidad
demostrada en la prueba descrita en el punto 3.1. Se instalaron celdas de una sola cAmara con
un volumen de 80 ml, como &nodo se uso fieltro de carbono con una dimensién de 2 cm x 2 cm
y como cétodo se usé malla de titanio con una dimension de 2 cm x 2 cm. EI medio utilizado
fue un minimo mineral tamponado con buffer de fosfatos, de acuerdo a la siguiente
composicion: 2.5 g/l de acetato de sodio, 0.5 g/l de extracto de levadura, 0.32 g/l de NH4Cl, 0.15
g/l de KClI, 3.3 g/l de KoHPO4 y 4.2 g/l de KH2POa.

El inéculo usado fue de un crecimiento bacteriano de 24 h (35°C) con agitacién de 200
rpm; del cual se tomaron 30 ml, se centrifugaron a 6000 rpm por 10 min y el paquete celular
obtenido fue resuspendido en 80 ml del medio minimo mineral, previamente descrito. Todo el

material usado fue esterilizado y la celda fue instalada en condiciones estériles.

Para evaluar la generacion de corriente eléctrica se conectd la celda a un potenciostato
(Marca BioLogic, modelo VSP) y se realiz6 una cronoamperometria a un potencial de 0.2 V vs
Ag/AgCI. Después se realizaron voltametrias ciclicas en una ventana de potencial de -0.7 a 0.7
V a 20 mv/s en diferentes etapas del experimento que correspondieran con el medio de cultivo
antes de inocular y después de realizada la cronoamperometria, sobre el medio usado con un
anodo sin crecimiento bacteriano y en un medio limpio (sin inocular) insertando el anodo (con

biopelicula) desarrollado durante la cronoamperometria.
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La determinacién de metabolitos bacterianos, presumiblemente fenazinas, se llevo a
cabo mediante un método espectrofotométrico. La composicion del medio utilizado fue 20 mM
de 6xido férrico, 30 mM de acetato de sodio (donador de electrones), 2 mM de cloruro de
potasio, 6 mM de cloruro de amonio y 0.5 g de extracto de levadura. Este medio se inocul6 con
la cepa que mostré mayor capacidad de degradacion de Fe (111), posterior a 24 h de crecimiento
se tomo una muestra y se hizo un barrido de 350 nm a 800 nm en un espectro UV-VIS Lambda
XLS+.
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6 Resultados y discusion

6.1 Obtencion de biopeliculas

En todas las condiciones de celdas de combustible microbianas evaluadas se observo la
formacion de biopelicula sobre el anodo, pero se obtuvieron diferentes valores de densidad de
corriente para cada condicion (Tabla 9) a lo largo del tiempo de operacion (Figura 11). La celda
identificada como L1 fue la que mostrd6 mayor densidad de corriente, con el valor maximo de
301 mA/m?, mientras que la celda denominada L2 fue la que menor densidad de corriente
presentd con un valor de 2.75 mA/m?. Ambas celdas fueron inoculadas con lixiviados de
composta como indculo, pero con tiempo de operacion y configuracién diferentes. La celda L1
tuvo un disefio de dos cAmaras y un tiempo de operacion de 20 dias, mientras que la celda L2

tuvo un disefio de una camara y un tiempo de operacion de 10 dias.

Tabla 9. Densidades de potencia y densidades de corriente obtenidas en las CCM instaladas.

R1 0.664 40.75 1 Agua residual 20 dias

R2 0.027 8.25 2 Agua residual 20 dias

R3 0.008 4.5 1 Agua residual 10 dias

L1 36.24 301 o Lixiviados de 20 dias
Composta

L2 0.002 2.75 g Lixviadosde 10 dias
Composta
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Figura 11. Valores de densidad de corriente en las diferentes configuraciones de CCM instaladas.

Comparando estas celdas con aquellas que fueron inoculadas con agua residual, se
encuentra que generaron una densidad de corriente menor a la celda L1, aun cuando la celda R2
compartia las mismas caracteristicas. Esto se puede deber a que el indculo de aguas residuales
provenia de lodos activados, los cuales incluyen microorganismos aerobios para la degradacion
de compuestos organicos, mientras que la respiracion que se lleva a cabo en las CCM es
anaerobia (Kracke, et al., 2015). Considerando esto, posiblemente se necesita mayor tiempo de
adaptacion de los microorganismos. Asi, la celda R1 mostrd una generacién de densidad de
corriente de 40.75 mA/m?, en comparacion con la celda R3 y R2 que mostraron densidades de
corriente menores, las cuales durante todo el tiempo de funcionamiento fueron muy bajas.
Algunos autores acondicionan el inoculo antes de usar en las CCM con medios enriquecidos en
hierro, para que proliferen las bacterias que tengan una respiracion extracelular, ya que el
enriquecimiento previo del medio inhibe metanogénesis y favorece la conversiéon eficiente de la
energia quimica de los compuestos organicos a energia eléctrica (Kim et al., 2005; Pierra et al.,
2015).

Como se menciond anteriormente, otro factor que pudo afectar en la generacion de
densidad de corriente fue el disefio de la celda. En las celdas de dos cdmaras, la mitad del

volumen de la cdmara catodica fue llenado con agua, por lo que estaba aireada. Esto podria estar
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relacionado con la presencia de oxigeno en la cAmara catddica, permitiendo la reduccion hacia
la formacion de agua, bajo la suposicion de que las reacciones que se lleven a cabo en los

electrodos, de acuerdo con Liu et al. (2010), son:
anodo C,H;COOH + 2H,0 — 2C0, + 8H* + 8e~ (EY = —0.279V)
Catodo 20, + 8HY +8e~ - 4H,0 (E% = 0.806V)

Considerando, que el potencial total que se puede producir en cualquier celda de

combustible es el diferencial de los potenciales del anodo y catodo (AEQ = EZ' . — Egi,040),

entonces las anteriores reacciones tienen un diferencial de potencial de 1.085 V. Este calculo
expresado en energia libre de Gibbs (AG® = —n * F « AE?’ ) es de -837.62 KJ, lo que indica
que estas reacciones se pueden llevar en forma espontanea. Asi mismo, son llevadas a cabo de

forma natural sin la aplicacién de una fuente de energia externa (Logan et al., 2006).

6.2 Aislamiento de microorganismos provenientes de CCM

Las técnicas utilizadas en el aislamiento fueron la de diluciones seriadas y estriado en
placa. Aunque no son las Unicas técnicas reportadas, si resultan la més sencillas y como

metodologias estandarizadas para su desarrollo en laboratorio.

Durante el aislamiento de las colonias, algunos de los medios de cultivo que presentaron
crecimiento de microorganismos comenzaron a desarrollar una coloracion verde (24-48 h),
cambiando a diferentes tonalidades de este color durante las siguientes 48 h de incubacién
(Figura 12). La coloracion verde podria estar relacionada con la produccién de compuestos que
tienen la funcion de mediadores redox. Estos metabolitos han sido descritos en bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas, como G. fermentans, S. oneidensis, Pseudoonas aeruginosa y
Lactococcus lactis, y relacionados con los procesos de transferencia de electrones a los
electrodos (Kumar et al., 2015).
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Figura 12. Crecimiento bacteriano en cultivos liquidos inoculados con los diferentes aislados obtenidos. Tiempo
de cultivo: 48 h.

La seleccion de las colonias aisladas se realizo de acuerdo con las caracteristicas
morfol6gicas mostradas, considerando aquellas que presentaron caracteristicas diferentes. Se
obtuvieron 21 aislados de todos los sistemas utilizados. Estas colonias s6lo representan un
pequerfio porcentaje de las bacterias presentes en las celdas, ya que existe un gran porcentaje de

microorganismos no cultivables (Tanaka et al., 2014).

La descripcion morfoldgica de las colonias se realiz6 sobre cultivos axénicos para
comprobar la pureza del aislado y determinar caracteristicas similares entre ellas (Tabla 10).
Los resultados mostraron la obtencién de dos grupos de colonias con caracteristicas similares,
el primer grupo fueron las colonias 9N y 1N, el segundo grupo fueron las colonias 1E, 2E 3E,
4E y 5E, mientras que todas las demés presentaron morfologias diferentes. Después de esta

caracterizacion se aislaron y se determiné la identidad molecular de cada una de ellas.
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CTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAG
GTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGATAGATGATTGGG
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Anexo 2. Curva de calibracién de citrato férrico amoniacal.
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Anexo 3. Disefio de experimentos y analisis de varianza para los valores de porcentaje de
reduccion de Fe (111) de los aislados de interés

Experimento Repeticion 1 Repeticion 2
Cepa Exceso Sin Exceso Sin Exceso Sin
levadura Exceso levadura Exceso levadura Exceso
levadura levadura levadura
IN 48.3% 34.2% 23.1% 14.7% 18.0% 30.6%
2N 30.3% 26.7% 13.8% 10.6% 15.8% 9.1%
3N 34.5% 22.0% 17.8% 20.7% 16.5% 15.8%
4N 35.3% 26.4% 0.7% 10.3% 3.6% 16.7%
5N 40.1% 21.9% 15.3% 12.4% 6.9% 17.0%
6N 35.6% 19.0% 12.7% 7.3% 3.6% 11.6%
/N 12.6% 26.1% 14.0% 1.9% 4.3% 7.3%
8N 7.8% 8.6% 14.3% 0.7% 0.0% 5.3%
9N 34.5% 19.1% 7.3% 7.1% 12.2% 0.0%
10N 27.0% 41.0% 3.9% 2.0% 11.2% 0.0%
Fuente Suma de Grados Cuadrado Raz6n-F Valor-P
Cuadrados de Medio
libertad
A: microorganismo 0.179157 1 0.179157 45.26 0
B: extracto de levadura  0.00111005 1 0.00111005 0.28 0.598
bloques 0.0138177 3 0.0046059 1.16 0.3295
Error total 0.292937 74 0.00395861
Total (corr.) 0.487022 79

R-cuadrada = 39.8514 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.1.) = 35.7873 porciento
Error estandar del est. = 0.0629175

Error absoluto medio = 0.0467514

Estadistico Durbin-Watson = 1.91182 (P=0.1811)
Autocorrelacion residual de Lag 1 =0.0126993

La Tabla ANOVA particiona la variabilidad de eficiencia en piezas separadas para cada
uno de los efectos. Entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto comparando su
cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En este caso, un efecto tiene un

valor-P menor que 0.05, indicando que son significativamente diferentes de cero con un nivel

de confianza del 95.0%.
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