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RESUMEN 

Una de las aplicaciones de las CCM es la generación de energía eléctrica a partir de 

sustratos orgánicos, empleando microorganismos como biocatalizadores, además permiten 

el tratamiento de aguas residuales de altas o bajas cargas orgánicas, dado a eficiencias de 

hasta un 99% en remoción. El presente estudio evalúa el desempeño de una CCM tipo PEM 

y la evolución de la composición de la biopelícula establecida en el ánodo. Se elaboraron 

nueve celdas: cuatro para análisis electroquímicos, cuatro para análisis de microscopía 

electrónica de barrido y una blanco (sin inóculo). Se implementó el mismo inóculo mixto y 

modo de operación (Semi batch, alimentación cada 24 hrs con acetato y agua residual 

sintética). La evaluación del desempeño se determinó mediante densidades de corriente y 

potencia, y pruebas electroquímicas (voltametria cíclica e impedancia), empleando un 

potenciostato BioLogic, modelo VSP (Science Instruments) y software EC-Lab® (Versión 

10.18). La demanda química de oxigeno se determinó de acuerdo a la APHA. Se tomaron 

fotomicrografías de microscopía, mediante un microscopio electrónico de barrido de 

presión variable marca Jeol, modelo JSM-6360 LV; empleando la técnica según Bretschger 

(2008). Los resultados obtenidos demuestran una tendencia del sistema hacia el incremento 

en la densidad de potencia (15.32-68.28 W/m
2
) y la densidad de corriente (210.88-347 

mA/m
2
). Se observa estabilidad en el potencial a circuito abierto (520-704 mV). La 

tendencia en la disminución de la resistencia interna del sistema en media celda de la fase II 

a la fase IV (10.4-4.5 Ω ∙ cm
2
), comprueba teorías previas que atribuyen dicho patrón al 

establecimiento de biopelículas bioelectroquímicamente activas, permitiendo una mejor 

transferencia de electrones en el sistema. Los estudios de voltametria cíclica (VC) 

comprueban la actividad electroquímica de la cámara anódica, la biopelícula y el anolito. 

Se atribuye la transferencia de electrones de manera indirecta por presencia de mediadores 

redox exógenos en el anolito y directa por la actividad electroquímica reportada en el caso 

de la biopelícula en la última fase de análisis (fase IV). Las fotomicrografías mostraron un 

incremento en la diversidad morfológica de los microorganismos, conforme aumenta el 

tiempo de exposición de la película. En la Fase I (70 días) se observa una dominancia de 

bacilos, mientras que en la Fase II (84 días) se observa la presencia otras formas 
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microbianas tales como diplobacilos, cocos, estreptococos y estafilococos; además de 

apéndices bacterianos (posiblemente nanocables) interconectando células entre sí, y 

promoviendo la adherencia de las mismas al electrodo. En las fases III y IV se observa un 

incremento considerable en cuanto a la cantidad de microorganismos y su colonización 

entre las fibras de electrodo de la cámara anódica. Con base a los resultados previos se 

concluye que el diseño de CCM planteado es funcional y competitivo en cuanto a las 

densidades de potencia obtenidas, considerando la ausencia de catalizador en el cátodo, y 

por la presencia de microorganismos electroquímicamente activos tanto en la biopelícula 

como en el anolito (como se demuestra en los estudios de VC). La mayoría de las pérdidas 

energéticas se encontraron relacionadas con las resistencias generadas por los procesos de 

transferencia de carga, por lo cual se propone la implementación de estrategias para la 

disminución de la misma, esperando promover un sistema bioelectroquímico más eficiente 

en cuanto a las densidades de corriente generadas. 

 

 

 

 

 



Estudio del desempeño electroquímico y microbiológico…                                    Diana E. Sánchez-Herrera 

xiii 

 

ABSTRACT  

 One of the applications of the MFC is the energy generation through catalytic 

reactions of microorganisms using organic substrates; moreover it allows the wastewater 

treatment with high and low organic loads, with a removal up to 99%. The present research 

evaluates the performance on a PEM MFC, and the evolution of the composition of the 

biofilm established on the anode. Nine cells were constructed: four for the electrochemical 

analysis, four for the scanning electron microscopy (SEM) analysis, and one as a control 

(without inoculum). The same mixed inoculum and operation mode were use in each cell 

(semi-batch, 24 h alimentation with acetate and synthetic wastewater). The MFC 

performance were determinate by the calculation of the power and current density, and 

electrochemical analysis (cyclic voltammetry and impedance), using a BioLogic 

potentiostat, VSP model (Science Instruments) and the software EC-Lab® (Version 10.18). 

The oxygen chemical demand was determinate as described by APHA. The 

photomicrographs were taken with a SEM Jeol model JSM-6360 LV, using the technique 

of Bretschger (2008). The results present a system tendency to increment the power density 

(15.32-68.28 W/m
2
) and current density (210.88-347 mA/m

2
). It was show a relative stable 

open circuit voltage (520-705 mV). The tendency on the diminishment of the internal 

resistance from the phase II to the phase IV (10.4-4.5 Ω ∙ cm
2
), may be proof of previous 

theories that attribute this tendency to the establishment of an electrochemical active 

biofilm, allowing an improvement in the electron transfer at the system. The studies of 

cyclic voltammetry (CV) prove an electrochemical activity at the anode chamber, biofilm 

and anolyte; therefore is possible that the electron transfer take place indirectly by the 

presence of natural exogenous redox mediators at the anolyte, and also directly by the 

electrochemical reactions reported in the biofilm analysed at the last phase of analysis 

(phase IV). The photomicrographs show an increment on the morphological diversity of the 

microorganisms, as the time of the biofilm exposition was prolonged. A predominance of 

bacillus at the phase I (70 days) were shown, while in the phase II (84 days) other microbial 

morphologies appear, like: diplobacillus, coccus, streptococcus and staphylococcus, also 

there were show bacterial appendix (possibly nanowires) between cells, providing a way to 
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colonize the electrode. In the phases III and IV a considerable increment of the amount of 

microorganism were show, also this increment were show by the colonization in between 

the fibres. Based on the previous statements, it can be conclude that the MFC design 

appears to be functional and competitive in terms of power density (considering no 

artificial catalyst were used at the cathode) and the presence of electrochemical active 

microorganisms at the biofilm and the anolyte as well (as show by the VC analysis). Most 

of the energetic loses were related to the resistances generated by the charge transfer 

process, therefore the implementation of strategies for the diminishment of this type of 

losses is proposed in the behalf of the improvement of the bioelectrochemical system, in 

terms of generated current density. 
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INTRODUCCIÓN 

De manera general, una celda de combustible microbiana (CCM) puede definirse 

como un dispositivo bioelectroquímico que emplea microorganismos para la oxidación de 

sustratos (biodegradables), mediante una actividad catalítica autótrofa u heterótrofa, capaz 

de lograr la conversión de la energía química contenida en los mismos, a energía eléctrica.
1-

3 
Las principales ventajas de este tipo de sistema bioelectroquímico, son su capacidad de 

operación en condiciones mesofílicas y una gama ilimitada de sustratos potenciales para su 

utilización.
3
 

Se ha encontrado, por medio de técnicas electroquímicas y de microscopía, que los 

microorganismos contribuyentes a la producción de energía son aquellos que colonizan de 

manera selectiva la superficie del electrodo.
4,5

 Algunos de los factores determinantes de 

dicho proceso son la estructura y tipo de material del electrodo, composición y condiciones 

del medio
4, 6

 así como  el origen del inóculo bacteriano.
7,8

 

 Se han llevado a cabo varios estudios enfocados al análisis de las comunidades 

bacterianas empleando técnicas de filogenética molecular (ej., análisis de secuencia de 

genes 16S rRNA) 
9-17

. Sin embargo, la presencia de microorganismos no identificables en 

diferentes CCM, dificulta correlacionar la estructura de la comunidad, la actividad 

microbiana y el desempeño de la celda.
9-17

  

 Rabaey et al. (2004) llevaron a cabo un análisis de la comunidad bacteriana (de una 

planta procesadora de papas en Waregem, Bélgica) establecida a través del tiempo en una 

CCM (tipo PEM) alimentada con glucosa (1 g glucosa/L∙día). Empleando la técnica de 

electroforesis en gel con gradiente de desnaturalización (DGGE) y secuenciando las bandas 

dominantes, encontraron gran diversidad genética. Lograron identificar secuencias 

pertenecientes a bacterias de los taxones Firmicutes y β-, γ- y α-Proteobacteria.
10

 Se reportó 

una predominancia de bacterias anaerobias facultativas, tales como Alcaligenes faecalis 

(Gram-negativa) y Enterococcus gallinarum (Gram-positiva), probablemente debido al 
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empleo de un sustrato fermentable (glucosa). Las muestras colectadas y analizadas de este 

reactor generaron electricidad (4.31 W/m
2
) y produjeron importantes concentraciones de 

mediadores de elevada coloración azul, tales como la ficocianina azul generada por 

Pseudomonas aeruginosa. Por consiguiente, se dedujo que la producción de mediadores fue 

la principal razón de la alta potencia eléctrica, en conjunto con la disminución del 

sobrepotencial anódico, considerando como factores limitantes en el desarrollo de la 

comunidad microbiana, el oxigeno y el ferricianuro.
10

 

 La variación en la conformación de las comunidades bacterianas en función del tipo 

de sustrato empleado en CCM tipo PEM, puede ser apreciada en el estudio realizado por 

Phung et al. (2004). Estos autores identificaron las comunidades bacterianas con base en las 

secuencias de fragmentos de los 16S rDNA y por detección de polimorfismos en la longitud 

de los fragmentos de restricción (RFLP por su siglas en inglés). Empleando un inóculo 

proveniente del sedimento de un río; cuando la CCM fue alimentada con agua del río, la 

evolución de la biopelícula predominantemente estuvo conformada por β-Proteobacterias 

(relacionadas con Leptothrix spp), mientras que al alimentar el sistema con una mezcla de 

glucosa-ácido glutámico, predominaron las α-Proteobacterias (principalmente 

Actinobacterias). 

 Analizando la composición bacteriana encontrada, en función con la fuente de 

inóculo, se puede hacer referencia a los trabajos de caracterización de inóculos mixtos 

provenientes de aguas residuales, realizados por Kim et al.  (2004) y Lee et al. (2003), 

quienes encontraron una composición similar de biopelículas en sus sistemas 

experimentales. Kim et al. (2004) hallaron 25% β- y 20% α-Proteobacteria, y 19% de 

grupos Cytophaga, Flexibacter y Bacteroideson, mientras que Lee et al. (2003) 

identificaron un 24% α-, 7% β-, 21% γ- y 21% δ-Proteobacteria. De manera similar en el 

caso de inóculos provenientes de sedimentos marinos, Logan et al. (2005) analizaron la 

composición bacteriana establecida, mediante las secuencias obtenidas de bandas 

identificadas mediante DGGE y una librería de clonas de 16S rDNA; encontrando que la 

comunidad bacteriana mayoritaria pertenecía a gamma-Proteobacterias (97%), de las cuales 
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la mayoría presentaron una gran similitud a Shewanella affinis KMM 3686 (40 % de las 

clonas), siendo Vibrio spp. y Pseudoalteromonas spp. las siguientes en abundancia. 

 A diferencia de las CCM tipo PEM mencionadas anteriormente, en una CCM de 

sedimentos se aprecia una tendencia hacia la dominancia de δ-Proteobacterias. En estos 

sistemas, el ánodo se encuentra inmerso en un sedimento anóxico y condiciones de estricta 

anaerobiosis. En una CCM de sedimento marino, el 71% de las secuencias obtenidas de la 

librería de clonas 16S rDNA, pertenecían a δ-Proteobacterias, y 70% de estas 

correspondieron a la familia Geobacteraceae.
17

 En un sistema similar Tender  et al. (2002) 

reportaron un 76% de δ-Proteobacterias, de las cuales el 59% pertenecían a la familia 

Geobacteraceae, presentando más de 95% de similaridad a Desulfomonas acetoxidans.
 
En 

una comparación de muestras de sedimentos marinos, agua dulce y marismas, llevada a 

cabo en cinco laboratorios y mediante pruebas de campo (en sedimentos de marismas de 

Nueva Jersey y estuarios en Oregón, EU), se observó la predominancia de δ-

Proteobacterias (54-76% de las secuencias de genes fueron obtenidas de muestras tomadas 

del ánodo), seguidas en abundancia por gamma-Proteobacteria (9-10%), Cytophaga y 

Firmicutes (11.6%).
17

 No obstante, las similitudes encontradas en cuanto a las comunidades 

bacterianas identificadas en este tipo de sistemas (por diferentes autores), requiere de 

estudios de mayor análisis que permitan identificar la predominancia de ciertos grupos 

bacterianos y el desempeño de la CCM. 

 Considerando lo anterior, los trabajos realizados dentro de este campo de 

investigación, han planteado estrategias de estudio que implementan un análisis enfocado a 

aspectos microbiológicos o bien a aspectos de diseño y desempeño de la CCM. Es por ello 

que el presente estudio pretende colaborar en el área, aportando conocimiento respecto al 

desempeño electroquímico de la CCM y la sucesión de la biopelícula establecida en el 

ánodo, planteando un enfoque que integre ambos tipos de análisis para un mejor 

entendimiento en cuanto el funcionamiento y la mejora del desempeño en cuanto a las 

CCM tipo PEM.  
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OBJETIVO GENERAL 

Evaluación del desempeño electroquímico y microbiológico en CCM tipo PEM, 

para cuatro fases de estudio. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Diseñar y ensamblar un prototipo de CCM tipo PEM. 

Para cada una de las fases de estudio: 

 Analizar el desempeño de la CCM en función de las densidades de corriente y 

potencia obtenidas, así como de los resultados de las pruebas electroquímicas de 

impedancia y voltametría cíclica. 

 Determinar las concentraciones de ácidos grasos volátiles, y porcentajes de metano 

e hidrógeno. 

 Realizar un análisis sobre la sucesión microbiológica de la biopelícula establecida 

en el ánodo mediante electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE). 

 Identificar la presencia de mecanismos de transferencia de electrones en la CCM, 

mediante las pruebas de voltametría cíclica realizadas en media celda, biopelícula y 

anolito 
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CAPÍTULO 1 

ANTECEDENTES 

El presente capítulo tiene como objetivo, proporcionar información referente al 

marco teórico sobre el presente trabajo de investigación, partiendo desde el funcionamiento 

y definición de una CCM, hasta aspectos tales como: aplicación para la generación de 

energías alternas y tratamiento de aguas residuales, principales retos, inóculos mixtos 

empleados, interacciones de las comunidades bacterianas, influencia del pH, parámetros de 

evaluación del desempeño, mecanismos de transferencia de electrones, técnicas para 

identificación microbiana y la aplicación de microscopía electrónica de barrido en la 

caracterización de la comunidad bacteriana del electrodo. 

1.1 Funcionamiento de una celda de combustible microbiana. 

  De manera general, una celda de combustible microbiana (CCM) puede definirse 

como un dispositivo bioelectroquímico que emplea microorganismos para la oxidación de 

sustratos (biodegradables), mediante una actividad catalítica autótrofa u heterótrofa, capaz 

de lograr la conversión de la energía química contenida en los mismos, a energía eléctrica.
1-

3 
. El principio básico de su funcionamiento, se basa en la extracción de  la energía 

disponible en el sustrato orgánico suministrado al sistema (en el caso de CCM 

heterótrofas), convirtiéndolo de manera directa en electricidad, protones y CO2. Esto se 

logra cuando las bacterias cambian su aceptor final de electrones natural, como oxígeno o 

nitrato, a un aceptor soluble (ánodo) o insoluble (mediador).
18

 Los mecanismos de 

transferencia de electrones al ánodo son discutidos en la sección 1.8 del presente 

documento. 

 Los microorganismos en la cámara anódica oxidan los sustratos, generando 

electrones y protones, entre otros productos. Los electrones son transferidos al ánodo y 

posteriormente pasan al cátodo a través de un circuito eléctrico externo. El flujo de 

electrones se genera debido a la diferencia de potencial entre los electrodos, permitiendo así 

la generación de electricidad. El intercambio iónico dentro de la CCM puede darse a través 

de una membrana de intercambio en el caso de CCM tipo PEM (dichas membranas pueden 

ser: protónicas, aniónicas o bipolares), por separadores porosos tales como membranas de 
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filtración microporosas, de fibra de vidrio o fibras de celulosa, o bien por un puente 

salino;
19

 de igual forma puede no emplearse ninguno de los separadores anteriormente 

mencionados y permitir el paso de los iones de manera directa a la región catódica, donde 

se reducen en presencia de oxígeno (por medio de un catalizador artificial como el platino, 

o bien un biocatalizador como enzimas o bacterias), generando agua.
18

 Dicho proceso se 

puede observar en la figura 1. 

 

Figura 1. Principio de funcionamiento de una CCM. e-: Electrones, C+: Cationes, A: Aniones, O: 

Oxígeno.
3, 18

 

De acuerdo a Du et al. (2007) las reacciones típicas llevadas a cabo en los 

electrodos (usando acetato como sustrato) en condiciones estándar con una concentración 5 

mM, un pH de 7, a una temperatura de 298.15 
°
K y presión de 0.2 bar, son las siguientes: 

Reacción general: 

                          CH3COO¯+ 2 O2  2 CHO3¯+ H
+
    (1) 

Con una generación de potencia teórica máxima de 1.101 V.
21

 

Reacción anódica: 

CH3COO¯ + 4 H2O—microorganismos 2 HCO3 + 9 H
+
 + 8 e

-   
(2) 

Potencial de la reacción de oxidación en condiciones de equilibrio: 0.187 V (NHE).
21

 

Reacción catódica: 
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                 2 O2 + 8 H
+ 

+ 8 e
-
 +  4 H2O   (3) 

Potencial de la reacción de reducción en condiciones de equilibrio: 1.229 V (NHE).
21 

1.2 Celdas de combustible microbianas para generación de energía alternativa y 

tratamiento de aguas residuales.  

 Las energías renovables prometen ser parte de la solución a la crisis energética 

actual, además de ser una alternativa amigable con el ambiente. En este aspecto la 

generación de electricidad a través de este tipo de tecnologías, ha abierto un campo 

favorable en para promover su implementación.
56

 

 Las CCM poseen varias ventajas, tanto operacionales como funcionales, en 

comparación con las actuales tecnologías empleadas para la generación de electricidad a 

partir de residuos orgánicos o aguas residuales.
20,22-23

 Por lo general los compuestos 

fácilmente bio-degradales son carbohidratos sencillos tales como monosacáridos y 

disacáridos, o bien ácidos orgánicos de bajo peso molecular, almidón y aminoácidos.
14, 34, 

57-59
 Muchos de ellos, se emplean como materia prima para la generación de productos 

químicos de alto valor agregado. Desde este punto de vista, las CCM pueden emplear aguas 

residuales, materia orgánica de sedimento marino u otros residuos orgánicos que no 

representan una pérdida potencialmente económica, ya que actualmente no son valorizados 

para la fabricación de productos de interés.
56

 

La generación directa de electricidad en las CCM no requiere de una inversión de 

energía externa para llevar a cabo la conversión de la materia orgánica a energía con una 

eficiencia de hasta el 98%,
24

 a diferencia de los tratamientos basados en procesos 

anaeróbicos que solo recuperan un tercio de la energía empleada durante el proceso de 

combustión térmica del biogás, con una pérdida energética considerable, superior al 60%.
23-

24
 

Durante el tratamiento de aguas residuales en CCM se promueve el crecimiento de 

microorganismos electroquímicamente activos que poseen buena estabilidad operacional. 

En algunos casos se ha reportado una remoción de compuestos orgánicos con más del 95% 

de demanda química de oxígeno (DQO)
62-63

 y eficiencias coulómbicas de hasta 90%.
59

 Hay 
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que destacar que dichos resultados, se han dado en sistemas que emplearon Pt u otros 

catalizadores artificiales tales como ferrocianuro, en el cátodo. 

De manera teórica se ha calculado, que una CCM a gran escala puede llegar a 

generar una densidad de corriente de hasta 1000 A/m
3
, esto es considerando una carga 

orgánica de 7.1 kg/m
3
, lo cual semeja los valores contemplados para sistemas 

convencionales en el tratamiento de aguas residuales, tales como lodos activos con 0.5-2 kg 

DQO/m
3
 (equivalente a 380-960 W/m

3
) y sistemas anaeróbicos con 8-20 kg DQO/m

3
 

(equivalente a 1200-3000 W/m
3
).

65
 No obstante la máxima densidad de corriente reportada 

en la literatura ha sido de 20 A/m
2
.
64

 

1.3 Retos. 

Las densidades de potencia de las CCM empleando agua residual sintética u otros 

compuestos de fácil degradación, disminuyen cuando éstas mismas son alimentadas con 

aguas residuales reales domésticas, agrícolas o de la industria alimenticia; dado que éstas 

poseen una gran diversidad de compuestos complejos la velocidad de reacción por 

oxidación del sustrato, se lleva a cabo de manera más lenta por parte de los 

microorganismos.
25

 Esto puede deberse a que la comunidad microbiana anódica no puede 

degradar compuestos orgánicos complejos con la misma facilidad que los sustratos más 

simples; o bien, debido a otros procesos metabólicos que compiten por la utilización del 

sustrato tales como la metanogénesis. 
26

 Ejemplo de dicha limitación es el experimento 

llevado a cabo por Liu y Logan (2004), quienes empleando una CCM de una cámara 

(fuente de carbono: acetato) lograron generar una densidades de potencia de 494±21 

mW/m
2
 (CCM sin PEM) a 262±10 mW/m

2
 (CCM con PEM), y de 146±8 mW/m

2
 (CCM 

sin PEM) a 28±3 mW/m
2
 (CCM con PEM) cuando emplearon agua residual doméstica 

(ARD) como fuente de alimentación.  

Las CCM se han empleado en la remoción de componentes inhibidores de 

fermentación en efluentes de biorefinerias de compuestos celulósicos (furfural, 5-

hidroximetilfurfural, ácido vanilico, 4-hidroxibesaldehido y 4-hidroxiacetofenona)
28

 en 

búsqueda de un óptimo aprovechamiento de los residuos generados en este tipo de 

procesos. El empleo de agua residual real (ARR) puede llegar a contener ciertas 
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concentraciones de sustancias inhibidoras de procesos biológicos, que  conllevan a una 

disminución en el desempeño de las CCM.
25

 Un ejemplo de ello, es el estudio realizado 

para comprobar la influencia de la concentración de amonio durante la alimentación de una 

CCM, la adaptación de la comunidad microbiana se vio afectada por las altas 

concentraciones de amonio, observando un decaimiento de hasta 1.4 W/m
3 

a una 

concentración de 10 gr/L
29

. Este tipo de pérdidas, por inhibición y presencia de 

componentes complejos en las ARR, se han intentado compensar por medio de 

pretratamiento de las mismas o aclimatación del inóculo mediante la adición gradual del 

ARR. Un ejemplo de ello es el trabajo de Feng et al. (2010), quien emplea una CCM con 

deflectores como separadores y 2 cátodos aireados. Realiza una primera estabilización de la 

CCM aplicado una alimentación con agua residual sintética (ARS) y glucosa (1 gr/L) 

durante 30 días, posteriormente emplea ARR de una procesadora de maíz pretratada con 

steam-explosion (por sus siglas en inglés) adicionando 1 g/L de glucosa, 12.5 mL/L de 

solución de metales traza y 5 mL/L vitaminas. Finalmente, de manera gradual disminuye la 

concentración de glucosa en un 20% cada 2 días, con el propósito de aclimatar el consorcio 

bacteriano al ARR. Con lo anterior la densidad de potencia máxima obtenida fue de 10.7 

W/m
3 

con ARR, lo cual representó casi el 50 % de lo generado con ARS y glucosa (20.8 

W/m
3
).

 

Otro reto importante es el escalamiento para su comercialización, ya que Las CCM 

se encuentran en una fase de desarrollo a nivel experimental y piloto; los reactores de 

mayor capacidad reportados poseen un volumen anódico interno de 0.388 a 15 L.
 31-37

 En 

Yatala, Queensland, Australia existe una planta piloto que opera con 12 CCM tubulares de 

3 m ∙ 0.18 m, y un volumen de 2,500 L. Dicha planta piloto, alimentada por agua residual 

de una cervecería, con una carga orgánica de 0.5 Kg/L y un pH de 4.5, genera una densidad 

de potencia catalítica de 0.5 W/m
2
 y volumétrica de 8.5 W/m

3
, y logra una remoción de ≈ 

0.2 Kg/ m
3 
∙d

-1
.
38 
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1.4 Inóculos microbianos mixtos  

Inicialmente, las bacterias electroquímicamente activas fueron consideradas como 

las reductoras de hierro, entre las que se encuentran Shewanella spp.
66

 y Geobacter spp.
 67

 

sin embrago, análisis posteriores revelaron una diversidad bacteriana mucho mayor.
10-12,14

 

Existen factores que deben tenerse en cuenta en la construcción de una CCM: 

arquitectura, materiales empleados, parámetros fisicoquímicos a medir, donador de 

electrones y tipo de inóculo microbiano. Dichos factores a su vez, también afectan otros 

procesos como son la eficiencia en la transferencia de protones, y desempeño de ánodo en 

las CCM. El tipo y concentración de amortiguadores químicos empleados en una CCM, 

perturban principalmente la eficiencia en la transferencia de protones y por lo tanto afectan 

la comunidad microbiana anódica.
69

 Entre los estudios que han investigado 

sistemáticamente los efectos del inóculo microbiano en el arranque y el desempeño de las 

CCM, se encuentran el trabajo de Kim et al. (2005) y Vázquez-Larios et al. (2011). Kim et 

al. (2005) compararon desempeños de CCM inoculadas con lodo anaeróbico sin 

tratamiento, una comunidad enriquecida con hierro férrico, y un inóculo previamente 

aclimatado en otra CCM. La inoculada con la muestra del consorcio previamente 

aclimatado tuvo un mejor desempeño, mientras que la del inóculo enriquecido con hierro 

férrico presentó un efecto negativo. Así, concluyen que el arranque es más exitoso cuando 

se inocula la CCM con una muestra colectada de otra CCM en funcionamiento. Vázquez-

Larios et al. (2011) evalúan la disminución de la resistencia interna aplicando diferentes 

inóculos y cambiando la configuración de la CCM. Sus resultados corroboran el efecto del 

tipo de inóculo y la arquitectura, concluyendo que la CCM de una sola cámara ensamblada 

con un arreglo en forma de ―sándwich‖ ánodo-PEM-cátodo, en conjunto con los inóculos 

de bacterias sulfato reductoras y aeróbicas, presentan una resistencia menor (1,200 y 100,00 

Ω respectivamente) en comparación con la CCM de una cámara con el arreglo 

convencional de electrodos separados a la PEM, que presento una resistencia de 3,900 Ω 

con el inóculo de bacterias sulfato reductoras, y 130,000 con bacterias aeróbicas. 

Un resumen sobre la variación de géneros microbianos identificados, respecto al 

origen de inóculo, alimentación y arquitectura de la CCM puede verse en la tabla 1. El 
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porcentaje de abundancia de cada uno de los microorganismos identificados en dichos 

sistemas presenta una gran variación,  en el caso de CCM de dos cámaras existe una 

predominancia de β-Proteobacteria en la diversidad filogenética anódica como se puede 

observar en el caso de Kim et al. (2004), Phung et al. (2004) y Kim et al.
 
(2007). Sin 

embargo al cambiar de arquitectura (CCM de sedimentos) y el tipo de inóculo (sedimentos 

marinos), se presenta una dominancia de δ-Proteobacteria como se observa en el caso de 

Holmes et al. (2004), observándose una tendencia hacia la predominancia del mismo grupo 

cuando se emplea un inóculo similar (plancton marino), a pesar de emplear una arquitectura 

diferente (CCM de dos cámaras), en el caso de Reimers  et al. (2007). Referente a inóculos 

anaeróbicos alimentados por glucosa o acetato en CCM de dos cámaras, se observa una 

predominancia del grupo Firmicutes.
7, 71 

Tabla 1. Comunidades bacterianas en diferentes CCM operadas con diferentes inóculos y sustratos. 

Sustrato 

Inóculos
a
 y 

configuración 

de CCM
b
 

Proteobacteria (%) Firmicutes 

(%) 
Ref. 

α- β- γ- δ- 

Glucosa /glutamato 
SR 

DC 
64.4 21.1 3.3 0.0 0.0 11 

Glucosa/glutamato 
LA 

DC 
1.4 6.8 36.5 14.9 27.0 71 

Almidón 
DA 

DC 
27.2 40.9 0.0 0.0 4.5 12 

Agua de río 
SR 

DC 
10.8 46.2 12.9 12.9 0.0 11 

Acetato 
DA 

DC 
0.0 0.0 0.0 0.0 24.1 7 

Sedimento de agua 

dulce 

SAD 

S 
0.0 7.0 9.7 53.5 3.0 17 

Sedimento de agua 

dulce 

SAD 

S 
0.0 7.0 9.7 53.5 3.0 17 

Sedimento de agua 

salina 

SAS 

S 
7.1 0.0 8.75 65.2 3.0 17 

Sedimento marino 
SM 

DC 
7.5 0.0 2.35 70.0 11.6 17 

Etanol 
DA 

DC 
0.0 82.6 0.0 17.4 0.0 5 

Agua marina 
PM 

DC 
0.0 0.0 1.0 25.0 0.0 35 

a
SR: sedimento de río; LA: lodo anaerobio; DA: efluente de digestor anaerobio, SM: 

sedimento marino; SAD: sedimento de agua dulce; SAS: sedimento de agua salina; PM: 

plancton marino. 
b
DC: dos cámaras; S: de sedimentos. 



Estudio del desempeño electroquímico y microbiológico…                                    Diana E. Sánchez-Herrera 

12 

 

 En general las densidades de corriente elevadas en las CCM, se presentan cuando se 

emplean cultivos mixtos (provenientes de sedimentos marinos, aguas residuales y lodos 

activos), en vez de cultivos puros, como se ve en la tabla 2.
72

 

Tabla 2. Desempeño de CCM con inóculos bacterianos puros y mixtos. 

Cultivo 
I 

(mA) 

P 

(mW/m
2
) 

P 

(mW/m
3
) 

Ref. 

Cultivos puros 

Proteus vulgaris 0.8 4.5 18 73 

Erwinia dissolvens 0.7 0.3 n.r. 74 

Proteus vulgaris 0.7 85 9 75 

Shewanella putrefaciens 0.1 0.00 0.1 1 

Pseudomonas aeruginosa 0.10 88 8.8 76 

Geobacter sulfurreducens 0.4 13 0.4 77 

Rhodoferax ferrireducens 

0.2 8 0.3 78ª 

0.6 17 1.7 78
b
 

0.5 33 0.9 78
c
 

Escherichia coli 
3.3 1.2 7.6 79

b
 

2.6 91 3.6 79
a
 

Cultivos Mixtos 

De agua salada (sedimentos marinos) 
0.2 10 n.r. 15 

60 32 n.r. 16 

De lodos activos 

30 3600 216 59 

0.2 8 1.6 12 

11 5.3 34 79
b 

2.6 788 32 79
a 

Aguas residuales 

4.9 26 1.6 27 

6.2 23 47 34
d 

5.0 18 37 34
e 

1.3 506 13 57
f 

0.5 305 7.6 57
g 

a
Electrodo de grafito sólido, 

b
Electrodo de fibras de grafito, 

c
Electrodo poroso de grafito, 

d
Alimentado con sacarosa, 

e
Alimentado con glucosa, 

f
Alimentado con acetato, 

g
Alimentado con 

butirato. n.r. No reportado. 

1.5. Interacciones en comunidades bacterianas. 

 Los consorcios y mecanismos cooperativos son necesarios, para la conversión 

efectiva de la materia orgánica a electricidad, desde este punto de vista los cultivos mixtos 

son más favorables en comparación con los puros, ya que poseen una especificidad y 
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generación de potencia más alta al poder oxidar sustratos más complejos, por medio de 

interacciones sinérgicas y diferentes tipos mecanismos de transferencia de electrones.
49

 Se 

han encontrado pruebas de la relación entre células bacterianas mediante nanocables 

electroquímicamente activos, ejemplo de ello son las simbiosis entre bacterias 

fermentativas y metanogénicas. Es ampliamente conocido que la cercana proximidad física 

es ventajosa para ambos microorganismos, ya que les facilita el intercambio de hidrógeno y 

permite la transferencia de electrones entre las especies y el electrodo.
80

 Un análisis 

morfológico más detallado del filamento generado por  P.  thermopropionicum, muestra 

una alta semejanza con el nanocable generado por S. oneidensis MR-1.
80

 Las mediciones de 

microscopía de escaneo por tunelamiento, comprobaron que los filamentos de la cepa MR-

1 son conductivos y pueden ser considerados como nanocables
83 

(figura 2 a) al igual que los 

finos filamentos producidos por Geobacter sulfurreducens.
84

 Análisis sobre micrografías de 

biopelículas formadas en electrodos, por Shewanella, muestran que algunos de estos 

nanocables no sólo se encuentran enlazando a la célula con el electrodo, sino que también 

interconectan a células entre sí (figura 2 b). Estas observaciones, plantean la posibilidad de 

que los nanocables, jueguen un papel importante dentro de la transferencia de electrones 

entre las células, y el desarrollo de la comunidad bacteriana.
80

 Co-cultivos estudiados por 

Ishii et al. (2008) muestran la presencia de flagelos filamentosos entre Pelotomaculum  

thermopropionicum (fermentadora de propionato) y Methanothermobacter 

thermautotrophicus (metanogénica, figura 2 c). 

 

Figura 2. (a) Microscopia electrónica de barrido (MEB) de la cepa Shewanella oneidensis MR-1, se 

muestra la presencia de nanocables que la interconectan con otras cepas bacterianas (b) Ánodo de 

una CCM colonizada por S. oneidensis MR-1. (c) Imagen de una SEM de Pelotomaculum 

thermopropionicum y Methanothermobacter thermautotrophicus (señalada con una flecha) en co-

cultivos metanogénicos, interconectadas por nanocables.
80 
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Existen otro tipo de interacciones mediante metabolitos secundarios, Pham et al. (2008) 

lograron observarla entre Pseudomonas spp. y bacterias Gram-positivas (Brevibacilli sp.) 

en una CCM tipo PEM alimentada por acetato. Las Gram-positivas emplearon los 

metabolitos secundarios generados por Pseudomonas spp. (fenazina-1-carboxamida), 

notándose un incremento en la densidad de potencia de la CCM. Sin embargo Pham et al. 

(2008), remarcan la importancia de realizar diferentes estudios que analicen otro tipo de 

interacciones en las comunidades bacterianas establecidas en las CCM, tales como la 

percepción de quórum (quórum–sensing por sus siglas en inglés) u otros tipos de 

mediadores. 

 Se han llevado a cabo estudios, que permiten una mejor comprensión sobre las 

interacciones generadas entre microorganismos exoelectrógenos y fermentadores.
6,86

 Estas 

se generan, debido a la competencia entre microorganismos por la disponibilidad del 

sustrato. Así en el caso de sustratos como la glucosa, se ha observado que los 

microorganismos fermentadores son quienes ganan dicha competencia, consumiendo entre 

el 60 y 90% de los carbohidratos.
86 

La alta competitividad de los microorganismos 

fermentadores por el aprovechamiento del sustrato, no implica una disminución en cuanto 

al desempeño de la CCM, si se considera que las interacciones entre estos y los 

exoelectrógenos, permite el aprovechamiento de los productos fermentativos (ej. 

propionato, butirato, lactato, etanol y formato) que son fácilmente oxidados por parte de 

exoelectrógenos.
5,57,79,87-88

  

1.6 Influencia del pH  

 Las aguas residuales domésticas por lo general poseen una alcalinidad de 50 a 

200 mg/l (CaCO3), lo cual equivale a un amortiguador de fosfato de 1 - 4 mM.
26

 Dicha 

alcalinidad puede limitar el desempeño del bioánodo y, en consecuencia, de la CCM.
26

 Una 

solución a esta limitante es la elaboración de un diseño de CCM que permita la 

recirculación del efluente del ánodo al cátodo, así los protones acumulados en el electrolito 

del ánodo (por la baja transferencia de los mismos a través de la membrana, en el caso de 

las PEM), pueden ser aprovechados directamente en el cátodo, al mismo tiempo que 

aumenta la generación de densidad de potencia de 811 a 1540 mW/m
2
.
41

 Otra alternativa 
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para la disminución de la alcalinidad, es la adición de amortiguadores sintéticos a la CCM, 

como lo plantea Torres et al. (2008) quienes analizan la densidad de corrientes generada en 

función del cambio en la concentración de los mismos. Cuando incrementaron la 

concentración del amortiguador fosfatos de 12.5 a 100 mM, la densidad de corriente 

aumentó más de cuatro veces, llegando a generar hasta 10 A/m
2
. No atribuyeron dicho 

efecto al incremento de la conductividad por la adición del amortiguador, ya que al 

adicionar cantidades similares de cloruro de sodio, la densidad de corriente solo aumentó en 

un 15%. Sin embargo, lo atribuyen al incremento del transporte de los cationes a través de 

la PEM por el aumento de la concentración del buffer, puesto que se requiere de mayor 

flujo de cationes para mantener tanto la densidad de corriente como el balance del pH. Fan 

et al. (2007) evaluaron el uso de bicarbonato (0.2 M) a diferentes pHs, para mejorar la 

generación de potencia, siendo mejor en el ánodo el pH de 9, ya que disminuyó la 

resistencia interna de 4 a 3.8 Ω,  generando un densidad de potencia de 1550 W/m
3 

(2770 

W/m
2
). Borole et al. (2009) mejoraron la densidad de potencia en una CCM de 56 W/m

3
 

hasta 203 W/m
3
, al implementar un amortiguador 200 mM de fosfatos y 50 mM  

ferricianuro en el cátodo; también notaron un incremento de 101 W/m
3
 al aumentar la 

concentración del ferricianuro a 200 mM. 

Otro factor que influye en las densidades de corriente en la CCM es la variación de pH 

a lo largo del espesor de la biopelícula establecida en el electrodo, los estratos más cercanos 

a la superficie del electrodo cuentan con pHs menores a aquellas zonas más cercanas al 

anolito. Lo anterior es comprobado en los estudios realizados por Franks et al. (2009) 

quienes encontraron que la superficie anódica presentaba un pH de 6.1, mientras que el pH 

de la zona de la biopelícula en contacto con el medio fue de 7; dicha diferencia es 

justificada en función a la acumulación cationica dentro de la biopelícula. 

Se han realizado estudios sobre los pHs óptimos para una mayor densidad de potencia, 

observándose una tendencia hacia pHs más ácidos en el cátodo. Zhuang et al. (2010) 

lograron un buen desempeño en una CCM con un pH de 10 en el ánodo y un pH de 2 en el 

cátodo, aplicando0.2 M de NaOH y HCl. Bajo estas condiciones, alcanzaron un potencial a 

circuito abierto de 1.04 V y una densidad de potencia máxima de 29.9 W/m
3
, valores por 
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arriba de lo reportado en el caso de CCM alimentadas con aguas residuales de cervecerías, 

que se encuentran entre 0.58-0.65 V y 5.1-12.0 W/m
2
.
393-395

 Después de emplear diferentes 

potenciales de hidrógeno de 7:2, 10:2 y 7:7 (relación de ánodo:cátodo), Zhuang et al. 

(2010) determinaron que la disminución en la generación de potencia de la CCM, es debida 

al decremento del pH en el ánodo y a su incremento en el cátodo. Atribuyen dichos 

resultados al aumento del pH del anolito, generando un potencial más negativo como se ve 

en la figura 3, de igual forma su disminución en el cátodo, generó un potencial positivo más 

elevado a comparación de los demás casos. Deducen que el incremento en los potenciales 

les permitió alcanzar un mayor voltaje y reducir pérdidas óhmicas, por transferencia de 

masa y disminución del sobrepotencial. También observaron que la al implementar un pH 

anódico alcalino, se favoreció el crecimiento de microorganismos exoelectrógenos, en lugar 

de los metanogénicos. 

 

Figura 3. Potenciales de los electrodos (vs. Calomel saturado [SCE]), en función de la densidad de 

corriente obtenida de las cuatro CCM a diferentes pHs (ánodo: cátodo). ●, ■,▲: datos del ánodo.  

○, □, ∆: datos del cátodo.
92 

Otros estudios han observado que valores de pH mayores a 10, suprimen por completo 

la actividad de microorganismos metanogénicos, inhibiendo la generación de metano y 

mejorando la generación de ácidos grasos de cadenas cortas, esto resulta altamente 

favorable debido al incremento de sustratos fácilmente oxidables por los microorganismos 

exoelectrógenos.
96-97 
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1.7 Parámetros de evaluación del desempeño de una CCM 

De acuerdo a Watanabe (2008), los parámetros de evaluación más importantes para 

determinar la eficiencia o desempeño de una CCM son: demanda química de oxígeno 

(DQO), densidad de potencia (DP), densidad de corriente (DC), potencial a circuito abierto 

(PCA), resistencia interna (Rint) y eficiencia coulómbica (EC), entre otros. 

1.7.1 Demanda química de oxígeno 

Índice empleado para medir la remoción de materia orgánica contenida en el 

anolito, donde la carga orgánica es expresada como DQO en kg, que ingresa a la CCM es 

normalizada respecto al volumen neto del ánodo (m
3
) en un tiempo determinado, 

generalmente en días.
24

 También se puede expresar en función del porcentaje de remoción 

de carga orgánica, obtenida por la diferencia de la carga orgánica presente en el influente, 

en comparación con el efluente de la CCM.
39

 

1.7.2 Densidad de potencia (PAn) 

El cálculo de la potencia no proporciona información de la eficiencia del proceso, en 

función del área del electrodo empleado en el sistema. Debido a que dicha área afecta de 

manera directa la cantidad de potencia generada, la generación de potencia se normaliza 

respecto al área superficial del ánodo (AAn), a esto se le denomina densidad de potencia, y 

es calculada mediante la siguiente ecuación.
40

 

                                            PAn=
ECCM

2

AAn∙Rext

    (4) 

 Donde; AAn: área del ánodo; Rext: Resistencia externa; ECCM: potencial a circuito 

abierto de la CCM.  

1.7.3 Densidad de corriente (i) 

 Su cálculo permite la determinación de la cantidad de carga eléctrica que atraviesa 

la sección de un conductor. La densidad de corriente (A/m
2
) generada en una CCM 

depende de varios factores entre los que se encuentran la concentración de las especies 

electroquímicamente activas en la superficie del ánodo, el sobrepotencial de activación del 
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mismo, los coeficientes de reacción y el número de electrones/protones involucrados.
41

 Sin 

embargo, para fines prácticos, generalmente se estima considerando la densidad de potencia 

máxima generada por el sistema (Pmax), resistencia interna (Rint) y el área superficial del 

ánodo (AAn), mediante la siguiente ecuación. 
24 

 

                                                    iAn=
(Pmax∙ Rint)

1
2

AAn

    (5) 

1.7.4 Eficiencia coulómbica. 

Se denomina eficiencia coulómbica (EC), a la fracción (o porcentaje) de electrones 

recuperados en la corriente generada, contra los contenidos teóricamente en la materia 

orgánica o sustrato, y es calculada de acuerdo a la siguiente ecuación.
24

 

                               EC=
Coulom s recuperados

Total de coulom s en el sustrato
   (6) 

Si se integra la corriente generada en el tiempo ( I dt
t 

0
), se obtienen los coulombs 

transferidos en el sistema. Así, la EC puede ser calculada, para un sistema en Semi-batch, 

con base a la siguiente ecuación.
21,43 

                                               CE=
MS  I dtt 

0

F  VAn∆DQO
    (7) 

Donde; Ms es el peso molecular del sustrato, ∆DQO es el cambio en la 

concentración del sustrato en el ciclo batch en el tiempo (tb). F la constante de Faraday, b es 

el número de moles de electrones producidos por mol de sustrato y VAn el volumen de 

operación del ánodo. Usualmente se asume que la ∆DQO va de una concentración inicial 

(c0), hasta el agotamiento del sustrato empleado (ej. Acetato) (∆DQO=c0-c=c0-0=c0).
21 

1.7.5 Curvas de polarización.  

Las curvas de polarización permiten caracterizar la corriente en función del voltaje, 

obtenidos por el empleo de diferentes resistencias externas en una CCM. La máxima 



Estudio del desempeño electroquímico y microbiológico…                                    Diana E. Sánchez-Herrera 

19 

 

potencia generada puede ser estimada en función al punto máximo de la curva de 

polarización obtenida del sistema.
21

 

Para su elaboración se considera el establecer mediciones de descarga a potenciales 

constantes, considerando los siguientes puntos: 

 Las especies microbianas electroquímicamente activas pueden cambiar su actividad 

metabólica rápidamente, o bien inhibirse dependiendo del potencial presente, ejemplo de 

ello es el comportamiento de la enzima hidrogenasa que se desactiva a potenciales 

negativos de -200mV.
48

 

 Los datos obtenidos a partir de la aplicación de potenciales y corrientes constantes, 

son de gran utilidad cuando se evalúan CCM como generadores de energía para sistemas 

prácticos,
44 

mientras que los factores que afectan la operación estable de una CCM, son 

mucho más complicados que los implicados en sistemas electroquímicos tradicionales.
44

 

 La naturaleza de las comunidades microbianas en la CCM evolucionan con el 

tiempo y en función del potencial del electrodo, con constantes cambios en la biopelícula.
44 

Las concentraciones de los metabolitos electroquímicamente activos y/o el sustrato pueden, 

también, estar en constante cambio en función del tiempo y del potencial.
44

 

 Los mecanismos de reacción en el electrodo y las condiciones operacionales, 

pueden ser diferentes para cada tipo de CCM, requiriendo diferentes puntos de extracción 

de muestra, que permitan hacer un análisis significativo. Sin embargo, las CCMs pueden 

presentar un comportamiento estable para determinaciones electroquímicas que impliquen 

los factores voltaje y corriente en función del tiempo, si se emplea una resistencia fija en el 

sistema.
44

 

En el caso de CCM una curva de polarización teórica, incluye tres regiones 

características ubicadas a diferentes intervalos de corriente, como se observa en la figura 

4.
45

 La zona de transferencia de carga, se localiza en un intervalo de baja corriente y deriva 

de la irreversibilidad de las reacciones que se llevan a cabo en la superficie de los 

electrodos. El sobrepotencial de la transferencia de carga depende de la naturaleza de los 

materiales que conforman al electrodo, de la catálisis de las reacciones llevadas a cabo en la 
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CCM, las actividades de los reactantes, el electrolito, mediadores electroquímicos, la 

biopelícula, la microestructura del electrodo, las especies microbianas y su metabolismo, y 

las condiciones de operación del sistema.
44

 Las pérdidas de voltaje generadas en esta zona, 

se le denominan pérdidas de activación. Estas se presentan principalmente a bajas 

densidades de corriente, y pueden ser reducidas mejorando los catalizadores en el cátodo, 

empleando inóculos altamente electroactivos, o mejorando la transferencia de electrones 

entre las bacterias y el electrodo.
21 

 
Figura 4. Curva de polarización ideal para una CCM.

44
 

El sobrepotencial óhmico se presenta típicamente en intervalos intermedios de 

corriente dentro de la curva de polarización, y es ocasionado por las resistencias iónicas en 

el electrolito, la membrana y la biopelícula, además de las resistencias eléctricas en los 

electrodos, colectores de corriente, interconexiones, y componentes electrónicos entre el 

instrumento de medición y la CCM.
44

 Estas pérdidas también son denominadas pérdidas 

óhmicas, y pueden ser disminuidas por medio de la reducción en el espaciamiento entre los 

electrodos, empleando membrana o recubrimientos en los electrodos con bajas resistencias, 

asegurando buenos contactos entre el circuito eléctrico externo y los electrodos, e 

incrementando la conductividad y el efecto tampón de los electrolitos.
21 

La última zona, denominada zona de sobrepotencial de transferencia de masa, 

resulta de los cambios en las concentraciones de los reactantes o productos en la interface 

creada entre la superficie del electrodo y el electrolito. Este sobrepotencial se presenta a 

intervalos de densidades de corriente altas, cuando los reactantes no llegan a ser 

suministrados a las zonas reactivas del electrodo en la tasa requerida para sostener una 
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generación de corriente. La presencia de elevadas concentraciones de los productos, puede 

conllevar a una reducción en el transporte de los reactantes. La trasferencia de masa 

derivada de los sobrepotenciales, se ve afectada por la estructura de los electrodos y la 

biopelícula, la naturaleza del electrolito, los metabolitos y los productos presentes.
44

 A su 

vez las pérdidas por transferencia de masa, reduce la transferencia de protones al cátodo, lo 

cual disminuye la generación de potencia máxima y se ve reflejado en el aumento del pH en 

el cátodo.
49

 

Las curvas de polarización se han empleado en la determinación de corrientes de 

intercambio en el ánodo, al igual que en el análisis del comportamiento del ánodo y el 

cátodo a lo largo de varios intervalos de potenciales aplicados en el estudio de CCM. 

Reimers et al. (2006) emplearon las curvas de polarización, para determinar el voltaje en 

que algunos procesos anódicos se ven limitados y el potencial anódico en que se obtienen 

niveles altos de generación de potencia durante un mayor lapso de tiempo. Cuando la celda 

alcanzó voltajes mayores a 0.4 V a los 24 días de experimentación, algunos procesos en el 

ánodo se ven limitados, como se observa en la figura 5 A. Así mismo, encontraron que 

cuando se presenta una diferencia de potencial de 0.4 V, se obtuvo la generación máxima 

de potencia, en un lapso de 24 hrs durante la experimentación, con un promedio de 34 

mW/m
2
 (figura 5 B).  

 

Figura 5. Efectos de polarización. (A) densidades de corriente generadas por el potencial de la 

celda. (B) densidades de potencia vs densidad de corriente. Los datos fueron tomados cada hora 

durante un intervalo de 12-24 hrs, de los días 20 al 30 de experimentación. F1: fase 1 (20-31 días), 

F2: fase 2 (103-114 días).
50 
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1.7.6 Espectroscopia de impedancia electroquímica.  

Según Yuan et al. (2010) las reacciones electroquímicas consisten en la 

transferencia de electrones en la superficie de un electrodo. Estas reacciones involucran, 

principalmente, resistencia del electrolito, adsorción de especies electroactivas, 

transferencia de carga en la superficie del electrodo, y transferencia de masa de la solución 

a la superficie del electrodo. Cada proceso puede ser considerado como un componente 

eléctrico o un circuito eléctrico simple. El proceso completo de las reacciones 

anteriormente mencionadas, puede ser representado mediante un circuito eléctrico 

compuesto por resistencias, capacitores, o elementos de fase constante, combinados en 

paralelo o en serie. El circuito equivalente de Randles-Ershler es el comúnmente empleado 

para una reacción electroquímica simple, e incluye la resistencia generada por el electrolito, 

resistencia por procesos de transferencia de carga en la interfase del electrodo-electrolito, 

una capacitancia de doble capa, y una resistencia por transferencia de masa. La impedancia 

de corriente alterna, es una técnica efectiva para analizar cada uno de los componentes 

encontrados dentro de dichos circuitos equivalentes. La utilización de dicha técnica en 

sistemas electroquímicos, puede proveer información detallada sobre las reacciones 

electroquímicas presentes dentro del sistema. En esta, se aplica una perturbación de baja 

amplitud de corriente alterna (CA), agregada a una señal de corriente de constante directa 

(CD), mediante un cambio de frecuencia. Al escanear la frecuencia, el cambio en la 

impedancia puede ser registrado y se calcula cada uno de los componentes dentro del 

circuito eléctrico planteado. De igual forma, se puede llegar a calcular la resistencia interna 

de un sistema electroquímico, siendo esta por definición aquella que se compone por la 

resistencia de la constante eléctrica en todos los componentes de la celda de combustible, y 

la resistencia de la membrana en el caso de celdas de combustible tipo PEM.
44,191 

Existen dos representaciones gráficas comúnmente empleadas por dicha técnica: 

 Diagrama de Nyquist. Es la representación gráfica que emplea el espectro de 

impedancia de la parte real (Zre) en el eje de las ordenadas, que corta con las ordenadas 

donde se encuentra la parte imaginaria (Zim). Cada punto o dato, es la representación del 

vector de impedancia dentro de un plano complejo a una frecuencia en particular. Un 
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ejemplo de dicha representación de puede ver en la figura 6, obtenida de la 

experimentación realizada por Logan et al. (2007) con intervalo de frecuencia de 10
5
 a 

0.005 Hz, con una amplitud de 10 mV, para el análisis de espectroscopia de impedancia 

electroquímica para un electrodo de tela de carbón y un electrodo de fibra de grafito.
44

 

 

Figura 6. Representación de Nyquist obtenida de los espectros de impedancia de dos CCM con 

electrodos de tela de carbón y fibra de grafito.
33 

 Diagrama de Bode. Este muestra la frecuencia como puntos en función de su 

magnitud y el ángulo de fase de la impedancia del vector vs la frecuencia, como se observa 

en la figura 8.
44

 

Usualmente se emplean señales de perturbación de corrientes alternas a bajas 

amplitudes (10 mV), estas pequeñas perturbaciones se aplican para asegurar la no 

intervención de efectos no-lineares sobre la adquisición de datos y prevenir el 

daño(deterioro) de la biopelícula adherida a la superficie del electrodo. Se puede obtener 

información detallada de las resistencias óhmicas, de carga y de transferencia de masa, a 

partir del análisis del espectro generado.
44

 

La técnica de impedancia puede calcular de manera precisa los valores de la 

resistencia interna dentro de la CCM, y la contribución de cada uno de sus componentes. 

Un ejemplo de su aplicación, se puede ver en los estudios realizados por Manohar et al. 

(2008)
51

, quienes calcularon la resistencia interna de una CCM bajo cuatro condiciones 

diferentes (figura 7), los resultados mostraron que la resistencia interna fue mucho mayor 
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en ausencia de bacterias, comparado con su presencia en el anolito. La adición de esferas de 

acero inoxidable en el compartimiento anódico, redujo la resistencia interna e incrementó el 

voltaje generado (figura 7), debido al aumento del área de superficie anódica. Bajo todas las 

condiciones la resistencia interna disminuyó junto con el voltaje de la celda, incrementando 

la corriente.  

 

Figura 7. Dependencia de la Rint respecto al voltaje de la celda, bajo cuatro condiciones diferentes. 

MR-1: cepa modificada de Shewanella oneidensis; esferas SS: acero inoxidable.
51 

Los materiales del electrodo o las capas pulidas, pueden causar variaciones en la 

resistencia de polarización, la cual por definición según Yuan et al. (2010) es la 

combinación de la resistencia generada por los procesos de transferencia de carga y de 

difusión o transferencia de masa. La impedancia de diferentes materiales en los electrodos 

probados dentro de las CCMs, muestra que los electrodos de tela de carbón (en 

comparación con electrodos metálicos), presentan una resistencia de polarización mucho 

menor, y por ende presentan una mayor generación de potencia, reduciendo las pérdidas en 

la interface del electrodo y la solución.
52

 Sin embargo, se ha observado el incremento del 

desempeño de electrodos metálicos, por medio de recubrimientos abióticos (titanio, iridio, 

etc.).
53

 Dicho efecto fue estudiado por Manohar et al. (2008), quienes utilizaron electrodos 

recubiertos de platino y por de Shewanella oneidensis MR-1, alimentada con lactato. En la 

8 (a) la región de baja frecuencia del espectro, muestra que la resistencia de polarización 

del cátodo de fibra de carbón recubierto por platino, la cual es mucho menor que la del 
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ánodo a base de platino sin Shewanella como recubrimiento. Esto les indicó que la 

velocidad o tasa de reducción del oxigeno es mayor en el cátodo, que la tasa oxidativa del 

lactato en el ánodo. La resistencia de polarización en el ánodo decae de 7.79 MΩ a 10.2 KΩ 

y el ángulo de fase alcanzó valores cercanos a 0° en la frecuencia más baja, en el caso del 

ánodo recubierto con la biopelícula de Shewanella oneidensis (figura 8). Por esto concluyen 

que la biopelícula formada en la superficie anódica y la metabolización del lactato, reduce 

la resistencia de polarización anódica. 

 
Figura 8. Impedancia del ánodo en ausencia o presencia de S. oneidensis MR-1, y del cátodo con 

platino: (a) módulo de impedancia (b) fase de ángulo.
54

 

He et al. (2008), emplearon dicha técnica para analizar la resistencia generada en los 

electrodos, a diferentes potenciales de hidrógeno en el electrolito, encontrando que el valor 

de pH del electrolito afecta tanto las reacciones catódicas como las anódicas. Al parecer, la 

resistencia de polarización anódica disminuye con el incremento del pH del electrolito de 5 

a 10, como se aprecia en la figura 9. Finalmente concluyen que la actividad bacteriana 

anódica, fue óptima a un pH neutro y la reacción electroquímica en electrodo del cátodo, 

fue mejorada a pHs más altos.
 

 
Figura 9. Resistencias de polarización del ánodo y cátodos, en función del pH del electrolito. Rp

a
: 

resistencia de polarización den ánodo. Rp
c
: resistencia de polarización del cátodo.

55
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1.7.7 Voltamperometría cíclica (VC) 

Según Compton y Banks (2011) esta es una técnica electroquímica que aplica 

diferentes potenciales a un electrodo de trabajo, dentro de u intervalo previamente 

establecido. A su vez se toman las respuestas de la corriente de respuesta generadas por la 

aplicación de dicho potencial, dentro de un diagrama conteniendo información referente a 

dicha corriente vs el potencial aplicado. Por lo general se recomienda aplicar el potencial de 

circuito abierto inicial del objeto de estudio, para que las especies químicas analizadas no 

se oxiden o reduzcan, inicialmente. Una vez terminado de aplicarse los potenciales de 

barrido establecidos dentro del rango seleccionado, se aplican nuevamente de manera 

inversa, es decir se repite dicho proceso aplicándose un potencial de barrido inverso 

respecto al potencial inicial, obteniendo así las corrientes generadas tanto en los procesos 

de oxidación como de reducción registrados a los diferentes potenciales aplicados.
216

 

Su utilidad se basa en la determinación de las reacciones de oxidación o reducción 

llevadas a cabo en los electrodos. Los estudios de CCM que emplean la VC, generalmente 

emplean velocidades de barrido de 1-100 mV/s.
44-46

 Esta técnica se ha empleado 

principalmente para: 

 Investigación de mecanismos de reacción en los electrodos, que impliquen transferencia 

directa o indirecta de electrones entre la biopelícula y el electrodo.
44

 

 Determinación de potenciales redox de las especies químicas o biológicas, presentes en el 

ánodo o en el cátodo.
44

 

 Evaluación del desempeño de los catalizadores estudiados.
44

 

 Medición de la diferencia de potencial entre la interface y las reacciones redox de las 

especies presentes en el electrolito y ligadas a los microorganismos dentro del sistema.
44

 

 Evolución de la actividad bioelectroquímica de la biopelícula en el tiempo.
46

 

Algunos estudios han empleado la VC para la caracterización electroquímica directa 

de biopelículas en el ánodo de las CCM, determinando el comportamiento catalítico del 

sistema. Marsilii et al. (2008), aplicaron dicha técnica como un método para comprobar la 

presencia de mecanismos de transferencia de electrones entre la biopelícula y el electrodo  
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de carbón vítreo, con un intervalo de potencial de -0.55-0.24 V (vs SHE), con una 

velocidad de barrido de 1mV/s. En la figura 10, se puede observar como la tasa de 

transferencia de electrones se incrementó rápidamente a un potencial mayor a -0.3 V, 

alcanzando una corriente limitante por encima de un potencial de -0.1 V. 

 

 

Figura 10. Voltametrías cíclica de la biopelícula formada por G. sulfurreducens, a las 0 hrs cuando 

se realizó la inoculación, y a las 72 h cuando se observó la máxima generación de corriente. 47
 

Marsilii et al. (2008) también analizaron el comportamiento de los 

voltamperogramas a diferentes concentraciones de sustrato. Para ello, el acetato fue 

removido del medio y los electrodos se incubaron a un potencial de 0.24 V por 36 hrs, 

donde no se presentó corriente residual anódica. En este punto, se determinó el efecto de la 

dilución de las concentraciones del sustrato, mediante una VC a 1mV/s. En la figura 11 se 

puede observar como el incremento de la concentración de acetato influyó en la corriente 

anódica limitante a -0.1 V; incrementando de manera lineal junto con la concentración del 

acetato en el medio, cuando la concentración del acetato fue <2000 µM, y sin mostrar 

cambio aparente a partir de una concentración de 3000 µM. El punto medio de las ondas 

catalíticas permaneció centrado a aproximadamente -0.15 V, para todas las 

concentraciones; esto sugiere que se presentaron mecanismos similares para la transferencia 
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de electrones, inclusive bajo la influencia de bajas densidades de corriente generada dentro 

de la CCM. 

 
Figura 11. Voltametrías cíclicas a diferentes concentraciones de acetato en el sustrato (µM).47

 

1.8 Mecanismos de transferencia de electrones  

De acuerdo a Schröder (2007) se pueden distinguir dos mecanismos de transferencia 

empleadas por bacterias: la transferencia directa de electrones y la transferencia mediada de 

electrones. 

1.8.1 Transferencia Directa de electrones (TDE): procede a través de proteínas 

redox de membrana (sin implicar especies disueltas) 

El principal requisito para que un componente actúe como un transportador de 

electrones, es su accesibilidad estérica (contacto entre donador y aceptor de electrones). 

Además, el potencial del acarreador en relación con el ánodo determinará si éste fue 

realmente utilizado o no (un electrón no puede ser transferido hacia un electrodo más 

reducido).
100

 Este mecanismo de transferencia de electrones, se lleva a cabo por medio del 

contacto físico de la membrana celular, citocromos o un organelo bacteriano con el ánodo 

de la celda, sin implicar especies redox disueltas.
101

 Durante la TDE, ocurre una reacción 
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oxidativa llevada a cabo por proteínas pertenecientes a la cadena respiratoria (ej. 

Citocromos). Algunas bacterias que emplean la TDE son: Geobacter metallireducens, 

Aeromonas hydrophila
101

 y Rhodoferax ferrireducens,
78

 Geobacter sulfurreducens
82

 y 

Shewanella oneidensis.
102

 En la figura 12 A, se puede observar una representación 

esquemática de este tipo de mecanismo. 

 

Figura 12. Ilustración de la TDE vía (A) citocromos de membrana, (B) nanocables 

electroconductores.
3
 

 Una de las enzimas que parece estar involucrada en la TDE, es la hidrogenasa. 

Muchos microorganismos fermentativos identificados en CCM poseen hidrogenasas, tales 

como Clostridium butyricum
103

 y Enterococcus faecium.
10

 La TDE en presencia de dicho 

transportador redox, ha sido observada por McKinlay y Zeikus (2004) quienes demostraron 

que las hidrogenasas presentes en la superficie bacteriana, juegan un papel en la reducción 

del colorante rojo neutro (mediador en la transferencia de electrones).  

Se ha observado además, la presencia de nanocables conductores (ver figuras 12 y 

13) en algunas bacterias reductoras de metales tales como Geobacter y Shewanella. Esto 

representa implicaciones importantes para la reducción enzimática de la fase sólida del 

hierro y óxidos de manganeso, pudiendo facilitar la transferencia de electrones de la 

superficie bacteriana al electrodo.
83-84

 Además, su formación puede permitir el desarrollo 

de biopelículas electroactivas más delgadas y por ende aumentar el desempeño del ánodo. 

Ejemplo de ello, es lo publicado por Regera et al.,
84

 en presencia de la formación de 

nanocables de Geobacter sulfurreducens.  
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Figura 13. Microscopia de escaneo por tunelamiento, sobre nanocables aislados de una cepa 

silvestre MR-1, con un diámetro lateral de 100 nm. Las flechas indican la ubicación del nanocable y 

un desnivel en la superficie del ánodo de grafito.
83 

Bond y Lovley (2003) empleando un potenciostato, midieron el potencial de 

circuito abierto de un electrodo colonizado por Geobacter sulfurreducens reemplazando el 

anolito por un medio nuevo con acetato, obteniendo un potencial redox de 0.17 V (vs SHE). 

Bond y Lovley (2003) atribuyen dicho potencial a la TDE, al no presentarse alteración 

significativa en la generación de la densidades de potencia generadas, por la sustitución de 

los microorganismos plantónicos y las especies redox presentes en el anolito. Kim et al. 

(2002), Lee et al.(2003) y Park et al. (2001) han reportado valores sobre el potencial de 

cepas bacterianas (tabla 3) en función de los resultados obtenidos por voltametría cíclica.  

Tabla 3. Potenciales medidos para la TDE en diferentes especies bacterianas. 

Cepa bacteriana E´/V
a
 Ref. 

Shewanella putrefaciens IR-1 0.01 1 

Shewanella putrefaciens MR-1 -0.02 1 

Shewanella putrefaciens SR-1 -0.01 1 

Aeromonas hydrophila PA 3 0 105 

Clostridium sp. EG 3 0 103 

a
 Determinado como el medio pico de la voltametría cíclica, a un pH de 7. 

Algunos autores atribuyen la TDE a la actividad redox de los citocromos, presentes 

en la membrana externa de los microorganismos.
1,103,105

 El alto grado de similaridad en los 

datos electroquímicos obtenidos por el grupo de Kim et al. (2002), Park et al. (2001) y 
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Pham et al. (2003), sobre diferentes cepas bacterianas demuestra que la transferencia de 

electrones a través de los citocromos en la membrana externa, no es específica para una 

bacteria en particular.
3
 

Dado que en la TDE, los nanocables bacterianos (figura 12 B) establecen un enlace 

con los citocromos presentes en la membrana celular, se asume que los mismos potenciales 

redox estándar aplican tanto para el citocromo como para los nanocables, basándose en la 

transferencia de electrones. Por lo tanto, el potencial del citocromo se puede emplear para 

calcular la energía libre de la oxidación electroquímica (tabla 4).
3
 

Tabla 4. Eficiencia energética teórica de la TDE.
3
 

Especies de 

enlace 
E´/V 

∆G´elec
b
 

kJ/mol 

∆G´elec, 

/∆G´total
b
 

(%) 
n 

∆G´elec 

kJ/mol  

∆G´elec/∆G´total 

(%) 

Citocromo 

de membrana 

externa 

0 -49.2 54.2 24
a
 -1181.0

a
 54.2 

a 
Aproximado máximo teórico de electrones derivables de la oxidación completa de glucosa. 

b
 

cundo n=1. E´: Potencial estándar. ∆G´elec: energía li re de Gi  s para un electron. ∆G´total: 

energía libre de gibbs total. 

Para un electrón la energía li re (∆G´elec) el valor es de -49.2 kJ mol
-1

, que 

corresponde al 54% de la energía li re de Gi  s total (∆G´total), con un valor de n= 1 para la 

oxidación de la glucosa.
3
 En algunos reportes asumen que la eficiencia coulómbica de la 

TDE vía citocromos y nanocables puede alcanzar un 100%, es decir que todos los 

electrones liberados de la oxidación de un determinado sustrato, pueden ser transferidos al 

ánodo.
106-107

 En este caso el rendimiento total de energía eléctrica que se puede obtener de 

la oxidación completa de glucosa es igual al valor de un electrón, 54%.
3
 

Son pocos los microorganismos capaces de realizar TDE y aprovechar sustratos 

como la glucosa, uno de ellos es Rhodoferax ferrireducens.
78

 Otros como  los géneros 

Geobacter y Shewanella al no poder aprovechar dicho tipo de sustratos, dependen de ácidos 

orgánicos de bajo peso molecular y alcoholes, generados por bacterias fermentativas, lo 

cual puede llegar a afectar la eficiencia de conversión energética total.
107
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1.8.2. Transferencia Mediada de electrones (TME) 

Algunos investigadores consideran la TME como la primera y única opción, para 

una generación eficiente de corriente en las CCM.
106

 Hasta ahora, el desempeño en 

términos de corriente y densidades de potencia de los sistemas basados únicamente en la 

TDE se encuentra a menudo por debajo de aquellos que involucran o se basan en la TME. 

Las bacterias pueden emplear componentes solubles y no solubles que transporten 

físicamente los electrones de un compuesto intracelular que se oxida hasta la superficie del 

electrodo.
 3

 

Se han probado en varios estudios el efecto de la adición de mediadores redox 

artificiales a las CCM tales como el rojo neutro
2
, la tionina

75
 o el metil viológeno

108
; la cuál 

a menudo parece ser esencial.
2
 No obstante los microorganismos pueden producir 

mediadores redox de manera natural, existiendo dos formas a saber: a través de la 

generación de metabolitos oxidables (metabolitos primarios) y a través de compuestos 

orgánicos reversiblemente reductibles (metabolitos secundarios).
3 

Los mecanismos de TME pueden representar un medio efectivo para conectar el 

metabolismo microbiano con el ánodo de la CCM. Enfoques muy diferentes se han 

propuesto para clasificarlos. Si consideramos la naturaleza de las especies redox 

mediadoras o de enlace, se pueden clasificar según Schröder
 
(2007) como: mediadores 

artificiales, metabolitos primarios y secundarios. 

i. Mediadores artificiales. 

Se denominan mediadores artificiales a aquellos mediadores con actividad redox, 

adicionados a las CCM con la finalidad de incrementar las densidades de corriente y de 

potencia obtenidas, acelerando los procesos de transferencia de carga dentro de dichos 

sistemas bioelectroquímicos. Cohen (1931) encontró que, aunque algunos cultivos 

bacterianos anaeróbicos pueden presentar un potencial altamente negativo, la corriente que 

estos generan es generalmente pequeña, y es atribuida su limitada capacidad para la ―oxido-

reducción de los productos‖. Como solución a este problema se propuso la introducción de 

sustancias orgánicas e inorgánicas como el ferricianuro de potasio y la benzoquinona, para 
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facilitar la transferencia de electrones de la biopelícula bacteriana al electrodo.
109

 Un 

amplio número de componentes, en su mayoría fenoxazinas, fenazinas, fenotiazinas y 

quinonas, fueron investigados posteriormente por su funcionalidad y comportamiento como 

mediadores en las CCM (tabla 5).
2,73,110-112

 

Tabla 5. Mediadores redox exógenos empleados en CCM.
3
 

Tipo de sustancia Mediador redox Potencial redox, E 
θ
 ´/V 

Fenazinas 

 

Rojo neutro 

Safranina 

Etosulfato de fenazina  

-0.32 

-0.29 

0.06 

Fenotiazinas 

 

Azul de metileno 

Azul de toluidina O 

Tionina 

Fenotiazinona 

-0.02 

0.03 

0.06 

0.13 

Fenoxazinas 

 

Resorurfina 

Galocianina 

-0.05 

0.02 

Quinonas 

 

2.Hidroxi-1,4-naftoquinona 

Anthraquinona-2.6-disulfonato 

-0.14 

-0.18 

La mayor desventaja en el empleo de mediadores redox exógenos, aparte de la 

generación de densidades de corriente bajas de 10 a 100 µA/cm
-
s, es la necesidad de su 

adición regular, lo cual es tecnológicamente inviable dado a sus costos y ambientalmente 

cuestionable por sus propiedades tóxicas.
3 

ii. Metabolitos primarios  

La generación de metabolitos primarios reducidos, se encuentra asociada a la 

degradación oxidativa del sustrato. Dichos metabolitos son producto de los procesos de 

rutas metabólicas primarias vitales en la supervivencia de los microorganismos. Para poder 

ser empleado como reductor durante la oxidación anódica, el metabolito tiene que cumplir 

ciertos requerimientos: su potencial redox debe ser lo más negativo posible dentro del 

límite establecido por el potencial de oxidación del sustrato, y debe encontrarse accesible 

para la oxidación electroquímica bajo las condiciones de operación de la CCM.
3
 

Este mecanismo ha sido observado por Rosenbaum et al. (2005), quienes emplearon  

E. coli K12 para la producción de gas hidrógeno, el cual fue re-oxidado por la catálisis 

realizada en un electrodo de polianilina y platino, obteniendo densidades de corriente por 
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arriba de los 1.5 mA/cm
2
. De forma similar Straub y Schink (2004), empleando 

Sulfurospirillum deleyianum, observaron la reducción de sulfuro, el cual fue 

subsecuentemente re-oxidado en intermediarios más oxidados, en presencia de hierro.
119

 

 Entre las especies bacterianas que emplean dicho mecanismo de transferencia de 

electrones se encuentran Pseudomona aeruginosa quién produce fenazinas
78

 y Shewanella 

que genera riboflavinas como mediadores redox.
47

 

Las rutas metabólicas que determinan el flujo de electrones y protones, juegan un 

papel importante en la generación eléctrica bacteriana.
3
 Además de la influencia del tipo de 

sustrato,
3, 10, 12

 el potencial del ánodo también determinará el metabolismo microbiano.
18

 

Son dos rutas metabólicas las cuales generan metabolitos primarios: respiración anaeróbica 

y fermentación.
3 

 

 Respiración anaeróbica 

Presente en bacterias anaerobias. En principio, cualquier aceptor terminal de 

electrones con un potencial redox negativo respecto al electrodo, puede ser empleado para 

establecer la transferencia anódica de electrones en la CCM (figura 14).
3
 

 

Figura 14. Representación esquemática de la TME vía metabolitos primarios por aceptores 

terminales de electrones reducidos (en el citoplasma) AE
red

: Aceptor de electrones reducido. AE
ox

: 

Aceptor de electrones oxidado.
3 
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Se ha observado la predominancia de microorganismos exoelectrógenos anaerobios, 

a potenciales anódicos bajos de entre -0.15 V y + 0.02 V, donde las bacterias generan los 

electrones a través de la cadena respiratoria, mediante un metabolismo oxidativo.
120

 Los 

electrones y protones pueden ser transportados por NADH deshidrogenasas, ubiquinona, 

coenzima Q o citocromos.
122

 El empleo de dicha ruta metabólica ha sido investigada por 

Kim et al.(2004), quienes observaron una reducción en la generación de corriente eléctrica 

cuando se adicionan varios tipos de inhibidores en la cadena respiratoria, como: oxido 2-n-

heptil-4-hidroquinona (HQNO), NADH desidrogenasa/coenzima Q, antimicina A, cianuro 

y azida.
13

 Este tipo de ruta ha sido observada regularmente en CCM con eficiencias 

energéticas por arriba del 65%.
59

 

Como se ve en la tabla 6, el potencial estándar del Fe
+3

/Fe
+2

 es demasiado positivo 

para un mediador redox anódico. Sin embargo, el potencial redox de la pareja de Fe
+3

/Fe
+2

 

puede ser desplazado hacia valores negativos, a través de la formación de complejos de 

Fe
+3

 con respecto al Fe
+2

 con ácidos húmicos, lo cual puede permitir el empleo del sistema 

Fe
+2

/Fe
+3

 para la mediación de electrones dentro de la CCM.
3 

Tabla 6. Potenciales biológicos estándares de donadores y aceptores de electrones. 
3
 

 

a
 Potencial estándar medido a pH 7. 

b
Potencial efectivo (irreversible), determinado en experimentos 

en CCM. 

Pareja redox   
  /V

a
 

CO2/Glucosa -0.43 

CO2/Formato -0.43 

2 H
+
/ H2 -0.42 

CO2/Acetato -0.28 

CO2/ CH4 -0.24 

SO4
-2

/HS- -0.22 

Piruvato/Lactato -0.19 

NO3
 /NO2

  + 0.43 

MnO2/Mn2
  + 0.66 

Fe
+3

/Fe
+2

 + 0.77 

1

2
O
2
/H2O +0.82 

1

2
O
2
/H2O + 0.51 

Fumarato/Succinato +0.33
b
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La reducción del sulfato por bacterias sulfatoreductoras, es una de las rutas 

respiratorias más comunes entre las bacterias anaerobias, especialmente en aquellas 

presentes en CCM empleadas para tratamiento de aguas residuales, es por ello que la 

oxidación del sulfuro representa un mecanismo de transferencia de electrones importante. 

Un ejemplo del uso de una bacteria sulfato reductora empleada como biocatalizador es 

Desulfovibrio desulfuricans.
3 

Con un potencial biológico estándar de – 0.22 V, la pareja redox sulfato/sulfito es la 

más adecuada para la mediación de electrones dentro de la CCM desde un punto de vista 

termodinámico. La ecuación de la reacción es la siguiente:
 3

 

SO4
-2

 + 8H + 8e-    S
2
 + 4 H2O      (8) 

El potencial biológico estándar de -220 mV puede derivar una energía libre de -70.4 

kJ, dicho valor pudiera ser prometedor para su aplicación en la CCM. Para un transferencia 

teórica de 24 electrones mediante la oxidación completa de glucosa, se obtendrían 1690 kJ 

con una eficiencia energética de 77.6%. Sin embargo, las bacterias sulfatoreductoras no 

pueden metabolizar carbohidratos. Estas dependen de la presencia de bacterias 

fermentativas que les proveen ácidos orgánicos de bajo peso molecular y alcoholes, para 

llevar a cabo el proceso de oxidación de dichas moléculas y producir electrones dentro de la 

CCM.
122

 Adicionalmente, la re-oxidación electroquímica del sulfuro a sulfato es difícil, 

debido a que los electrodos se ven envenenados por la fuerte y generalmente irreversible, 

adsorción del sulfuro.
3 

 Fermentación 

Una gran variedad de procesos fermentativos y foto-heterotróficos, resultan en la 

generación de metabolitos primarios ricos en energía, tales como ácidos orgánicos sencillos 

(formato, butirato, acetato, etc) y/o alcoholes (etanol) (figura 15).
3
 Dichos productos 

fermentativos, pueden ser oxidados directamente por microorganismos exoelectrógenos 

para su aprovechamiento en la generación de energía dentro de la CCM,
194

 un ejemplo de 

ello es Geobacter spp. quién es capaz de extraer electrones del acetato, para la generación 

de corriente.
18 

Karube et al. (1977) realizaron las primeras observaciones del empleo de 

bacteria ánodo 
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productos fermentativos para la generación de electricidad. Utilizaron cultivos 

inmovilizados, generadores de hidrógeno, como biocatalizadores y platino como 

electrocatalizador para la oxidación del hidrógeno. Dado la susceptibilidad de los 

electrodos al envenenamiento y desactivación, las densidades de potencia reportadas fueron 

bajas. Sin embargo, se han logrado grandes progresos contra las reacciones de 

envenenamiento de los electrodos de platino mediante el empleo de un recubrimiento de 

polímeros electroconductores como la polianilina y sus formas fluoradas.
3,126 

 

 

Figura 15. Representación esquemática de la TME vía metabolitos primarios por la oxidación de 

productos reducidos de la fermentación. AE
red

: Aceptor de electrones reducido. AE
ox

: Aceptor de 

electrones oxidado.
3
  

 Se ha observado la disminución de microorganismos exoelectrógenos a potenciales 

anódicos  de más de + 0.37 V, promoviendo una mayor diversidad bacteriana la biopelícula 

y la presencia de microorganismos fermentadores, lo cual se traduce en una disminución en 

la densidad de corriente.
120

 Este tipo de metabolismo se presenta en consorcios productores 

de metano, generalmente provenientes de lodos anaeróbicos.
12 

Durante la fermentación de glucosa, las posibles reacciones serían:
 86

 

Homoláctica: 

                                          Glucosa 2 lactato
-
 + 2 H+   (9) 

Alcohólica: 

                                            Glucosa2 etanol + 2 CO2   (10) 
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Acetogénica: 

                       Glucosa + H2O 2 acetato
-
 + 2 CO2 + 4H2 + 2 H

+
  (11) 

Ácida mixta: 

                   Glucosa Acetato
-
 + Propionato

-
 + CO2 + H2 + 2H

+
  (12) 

Butírica: 

                               Glucosa butirato
-
 + 2 CO2 + 2 H2 + H

+
  (13) 

 En la tabla 7 se presenta un resumen general de algunas especies bacterianas y sus 

rutas de transporte de electrones tentativas.
18

 

Tabla 7. Especies bacterianas identificada en CCM y su posible metabolismo y vía de transferencia 

de electrones.
18

 

Metabolismo 
Tipo de 

transferencia 
Ejemplos de microorganismos 

Transportador 

final de 

electrones 

Mediador 

redox 

adicionado 

Oxidativo Membrana 

Rhodoferax ferrireducens Desconocido No 

Geobacter sulfurreducens 
Citocromo 

tipo-C 89kDa
a|
 

No 

Aeromonas hydrophila 
Citocromo 

tipo-c 
a
 

No 

Oxidativo Mediadores 

Escherichia coli Hidrogenasa 

Si
b 
 

Shewanela putrefaciens Quinonas
a
 

Pseudomonas aeruginosa 

Ficocianina, 

feasina y 

carboxamida 

Erwinia disolvens Desconocido 

Si
c
 

Desulfovibrio desufuricans S
2-

 

Fermentativo 

Membrana Clostridium butyricum Citocromos 
a
 No 

Mediadores Enterococcus faecium Desconocido Si
d
 

a
 Tentativamente, 

b 
Rojo neutro, 

c
 Fe(III)CyDTA(quelador de hierro), 

d 
Ficocianina 
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iii. Metabolitos secundarios 

Si los microorganismos no se encuentran en contacto directo con el aceptor de 

electrones sólido, estos pueden emplear compuestos transportadores de electrones fuera de 

la célula bacteriana (ej. ácidos húmicos o metales quelados), o inclusive producir 

metabolitos secundarios.
113-115

 Ejemplos de dichos metabolitos secundarios, son las 

fenazinas bacterianas como la ficocianina y las 2-amino-3-carboxil-1,4-naftoquinonas 

(ACNQ).
113

 

Un ejemplo de la participación de metabolitos secundarios, es el estudio realizado 

por Newman y Kolter (2000) quienes planten la acción de los transportadores redox del tipo 

quinona, como los percusores en la transferencia de electrones de las especies bacterianas 

Shewanella spp. y Shewanella oneidesis
115

 a electrodos, o bien a aceptores solubles de 

electrones como el óxido de hierro. Sin embargo, respecto a Shewanella oneidesis, también 

se ha planteado la superposición
116

 de mecanismos de transferencia que involucran TDE vía 

citocromos C
41

 y nanocables,
83

 además de los metabolitos secundarios. 

El efecto en el incremento de la transferencia de electrones en una CCM, por la 

presencia de fenazina ha sido comprobado.
18

 Se ha logrado probar la acción de la 

ficocianina y feazina-1-carboxamida producida por Pseudomonas aeruginosa en la 

transferencia de electrones al ánodo de la CCM.
34

 Otros microorganismos, que presentan 

este mecanismo de transferencia de electrones son Shewanella putrefaciens
113,117-118

 y 

Pseudomonas aeruginosa.
112

 Hernández et al.(2004) demostraron la influencia de estos 

metabolitos secundarios microbianos por medio de la interferencia en la transferencia 

extracelular de electrones, inactivando los genes responsables de la producción de dichos 

mediadores en una cepa de Pseudomonas aeruginosa, lo cual se vio traducido en la 

disminución de la generación de corriente en la CCM. 

Debido a que el potencial redox es más negativo para las especies bacterianas hasta 

ahora estudiadas, que el de los citocromos de membrana externa (tabla 8), la cantidad de 

energía eléctrica extraíble es mayor para la TME en comparación con la TDE. Se ha 

argumentado que el alto rendimiento puede estar limitado, a los sistemas confinados en 

batch, mientras que aquellos en continuo puede ocurrir una pérdida constante de 
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mediadores, lo cual conlleva a un decremento en el número de electrones (n) transferidos, y 

por ende también en la eficiencia coulómbica y energética.
106-107

 No obstante, algunos 

estudios sugieren que dichas pérdidas son debidas al confinamiento de los transportadores 

redox en la biopelícula por la acción de fuerzas electrostáticas.
3 

Tabla 8. Mediadores redox bacterianos.
3
 

Nombre Estructura 
Potencial redox, 

E 
θ
 ´/V 

Fenazina-1- carboxamida 

 

-0.115 

Ficocianina (fenazina) 

 

-0.03 

2-Amino-3-carboxil-1,4-

naftoquinona (ACNQ) 

 

-0.071 

El mediador sirve como un aceptor terminal reversible, transfiriendo los electrones 

de la célula bacteriana de manera indirecta, ya sea a un oxidante sólido (el ánodo de la 

CCM) o dentro de las capas anaeróbicas de la biopelícula, donde se re-oxida y nuevamente 

se encuentra disponible para otro proceso redox. Por lo tanto, teóricamente un metabolito 

secundario puede reutilizarse en miles de ciclos redox (figura 16).
3
 

 
Figura 16. TME a través de metabolitos secundarios Med

ox
: mediador oxidado. Med

red
: mediador 

reducido.
3
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1.9 Técnicas de identificación.  

 La genómica provee la base para la secuenciación de todo el DNA en un organismo, 

y el genoma completo revela todas las posibles reacciones biológicas que un 

microorganismo puede llevar a cabo. En el pasado, genomas completos eran sólo obtenidos 

únicamente de aquellos microorganismos que podían ser aislados en medios de cultivos; 

actualmente es posible secuenciar genomas de microorganismos no cultivables empleando 

la metagenómica.
23

 

 Las técnicas post-genómicas se refieren a las herramientas que exploran los 

genomas completos que han sido secuenciados, esta incluye la bioinfromática y el campo 

emergente de la proteómica. Esta puede unir el genotipo y el fenotipo. Sus herramientas 

incluyen el análisis masivo de la transcripción a mRNAs, traducción de los mRNAs a 

proteínas y modificaciones en las proteínas.
23

 

 Sin el empleo de dichas herramientas moleculares, el entendimiento de las 

comunidades metagenómicas sería lento, lo cual permitiría únicamente avances con el 

transcurrir de varias décadas. La información Pre- y Post-genómica sobre los 

microorganismos que se encuentran involucrados en la producción de bioenergía, facilitará 

enormemente los avances científicos y tecnológicos.
23

 

Las técnicas pre-genómicas más comunes son el escaneo o rastreo de la subunidad 

pequeña del gen 16S, que codifica para el  rRNA. Estas técnicas incluyen la generación de 

bibliotecas de clonas, análisis mediante electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante 

(DGGE), electroforesis en gel con gradiente de temperatura (TGGE), la detección de 

polimorfismo en la longitud de fragmentos marcados en un extremo (T-RFLP), hibridación 

de fluorescencia in situ (FISH), PCR cuantitativo en tiempo real (qRT-PCR) y análisis del 

espaciador intergénico ribosomal (RISA). Muchas de estas técnicas han sido empleadas 

para la investigación de la composición relativa en las comunidades bacterianas que se 

encuentran involucradas en la generación de hidrógeno, metano y bioelectricidad. Sin 

embargo, no se han realizado estudios suficientes que permitan conocer, por completo, las 

comunidades bacterianas implicadas en la generación de bioelectricidad. Dichas técnicas 
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tienen la ventaja de llevar a cabo la identificación sin necesidad de cultivar los 

microorganismos, las interacciones sintróficas pueden ser mejor entendidas y los 

microorganismos que se encuentran involucrados en la operación exitosa del sistema, 

pueden ser monitoreados para la evaluación de procesos continuos.
23

 

No existe un estándar o una regla específica sobre cuál es la técnica más adecuada 

para identificación de los microorganismos, sin embargo cada una de ellas presenta cierto 

tipo de ventajas y desventajas por las cuales podemos tomar la decisión de elegir de 

acuerdo a la que se adecue más a las necesidades del estudio. Como se puede ver en la tabla 

9, existen diversas técnicas a emplear para la identificación de microorganismos, cada una 

de ellas posee tanto ventajas como desventajas, por lo cual la elección de la técnica a 

emplear dependerá del tipo de estudio que se quiera llevar a cabo. Respecto al análisis de 

las comunidades establecidas en las CCM, se puede decir que las técnicas de estudio más 

empleadas son la elaboración de bibliotecas de clonas 16 rDNA, MPN-PCR, DGGE y qRT-

PCR.
4,5,10-11,15-17,71,130 

Generalmente se emplean la elaboración de bibliotecas de clonas 16 

rDNA para estudios más detallados de la comunidad bacteriana en la CCM, ya que esta nos 

permite tras la secuenciación de clonas seleccionadas, la identificación de géneros e 

inclusive especies bacterianas.
15-16

 De manera menos específica se han podido realizar 

estudios de diversidad microbiológica en las CCM, empleando la técnica de DGGE la cual 

ha sido la más empleada actualmente dado a su relativa rapidez para identificar los filotipos 

mayoritarios de la comunidad analizada.
4,11,82,130-133

 Este tipo de identificación ha permitido 

analizar la evolución de la diversidad bacteriana, tomando en cuenta la composición del 

inoculo inicial y las muestras tomadas en diferentes puntos de la experimentación,
82

 además 

de identificar las diferencias entre la composición microbiana del electrodo y las bacterias 

suspendidas en el electrolito.
61,134-136

 En la tabla 9 se presenta un resumen sobre las ventajas 

y desventajas de algunas técnicas más comunes para la identificación de microorganismos. 
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Tabla 9. Técnicas moleculares para identificación de microorganismos en CCM.
23

 

Método Descripción Ventajas Limitaciones 

PCR  

Emplea cebadores o primers de alta 

especificidad, amplifica secuencias de 

nucleótidos para el análisis de PCR. 

Detecta la presencia o ausencia de 

genes específicos de una especie o 

género. 

Se debe saber cuál es el 

microorganismo o gen de estudio 

en específico; y los resultados no 

son necesariamente cuantitativos 

Librería de clonas 

Técnica post-PCR, en la cual genes 

amplificados por PCR son clonados y 

secuenciados 

Permite una alta resolución de 

análisis sobre comunidades 

microbianas complejas; provee 

información sobre los miembros 

más abundantes de la comunidad. 

El número de clonas que puede ser 

secuenciado, por lo general, es 

limitado.; y los resultados no 

siempre reflejan la verdadera 

diversidad de la muestra y no son 

cuantitativos. 

DGGE 

Técnica post-PCR, donde los genes 

amplificados son separados en un gel 

desnaturalizante; la separación de 

secuencias en bandas se basa en el 

principio de fusión química, 

dependiendo del contenido de Guanina 

y Citocina. 

Es rápido; se pueden analizar 

múltiples muestras; visualización 

de los organismos abundantes; se 

pueden analizar la dinámica 

poblacional; y puede identificar 

microorganismos no reconocidos 

mediante la secuenciación de las 

bandas extraídas.  

Resultados pobres cuando hay una 

alta diversidad; una banda puede 

corresponder a varios 

microorganismos; un 

microorganismo puede generar 

múltiples bandas; emplea 

secuencias cortas que obstaculizan 

la identificación. 

T-RFLP 

Técnica Post-PCR. Analiza fragmentos 

marcados con fluorescencia 

(fluorocromos) que también han sido 

amplificados por medio de PCR. Estos 

productos marcados en su parte 

terminal. Los genes amplificados son 

digeridos con enzimas de restricción y 

separados en un gel de electroforesis, 

luego visualizados por medio de la 

excitación del compuesto fluorescente 

identificando picos de fluorescencia y 

correlacionándolo con la abundancia de 

la especie. 

Es rápido, se pueden analizar 

múltiples muestras; provee 

información relativa a los 

miembros de la comunidad más 

abundantes; y es útil para estudios 

de la dinámica poblacional. Esta 

técnica hace posible determinar 

cualitativamente la diversidad de 

especies presentes 

T-RFLP 
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Tabla 9 (continuación)
23

 

Método Descripción Ventajas Limitaciones 

PCR tiempo real 

Colorantes  fluorescentes y sondas son 

combinadas con los primers del PCR y una 

señal fluorescente es obtenida  en cada ciclo de 

amplificación, que, utilizando una curva de 

calibración, se puede emplear para determinar 

el número de copias del gen de la muestra 

original. 

Es cuantitativo; altamente 

sensitivo; y permite un análisis 

de alta calidad. 

PCR tiempo real 

FISH 

Una sonda de oligonucleótidos fluorescentes se 

hibridiza directamente con el ARN o ADN 

dentro de las células. 

Permite la observación espacial 

de las interacciones entre los 

microorganismos.; y puede ser 

cuantitativa. 

La permeabilidad de la 

célula, la accesibilidad y 

especificidad del sitio de 

enlace no siempre es 

precisa. 

Hibridización dot-

blot 

El RNA es extraído de una muestra y es 

inmovilizado en una membrana hibridizado con 

sondas fluorescentes o radioactivas, para 

revelar la presencia y la cantidad de los 

microorganismos identificados. 

Resultados semi-cuantitativos, 

se encuentra bien desarrollada. 

La especificidad puede 

estar limitada, demanda 

mucho tiempo, y es de 

bajo rendimiento. 

Análisis de 

microarreglos 

Un microarreglo consiste en el ordenamiento 

de los fragmentos de ADN de genes 

específicos; productos marcados de ARN, 

mARN, cADN, ADN o PCR son hibridados 

con un chip de microarreglo, el cual provee de 

una señal cuando el ácido nucléico que se está 

rastreando se encuentra presente. 

Permite un análisis de alta 

definición y es útil para el 

estudio de expresión de genes. 

Los resultados son 

únicamente semi-

cuantitativos, la 

elaboración de los 

microarreglos es 

complicada, y se requiere 

de un equipo muy costoso. 
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La tabla 10 presenta algunas de las técnicas pre-genómicas aplicadas sobre CCM y 

los resultados obtenidos en otros estudios, cuya finalidad fue la identificación de los 

miembros predominantes en la biopelícula establecida en sus sistemas. 

 

Tabla 10. Técnicas pre-genómicas para identificación de electrogénicos en CCM. 

Técnica Descubrimientos Referencia 

Biblioteca de 

clonas 16 

rDNA y 

MPN-PCR 

Los principales miembros en la comunidad de la CCM que 

empleo un inóculo de sedimentos marinos fueron 

Proteobacterias, y específicamente, un alto porcentaje de 

Desulfuromonas acetoxidans. 

15 

16 

Biblioteca de 

clonas 16 

rDNA y 

MPN-PCR 

La composición de la biopelícula cambió dependiendo del 

origen del inóculo; sin embargo, Geobacteraceae  siempre se 

encontró presente. 

17 

Biblioteca de 

clonas 16 

rDNA 

Los principales miembros de la comunidad en una CCM 

alimentada a base de etanol fueron Proteobacterias, Azoarcus 

spp. y Desulfuromonas spp. 

5 

DGGE 

Los principales miembros en la comunidad fueron Geobacter 

sulfurreducens (>99% de similitud) y una clona no cultivable 

del filum Bacteroidetes; se favoreció la proliferación de 

Firmicutes cuando la CCM fue alimentada con glucosa. 

4 

Biblioteca de 

clonas 16 

rDNA 

Los miembros mayoritarios de la comunidad bacteriana presente 

en una CCM alimentada con glucosa, pertenecían a los filotipos 

de γ- y β-Proteobacteria, o Firmicutes. 

71 

Biblioteca de 

clonas 16 

rDNA y 

DGGE 

Emplearon agua de río o agua residual sintética como 

combustible, observaron un desarrollo de las comunidades 

microbianas muy diferente para cada uno de estos. En la CCM 

alimentada por agua de río predominaron γ-Proteobacterias y β-

Proteobacterias, mientras que en la alimentada por agua residual 

sintética las α-Proteobacterias fueron las que dominaron. 

11 

DGGE 

Los principales miembros de la comunidad bacteriana fueron de 

Firmicutes (especies: Clostridium, Eubacterium, Enterococcus y 

Lactobacillus), γ-Proteobacterias (Pseudomonas spp.) y Β-

proteobacterias (Alcaligenes spp.) 

130 

Biblioteca de 

clonas 16 

rDNA y qRT-

PCR 

Geobacter spp. fueron dominantes en la comunidad. Al reducir 

el potencial anódico se observó un incremento en el porcentaje 

de Geobacter spp. 

10 
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1.10 Microscopía electrónica de barrido (MEB)  

Otro aspecto de gran importancia en la realización de estudios de caracterización sobre 

las comunidades microbianas en las CCM, es la determinación morfológica de las mismas. 

Para tal fin, la microscopia electrónica de barrido (MEB) se presenta como una herramienta 

útil. El MEB es uno de los dos modos de microscopia electrónica (ME), capaz de 

proporcionar visualizaciones de bacterias de manera detallada. El segundo método de 

utilidad es la denominada microscopia electrónica de transmisión (MET).
137

 

 La MEB es relativamente sencilla y los resultados son fáciles de interpretar, dado a 

que los microorganismos son visualizados como objetos tridimensionales (3-D) (Figura 

16).
135

 

 

Figura 17. MEB de la biopelícula establecida a los 36 días en una CCM (tipo PEM) alimentada con 

hidrolizado de trigo y ARS. Aumento 6000 X, a 40KV. Escala 1µm.
135 

Se pueden visualizar muestras por MEB convencional de dos maneras: muestras de 

bacterias previamente fijadas, deshidratadas y desecadas; o bien muestras crio-fijadas a 

bajas temperaturas, por debajo de los -120 °C, por medio de crio-MEB. Ambas técnicas son 

llevadas a cabo mediante el depósito de las muestras en una cámara de vacío.
137

 

La preparación de una muestra para su observación por el método de deshidratación y 

desecación, consiste en la extracción del o los microorganismos para su fijación, 

posteriormente se lleva a cabo una deshidratación con etanol hasta llegar a su punto crítico, 

y se pasan a una cámara de vacío donde se lleva a cabo un bombardeo con partículas de oro 

para poder finalmente realizar la MEB y tomar fotomicrografías de los microorganismos a 

un voltaje de aceleración apropiado. Algunos de los anteriores pasos mencionados, pueden 

afectar la visualización de ciertas estructuras de los microorganismos, tales como flagelos 
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bacterianos o bien la distorsión de la membrana celular. El baño de oro (deposito de una 

capa de 20 nm de espesor), puede oscurecer estructuras finas tales como: pili y fimbrias. 

Sin embargo, en caso de presentarse dichos contratiempos, existe la posibilidad de emplear 

MET por medio de una tinción negativa o sombreado con platino.
137

 

Por lo general, se estipula la obtención de muestras con un espesor no mayor a 2 mm y 

con dimensiones de 10 mm. x 10 mm.,
137

 no obstante dicha recomendación no es del todo 

estricta ya que en la mayoría de las muestras analizadas de CCM se emplean cortes sin 

importar el espesor de la muestra,
135

 obteniendo buenas imágenes de microscopía a pesar de 

exceder dicho espesor. Otra forma de llevar a cabo la observación de los microorganismos 

en el electrodo es tomando una muestra de la biopelícula y depositarla en filtros de 

microporo de 0.2 µm, como en el caso de Park et al.(2001) quienes fijaron las células con 

glutaraldehído al 2 % en un buffer 100 mM HEPES, a un pH de 6.8 y con MgCl2 2 mM, 

durante 1 hr.. Posteriormente se fijan durante 2 hrs en OsO4 al 1 %. 

Para muestras de microorganismos sobre materiales sólidos, se recomienda realizar una 

fijación en amortiguadores a una concentración de 0.1 M y un pH de 6.5-7.0, tales como el 

glutaraldehído del 2 al 3%, en períodos de 5 min. a 24 hrs.
138

 Si los constituyentes de la 

muestra no se encuentran conformados por proteínas, y consisten en lípidos o polisacáridos, 

se recomienda realizar una posterior fijación con tetróxido de osmio (OsO4) o rojo de 

rutenio. Aunque los dobles enlaces (-C=C-) en ácidos grasos insaturados reaccionan con el 

tetróxido de osmio, el osmio puede ser fácilmente removido mediante una hidrólisis 

espontánea subsecuente. Esta resulta en la formación de un diol y la liberación de trióxido 

de osmio (OsO3).
139
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JUSTIFICACIÓN 

Son pocos los estudios realizados respecto al análisis de la sucesión de los 

consorcios bacterianos mixtos, la relación entre su composición y el desempeño de las 

CCMs. El análisis de los microorganismos mayoritarios presentes durante los períodos de 

mayor generación de potencia en la CCM, contribuye al área de conocimiento que 

promueva la proliferación de las comunidades bacterianas de interés, para un mejor 

desempeño en este tipo de sistemas bioelectroquímicos.  

La importancia de este estudio reside en la aportación de conocimiento referente al 

análisis de la sucesión de la comunidad bacteriana mayoritaria en una CCM y la evaluación 

simultánea sobre el desempeño de la misma. 

 

 

HIPÓTESIS 

 Se espera un cambio en la composición de la biopelícula en las cuatro fases de 

estudió planteadas, con una tendencia hacia el enriquecimiento de alguna de las bandas  

identificadas mediante el análisis de DGGE, esperando encontrar una correlación entre 

dicho enriquecimiento y los puntos de mayor generación de densidades de corriente y 

potencia, los tipos de mecanismos de transferencia de electrones observados y la 

disminución de pérdidas dentro de la CCM. 
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CAPÍTULO 2 

METODOLOGÍA 

 

2.1 Diseño de la CCM. 

La CCM fue elaborada con piezas de acrílico de 6 mm de espesor. Las piezas fueron 

fijadas mediante cemento de acrílico. Las cámaras anódica y catódica tuvieron forma 

semicircular, con una capacidad de 125 ml (volumen útil: 110 ml) (figura 18 y 20). El área 

efectiva de la membrana (Nafión® 117), previamente activada
10, 70

, fue de 18.9 cm
2
. El 

soporte de la membrana (figura 19) constó de dos piezas de acrílico perforadas, con un 

empaque de poliuretano para fijar la membrana y evitar fugas. Se emplearon tornillos tipo 

allen y tuercas de acero inoxidable, al igual que empaques circulares de respaldo para la 

unión de las piezas desarmables de la CCM. Para asegurar el correcto sellado de las tapas 

en las cámaras y las condiciones de anaerobiosis de la CCM, se colocaron empaques de 

poliuretano y fueron atornilladas en la parte superior de las mismas (figura 18). 

 

Las tapas de las celdas tuvieron puertos para los electrodos de trabajo, referencia, 

contraelectrodo, la alimentación y obtención de muestras de análisis, así como para el 

difusor de oxigeno en el cátodo. Los orificios diferentes a los electrodos de los ánodos y 

cátodos fueron sellados temporalmente con septums de polianilina, recubiertos de silicón. 

El cable de unión de los electrodos se recubrió con Termofit®, y se fijaron a la tapa con 

resina epóxica, a 1.6 cm de distancia respecto a la membrana y con una separación de 3.2 

cm entre sí. Las conexiones externas fueron hechas de malla de acero inoxidable 

(entramado de 400 ∙ 400) con hilo de nylon, y recu iertas nuevamente con Termofit® 

(figura 18). El electrodo del ánodo se elaboró con tela de carbón (1.5∙6 cm; 9 cm
2
), en el 

caso del cátodo se usó carbón activado (30 gr, sin catalizador) empleando como colector 

malla de acero inoxidable (entramado de 400∙400) 
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Figura 18. Celda ensamblada 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Soporte de la membrana. 

 

Figura 20. Configuración de cámara anódica y catódica. 

Soporte de tapa  

 
Cámara anódica 

(115 ml) 

 

Recubrimiento de termofit 

 

Electrodo 

 

Soporte de 

membrana 

 

Soporte de membrana 

(Área efectiva de 18.9 cm
2
) 

Canal para empaque 

de poliuretano 

Orificio encordado 

para tornillo 

Base de cámara 

anódica y catódica. 
Orificio encordado para 

unión con tornillos 

Cara externa del 

soporte de membrana 
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2.2 Pruebas de estanqueidad, inicio de las CCMs y determinación de las fases de estudio. 

Previo a la experimentación, se realizaron pruebas de estanqueidad con la finalidad 

de identificar y reparar presencia de fugas en la CCM. Inicialmente, se empleó un molde de 

acetato para simular la membrana colocada en el soporte de ensamble. Las CCM fueron 

llenadas con agua, adicionándoles naranja de metilo y azul de metileno como colorantes, 

para determinar si existían fugas dentro (entre cámaras) y fuera de ellas, con mayor 

facilidad (figura 21). Para evaluar fugas en las tapas se procedió a colocar la CCM de forma 

invertida (figura 22). 

 

 

Figura 21. Pruebas de estanqueidad de las cámaras de la CCM. CNM: Colorante naranja de metilo. 

CAM: colorante azul de metileno. 

 

CNM CAM 
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Figura 22. Pruebas de fugas en las tapas de la CCM. 

Posterior a las pruebas de estanqueidad, se procedió al inicio de la experimentación 

de las 9 CCM, inoculando 8 con 88 ml de inóculo mixto, 20 ml de buffer de fosfatos de 

sodio (Na2HPO4, 4.09 g/L y NaH2PO4·H2O, 2.93g/L)
33

 y 2 ml de ARS con acetato 

(6g/L).
136,143

 Una CCM fue empleada (paralelo a la experimentación) sin inóculo y 

alimentación, bajo las mismas condiciones como blanco. Se realizaron curvas de 

polarización semanalmente para determinar las fases de estudio cuando se presentara algún 

incremento o decrementos significativo en cuanto a la densidad de corriente y de potencia 

generadas. Dicho incremento o decrementos significativo se determinó estadísticamente 

mediante un análisis de estadístico de ANOVA (software: Statistica® versión 8), con un 

nivel de confianza del 95%; resultando así 4 fases de estudió en total a lo largo de la 

experimentación (140 días) como se observa en la tabla 11. 

Para el desarrollo del presente estudio, se realizó una modificación de la 

metodología propuesta por Ishii et al. (2008). La adquisición de datos del desempeño de la 

CCM, en función de pruebas químicas, electroquímicas microbiológicas (DGGE y SEM) 

de las cuatro fases de estudio, se llevó a cabo como se plantea en la tabla 11.  

Base de la CCM 

Tapas de la CCM 
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Tabla 11. Pruebas realizadas con relación a las fases de análisis planteadas para el presente estudio 

 

 

 

 

 

Se construyeron 9 CCM: 4 para la identificación bacteriana, 4 para pruebas 

químicas y electroquímicas, y 1 blanco experimental, para las 4 fases de estudio como se 

observa en la figura 23. 

 

Figura 23. Diagrama general del diseño experimental. 

Todas las CCM, fueron iniciadas y operadas de igual forma. La toma de muestras se 

realizó al finalizar cada una de las cuatro fases de estudio. Se utilizaron 4 CCM para la 

evaluación del desempeño, con la finalidad de no alterar la biopelícula en cada una de las 

cuatro fases de estudio, por la aplicación de técnicas electroquímicas. 

9 CCM 

1 CCM Blanco 
VCA, pH, densidad de corriente y 
potencia y pruebas electroquímicas 

4 CCMs 

Pruebas químicas, físicas, 

eléctricas y 

electroquímicas 

DQO, AGV, análisis de gases, 
temperatura y pH; PCA, densidad de 

corriente y potencia, VC e impedancia 

4 CCMs 

Pruebas microbiológicas 

DGGE, microscopia electrónica de 
barrido 

 

Días 
Pruebas químicas y 

electroquímicas 

Pruebas 

microbiológicas 

Inóculo 0 No Sí 

1 0-63 Sí Sí 

2 64-77 Sí Sí 

3 78-105 Sí Sí 

4 106-140 Sí Sí 

Réplicas 

Determinaciones por fase de estudio 

Parámetros 

de evaluación 

Fases de 

estudio 
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2.3 Inóculo y fuente de carbono. 

 En el presente estudio se empleó un inóculo mixto nativo anaerobio, de acuerdo a la 

experimentación previa realizada por Alzate et al. (2008). Se alimentó la CCM con agua 

residual sintética (Na2HPO4, 4.09 g/L y NaH2PO4·H2O, 2.93g/L)
33

, empleando acetato (6 

g/L)
136,143

 como fuente de carbono. 

2.4 Modo de operación de la CCM. 

Se empleó un anolito acuoso con la siguiente composición: Na2HPO4, 4.09 g/L y 

NaH2PO4·H2O, 2.93g/L.
33 

El compartimiento del ánodo fue burbujeado con gas nitrógeno 

para desplazar el oxigeno presente previo al cierre del ánodo y cada vez que se tomaron las 

muestras. El pH fue cercano a neutro, ajustándose con un buffer de KHCO3 y K2CO3 (0.2 

M) según Fan et al. (2007) y Puig et al.  (2010). 

En el compartimiento del cátodo se empleó un buffer de fosfato de potasio (50 mM) 

como catolíto de acuerdo a Zang et al. (2010) y Erable et al. (2009), manteniendo un pH de 

4 a 5 mediante buffers de KHCO3 y K2CO3 0.2 M
144-145

. Para su aireación se utilizó una 

bomba de aire marca RESUN®, modelo AC-9602, de 3.5 L/min.
64,146

 

Se alimentó cada 24 hrs con ARS con acetato (6 g/L) como fuente de carbono.
136,143 

La temperatura de trabajo fue de 27±2°C.  

2.5 Evaluación del desempeño de la CCM. 

Las mediciones de los parámetros se llevaron a cabo de la siguiente manera: 

2.5.1 Pruebas químicas y físicas 

 Demanda química de oxigeno 

Las muestras se obtuvieron del anolito retirado previo a la alimentación de las 

CCM. El análisis de las muestras se realizó al finalizar cada una de las fases de estudio, 

empleando la técnica de oxidación de dicromato de potasio de solución digestiva (reactivo 

de DQO de alto rango de 0 a 15,000 ppm). Se empleó un reactor digital DRB 200 marca 

Hach, y un colorímetro Thermo Electron Corporation ORION AQUAfast II™.
148

 



Estudio del desempeño electroquímico y microbiológico…                                    Diana E. Sánchez-Herrera 

54 

 

 Ácidos grasos volátiles 

Las muestras se obtuvieron del anolito retirado previo a la alimentación de las 

CCM, analizándose aquellas correspondientes a cada una de las fases de estudio. Sé filtró 

una muestra obtenida del anolito en papel microporo, posteriormente se realizó el análisis 

de la muestra con un detector FID en un cromatógrafo de gases Pekín Elmer Clarus 500 

(columna EC-1000, Altech).
148 

 Análisis de gases (presencia de hidrógeno y metano) 

Por cada una de las fases de estudio, se tomaron muestras de gas (1 ml) del espacio 

libre entre el anolito y la tapa de la cámara anódica, con una jeringa para gases (Sigma 

Aldrich, capacidad de 5ml). Posteriormente, se inyectó la muestra al cromatógrafo de gases 

(Perkín Elmer Clarus 500), empleándose una columna molsieve5A para el TCD (Thermal 

Conductivity Detector) de acuerdo a los procedimientos establecidos por la APHA (2005). 

 Temperatura y pH 

Las muestras se obtuvieron del anolito retirado previo a la alimentación de las 

CCM. Se empleo un equipo multiparamétrico Thermo Scientific Orion® (PerpHect 

LogRmeter, modelo 350), dichos parámetros fueron determinados, de forma diaria, de 

acuerdo a APHA (2005). 

2.5.2 Pruebas eléctricas y electroquímicas 

En el caso de las mediciones eléctricas de voltaje para el cálculo de la corriente, 

densidad de potencia y corriente, se empleó un multímetro Fluke® (Modelo 117). Mientras 

que para las pruebas electroquímicas de voltametria cíclica y la espectroscopia de 

impedancia electroquímica se empleó un potenciostato BioLogic, modelo VSP (Science 

Instruments) y el software EC-Lab® (versión 10.18) para el análisis de los datos.  

 Potencial a circuito abierto (PCA) 

Para la medición diaria del PCA, se empleó un multímetro Fluke® (Modelo 117). 

Dicha medición se llevó a cabo de manera previa a la alimentación de la CCM, cada 12 hrs. 

Este lapso de tiempo para la medición del PCA, fue establecido tomando en cuenta la 
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lectura del PCA máximo obtenido a lo largo de las 24 hrs del ciclo semi-bach, monitoreado 

mediante el multímetro Fluke® (Modelo 117), conectado mediante USB a una PC para la 

adquisición de datos mediante el software MUL-600 (versión 2.0).. 

 Cálculo de corriente  

El cálculo de la corriente se realizo semanalmente, empleando resistencias externas 

de 2180, 1790, 1493, 1204, 995 y 382 Ω. La corriente generada en la CCM se calculó por 

medio de la caída del voltaje a través de la resistencia (ley de ohm), como: 

  I = ECCM/Rext     (14) 

Donde; I es la corriente generada por la CCM (A), ECCM el voltaje medido a circuito 

abierto (V), Rext la resistencia externa empleada (Ω).
 21 

Nota: Dichas resistencias fueron seleccionadas con base a análisis previos a la 

experimentación en una CCM prueba operada e inoculada bajo las mismas condiciones 

experimentales, durante 9 meses, a la cual se realizo una curva de polarización empleando 

resistencias externas de 2.5 Ω, 10.7 Ω, 68 Ω, 100 Ω, 276.8 Ω, 382 Ω, 995 Ω, 1182 Ω, 1204 

Ω, 1493 Ω, 1790 Ω, 2180 Ω, 3280 Ω, 4670 Ω, 6800 Ω y 10 kΩ, Las resistencias que no 

provocaron la desestabilización de la CCM por la pérdida total o variación contante de la 

corriente generada, fueron las seleccionadas para el cálculo de la corriente, densidad de 

corriente y de potencia. 

 Densidad de corriente 

Se calculó semanalmente, en función al área del ánodo, por medio de la siguiente 

ecuación:

 

 

      IAn=
I

 IAn
    (15) 

Donde; IAn es la densidad de corriente anódica (mA/m
2
), I es la corriente (mA) y 

AAn el área del ánodo.
21 
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 Densidad de potencia  

La densidad de potencia se cálculo semanalmente, empleando la siguiente ecuación: 

    PAn=
    

 

AAn∙Rext
     (16) 

Donde PAn es la densidad de potencia anódica (W/m
2
), ECCM es el potencial a 

circuito abierto de la CCM (V), AAn es el área del ánodo (m
2
) y Rext es la resistencia externa 

empleada (Ω).
 21

 

 Eficiencia de coulómbica (EC) 

Se obtuvo el porcentaje de eficiencia coulómbica, al finalizar cada fase de estudio, 

con base en la siguiente ecuación: 

       %EC=
MIt A

F VAN∆DQO
   100    (17) 

Donde; M es el peso molecular del sustrato (acetato, g/Mol), I es la densidad de 

corriente máxima (A/m
2
), tb tiempo del ciclo batch (24 h), A es el área del ánodo (m

2
), F es 

la constante de Faraday (98 485C/Mol de electrones), b es el número de moles de 

electrones producidos por mol de sustrato (8 Mol de electrones por Mol de acetato), VAN es 

el volumen de operación del ánodo (L) y ΔDQO es la diferencia en DQO del afluente con 

respecto al efluente.
149 

 Voltametría cíclica (VC) 

Se realizó al finalizar cada fase de estudio, a media celda (ánodo), biopelícula y 

anolito, empleando un potenciostato BioLogic, modelo VSP (Science Instruments). El 

barrido de potenciales se realizó de -0.7 V a 0.7 V (vs Calomel saturado).
140

 Con una 

velocidad de barrido de 10 mV s
-1

.
47 

Para el análisis de datos se utilizó el software EC-

Lab® (Versión 10.18), realizándose en el mismo la conversión pertinente para la 

presentación de los resultados reportados respecto al electrodo estándar de hidrógeno. 

De acuerdo a la metodología propuesta por Zhao et al. (2008) para la identificación 

de la presencia de mecanismos directos de transferencia de electrones, se realizó una VC a 

la biopelícula, retirándose el electrodo dentro de una cámara de anaerobiosis y colocándolo 
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en una CCM réplica reemplazando el anolito con un buffer de fosfato de sodio (Na2HPO4, 

4.09 g/L y NaH2PO4·H2O, 2.93g/L).
33

 Para la identificación de la presencia de mecanismos 

indirectos de transferencia de electrones, se realizó una VC al anolito, retirándolo con una 

jeringa de 50 ml, hasta vaciar el volumen efectivo de 110 ml inyectándolo en una CCM 

réplica con un electrodo estéril, dentro de una cámara de anaerobiosis.
44

 

La configuración de los electrodos empleada para cada estudio se puede ver en la 

tabla 12. 

Tabla 12. Arreglo de electrodos para los estudios realizados 

Estudio Electrodo de trabajo 
Electrodo de referencia 

(Calomel saturado) 

Contraelectrodo 

(Alambre de platino) 

 Cámara anódica Ánodo Cámara anódica Cámara anódica 

Biopelícula Ánodo Cámara anódica Cámara anódica 

Anolito 
Ánodo (electrodo sin 

biopelícula) 
Cámara anódica Cámara anódica 

 

 Espectroscopia de impedancia electroquímica 

De acuerdo a la metodología modificada de Ramasamy et al. (2009), se llevaron a 

cabo pruebas de impedancia en la cámara catódica (anolito y biopelícula), el anolito en 

ausencia de la biopelícula (electrodo estéril) y la biopelícula en ausencia del anolito con las 

probables especies redox y microorganismos suspendidos, empleando el mismo 

procedimiento realizado en los estudios de voltamperometría cíclica, con el propósito de 

observar las pérdidas ocasionadas por el anolito y la biopelícula, y su interacción en el caso 

de la cámara anódica. Se utilizó un arreglo de tres electrodos (tabla 12). La frecuencia fue 

variada de 10 kHz a 10 mHz, con una amplitud de ± 10 mV.
151

 Este intervalo de frecuencia, 

ha sido propuesto por Barsoukov y McDonald (2005), con el propósito de identificar 

procesos de transferencia de carga presentes en este tipo de sistemas biológicos. Se propuso 

un circuito equivalente de acuerdo a los elementos encontrados mediante el análisis de los 
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diagramas de Nyquist, identificando cada uno de acuerdo a lo establecido por Yuan et al. 

(2010), Orazem y Tribollet (2008) y Ramasamy et al. (2008). Para el análisis de datos se 

utilizó el software EC-Lab® (Versión 10.18). 

2.6 Identificación microbiana 

 Toma de muestra de la CCM 

De acuerdo a la metodología de Reimers et al. (2007), se empleó material 

esterilizado, y se procedió a remover el ánodo de tela de carbón, mediante el uso de pinzas 

de disección. Dos secciones de 1cm
2
 fueron cortadas empleando tijeras de cerámica, para 

las tomas de microscopia electrónica de barrido. Para los análisis de extracción de ADN se 

realizaron raspados del ánodo removido, empleando hojas de afeitar en el caso de las 

muestras tomadas del electrodo. Las muestras fueron preservadas a -50 °C dentro de viales, 

con una solución 1:1 de etanol y un buffer salino de fosfato iso-osmótico. Se tomo una 

muestra de 10 ml del anolito, preservadas a -80 °C dentro de viales, con una solución 1:1 de 

etanol.
35 

 Procesamiento de las muestras del electrodo y anolito. 

Se centrifugaron alícuotas de 2 ml a 4,000 g. Se descartaron los sobrenadantes y 

cada pastilla se resuspendió con 5ml de agua residual sintética. Se dispensaron alícuotas de 

1 ml en tubos Eppendorf y se almacenaron a -80°C hasta su uso.
147

 

 Extracción de ADN 

De acuerdo a Alzate et al. (2010), el método empleado fue el siguiente: 

Las paredes bacterianas se rompieron mediante choque térmico congelando y 

descongelando repetidas veces, al menos 3 veces por 3 min cada vez. Inmediatamente se 

adicionó un amortiguador Tris-HCL (pH 7.0), conteniendo EDTA (1 mM) y 2-

mercaptoetanol (0.5%). Se procedió a aplicar otro choque térmico, adicionándole un 

amortiguador de extracción a pH 7.0. 

 Posteriormente el ADN fue lavado con cloroformo-alcohol isoamílico (24:1). Se 

recuperó la fase acuosa y se transfirió a un tubo Eppendorf nuevo. Posteriormente se 
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precipitó el ADN de dicha fase por medio de la aplicación de 0.6 volúmenes de alcohol 

isopropílico, durante 30 min. La pastilla obtenida fue lavada con etanol al 70%, y se dejó 

secar durante 5 min a temperatura am iente. Posteriormente fue resuspendida con 20 μl de 

agua estéril. Se tomó una alícuota de 5 μl y se adicionó 0.5 μl de ARNasa libre de ADNsa 

(―stock‖ 20mg/ml) para eliminar ARN, dejándose incubar a 37°C durante 1 h. La muestra 

incubada se empleó para las reacciones de amplificación por PCR. 

 Amplificación de fragmentos de ADNr 16S 

A partir de los ADN genómicos (ADNg) obtenidos en las muestras de estudio, se 

amplificaron fragmentos de los genes que codifican el ARN ribosomal 16S de las regiones 

V1 a V5. Para ello se emplearon los cebadores V1F (5´AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y 

V5R (5´CCGTCAATTCCTTTGAGTTT),
195

 los cuales amplificaron un producto de 

aproximadamente 880 pb. Para facilitar el manejo interno de los cebadores, los nombres 

fueron cambiados de los que se emplean en la literatura (27F: V1F; 907R: V5R). 

La reacción se realizó en un volumen de 25 µl: 2.5 µl de buffer amortiguador (10x 

invitrogen), 0.75 µl de MgCl2 (1.5mM), 0.5 µl de dNTP’s (0.2mM), 1µl de cada ce ador, 

0.14 µl de Taq polimerasa, 0.2 µl de ADNg y agua ultra pura hasta ajustar el volumen. El 

programa para la reacción del PCR fue: 94 °C (5min), seguido por 30 ciclos de 94°C 

(40seg), 50 a 53 °C (1 min) y 72 °C (1 min), y una extensión de 10 min a 72°C. Al final, las 

reacciones de PCR se enfriaron a 10°C. El resultado de la amplificación fue analizada en 

gel de agarosa al 1% conteniendo 0.03% de bromuro de etidio. Después de la electroforesis, 

el gel fue visualizado y documentado en un GelDoc (Biorad). 

 Reamplificación para el análisis por DGGE 

Se amplificó la región hipervariable V3-V5 [aprox 600pb (586pb en E. coli)] de los 

ADNr 16S. La reacción de PCR se realizó en un volumen final de 25 µl conteniendo 1µl 

del producto de la reacción obtenida con los cebadores V1F y V5R. Se adicionó 0.5 µl de 

dNTP’s (0.2 mM), 1 µl de cada ce ador, 3 µl de MgCl2, 2.5 µl  de amortiguador (10x 

invitrogen), 0.2 µl de Taq polimerasa y agua hasta ajustar el volumen.  
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Las parejas de cebadores que se emplearon fueron V1F  5-AGA GTT TGA TCC TGG CTC 

AG-3
195 

y V5R 5´-CCG TCAATT CCT TTG AGT TT-3´,
196

 V3F 5´-

CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCTGCTGCCTCCCG

TAGG-3´
197

 y V5R 5´-CCG TCAATT CCT TTG AGT TT-3´.
196

 

El programa para la reacción de PCR ―touchdown‖ fue: 94°C durante 5 minutos 

(desnaturalización), seguido por 10 ciclos de 94°C (1 minuto), con ―touchdown‖ 

disminuyendo 1°C cada ciclo, de 65°C a 55°C (1 minuto cada vez) y extensión de 72°C 

durante 1 minuto, seguido por 20 ciclos de 94°C (1 minuto), 55°C  (1 minuto) 72°C (1 

minuto), y al final 10 minutos de extensión a 72°C, y posteriormente enfriado a 10ºC.
152

 

El resultado de la amplificación fue analizada en gel de agarosa al 1% conteniendo 

0.03% de bromuro de etidio. Después de la electroforesis, el gel fue visualizado y 

documentado en un GelDoc (Biorad). 

 DGGE: Análisis de los fragmentos del ADNr 16s. 

Se empleó un gel de 6% de poliacrilamida, para los amplicones V3F y V5R, con un 

gradiente de desnaturalización del 30 al 70%. La resolución de los amplicones se realizó a 

60°C y a 6V durante 16-18h. Se empleó un amortiguador TAE 1X. Al final el gel fue 

teñido durante 30 min en una solución 0.1% de SyBRGreen. El resultado fue visualizado y 

documentado en GelDoc (Biorad).
 152 

Las bandas más abundantes fueron cortadas del gel, eluidas y reamplificadas empleando 

los cebadores respectivos usados para la reamplificación por nested. Los productos de PCR 

fueron enviados para su secuenciación a Macrogen Inc. (Seoul, Korea). 

 Análisis bioinformático 

Las secuencias fueron analizadas por medio de BLASTx y tBLASTx
197

 en la base 

de datos del  anco de genes (―GenBank‖) del Centro Nacional de Información 

Biotecnológica (NCBI, por sus siglas en inglés; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/); también se 

analizaron empleando la herramienta de clasificación del ―Ri osomal DataBase Project, 

RDP‖.
153

 Las secuencias con mayor homología fueron obtenidas de la base de datos del 

RDP
154,155

 y/o del ―GenBank‖.  
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2.7 Análisis de microscopía 

 Se tomó una muestra por medio de la disección de 1cm
2
 del ánodo, como se 

mencionó anteriormente. Las muestras se fijaron en una solución de 2.5% de glutaraldehído 

de 24 a 48 hrs.
83

 De acuerdo a Bretschger (2008), se llevó a cabo una deshidratación por 

medio de la aplicación de etanol a diferentes concentraciones, de la siguiente manera: 

 10% EtOH (durante 30 min) 

 25% EtOH (durante 30 min) 

 50% EtOH (durante 30 min) 

 75% EtOH (durante 30 min) 

 95% EtOH (durante 30 min) 

 100% EtOH (2 veces por 30 min) 

Posteriormente las muestras fueron tratadas con un baño controlado de oro, para 

hacerlas conductivas y después se procedió a llevarlas al microscopio electrónico para su 

análisis. Se utilizó un microscopio electrónico de barrido de presión variable marca Jeol, 

modelo JSM-6360 LV.
140
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CAPÍTULO 3 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1 Densidades de corriente y de potencia, potencial a circuito abierto y pH 

Como se observa en la figura 24, se presentó una diferencia en cuanto a la densidad 

de corriente y potencia obtenida a las 9 semanas, alcanzando una máxima de 210.88 mA/m
2
 

y 15.32 W/m
2
 respectivamente; posteriormente a las 11 semanas se observó un incremento 

en la densidad de potencia por 22.58 W/m
2
, y un decremento de 7.27 mA/m

2
 en la densidad 

de corriente; este periodo es el que se definió como la segunda fase de análisis. A las quince 

semanas se observó un incremento en la densidad de potencia de 2.90 W/m
2
 y un 

decremento significativo en la densidad de corriente de 12.10 mA/m
2
; se seleccionó esta 

etapa como la tercera fase de estudio. A las 20 semanas se presentó un incremento 

significativo en la densidad de corriente por 155.49 mA/m
2
, y 27.48 W/m

2
 en la densidad 

de potencia; este correspondió a la cuarta y última fase de análisis del presente estudio. La 

disminución de la densidad de corriente en las fases II y III, pueden atribuirse a la 

disminución del potencial a circuito abierto (PCA), con respecto a las fases I y IV (figura 

24). Este tipo de tendencia se observó también en los estudios realizados por Mohan et al. 

(2009) quienes observaron un incremento en la densidad de corriente hasta alcanzar un 

máximo de 1220.7 mA/m
2
, paralelamente al incremento del PCA de 260 a 578 mV.  

Figura 24. Densidades de corriente y de potencia máximas, y potenciales de circuito abierto () 

obtenidos semanalmente. 
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La tendencia hacia el aumento en las densidades de potencia en función con el 

aumento del PCA (figura 24), se ha observado con anterioridad en estudios realizados por 

Zhang et al. (2011), quienes observaron un incremento en las densidades de potencia (0.95–

0.12 W/m
2
 y. 0.18–0.24 W/m

2
) cuando los PCAs incrementaron (232-284 mV y 311-339 

mV). 

La densidad máxima de potencia alcanzada en el presente estudio (68.28 W/m
2
, con 

una Rext de 1204 Ω) supera los valores reportados en la literatura que se encuentran en un 

intervalo de 0.11 a 1.33 W/m
2
, en los casos de CCMs sin catalizador en el cátodo,

166-169
 

mientras que las densidades de corrientes alcanzadas (figura 24) se encuentran dentro de las 

reportadas dentro del intervalo de 0.55 mA/m
2
 -538 mA/m

2
 para CCMs sin catalizador en 

el cátodo.
45, 167-170

 La máximas densidad de corriente obtenidas en las cuatro fases de 

estudio, se obtuvieron con una Rext de 382 Ω, dicho comportamiento se observado con 

anterioridad en los experimentos realizados por Jung y Reagan (2011) quienes atribuyen la 

generación de una máxima densidad de corriente (2484.5 mA/m
2
) al implemento de una 

Rext baja (150 Ω) la cual permite un flujo mayor de corriente, en comparación con la 

implementación de una Rext alta (9,800 Ω), la cual presentó una densidad de corriente 

menor por 244 mA/m
2
. 

Los potenciales medidos a circuito abierto en la CCM (figura 24) completa 

alcanzaron valores promedio de 615.08 mV en la fase I, 604.75 mV en la fase II, 616.82 

mV en la fase III y 654.03 mV en la fase IV. Los valores promedio de pH anódico fueron 

de 6.93 en la fase I, 6.97 en la fase II, 6.97 en la fase II y 7.16 en la Fase IV, 

manteniéndose un pH cercano a neutro a lo largo de la experimentación. En el caso del 

cátodo los pHs medidos fueron de 5.52, 5.78, 5.65 y 6.21 en las fases I, II, III y IV 

respectivamente, manteniéndose un pH relativamente alcalino a lo largo de las fases de 

estudio. Respecto a CCM tipo PEM sin catalizador en el cátodo, los PCA obtenidos en el 

presente estudio se encuentran por arriba de lo reportado por Mohan et al. (2008), quienes 

observaron un PCA máximo de 297 mV en CCM con manteniendo un pH anódico y 

catódico de 6, y un PCA máximo de 226 mV a un pH anódico y catódico de 7 (empleando 

un inóculo misto y acetato como fuente de carbono) También supera los PCA presentados 

en los experimentos de Biffinger et al. (2008), quienes empleando Shewanella oneidensis 
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MR-1 y acetato como fuente donadora de carbono obtuvieron PCAs máximos de 530 mV a 

un pH de 6, 470 mV a un pH de 7 y 450 mV a un pH de 5. El presente estudio presentó un 

PCA máximo (704 mV) cercano a los resultados reportados por Liu et al. (2011), quienes 

presentan un PCA de 695 mV a un pH de 6.9, con una CCM tipo PEM y un cátodo con Pt 

(0.5 mg/cm
2
) como catalizador. 

3.2 Demanda química de oxígeno 

La DQO removida en las diferentes fases fueron: fase I-93%; fase II-90%; fase III- 

84.6% y fase IV-86.5%. Estos superan la máxima DQO reportada (62.86%) en el caso de 

Mohan et al. (2010), quienes emplearon una CCM tipo PEM con cátodo aireado sin 

catalizador y residuos vegetales como fuente de carbono. También se encuentran por arriba 

del 84% reportado por Bakhshian  et al. (2011) quienes emplearon lacasa como catalizador 

en el cátodo y molasas como fuente de carbono. La DQO máxima alcanzada en el presente 

estudio (93%) se encuentra cercana a la máxima (98.1%) reportada por Martin et al. (2010), 

quienes utilizaron una CCM de una sola cama y cátodo aireado con 0.5 mg/cm
2
 de Pt como 

catalizador, y acetato como fuente de carbono. El decremento de la DQO en las fases III y 

IV, puede ser debido a que el desarrollo de la biopelícula en el electrodo sumado al 

incremento de los microorganismos suspendidos (en el anolito), como se ha observado en 

los estudios realizados por Biffinger et al. (2009), promueva el incremento de la carga 

orgánica y disminuya la DQO en el tiempo. 

3.3 Eficiencia coulombica, AGVs y porcentaje de CH4 e H2 

Se encontraron concentraciones de 0.01 mM para el ácido butírico y 0.003 mM para 

el ácido propiónico en las fases I, II, III y IV (figura 25), en el caso del ácido acético fue de 

0.0012 mM en la fase I, 0.0002 mM en la fase II, 0.0056 mM en la fase III y 0.0009 mM en 

la fase IV (figura 24). Dichos valores son despreciables si se considera la concentración de 

acetato inicial empleada en el presente estudio (73.14 mM), por lo cual se descartó la 

influencia de pérdidas en la EC por generación de productos metanogénicos. 
165

 La 

variación del acido acético en las cuatro fases, puede ser debido a la facilidad con la que 

este es aprovechado por los microorganismos exoelectrogénicos, tal y como se observa en 

los estudios realizados por Ok et al. (2010) quienes obtuvieron concentraciones menores a 
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0.2 mg/L de ácido acético, en presencia de hasta 0.8 mg/L de acido butírico y mayor a 0.8 

mg/L de ácido propiónico. Así mismo, las cantidades de H2 y CH4 de las muestras 

analizadas para cada una de las 4 fases, fueron despreciables (valores menores a 0.01 %, en 

todas las fases de estudio). Dichos resultados son menores a los reportados por Jung y 

Reagan (2011), en una CCM tipo PEM con catalizador de Pt en el cátodo (0.35 mg/cm
2
) y 

acetato como fuente de carbono, quienes encontraron un 6% de H2 y CH4 a una eficiencia 

coulómbica 6.4% mayor respecto a la máxima obtenida en el presente estudio (60.6%). 
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Figura 25. Concentración de ácidos grasos volátiles (butírico, propiónico y acético) presentes en 

cada una de las cuatro fases de análisis. 

 

3.4 Voltametría cíclica 

Blanco 

Los voltamperogramas obtenidos del blanco presentaron 2 picos de reducción como 

se muestra en la figura 26, estos no se encontraron en las pruebas realizadas a la cámara 

anódica (anolito y biopelícula), anolito o biopelícula durante las cuatro fases de estudio, 

con ello se descartan posibles interferencias en los resultados por reacciones de oxidación 

o reducción de algún material componente de la CCM al entrar en contacto con los 

amortiguadores empleados dentro de la misma.
189
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Figura 26. Voltamperograma del blanco CCM. J: densidad de corriente, Ewe: potencial en volts. A 

10 mV/s, con intervalo de potencial de -0.5 a 0.9 V vs NHE. 

Las posibles reacciones identificadas en cada una de las pruebas que se presentan a 

continuación, se explican mediante una revisión bibliográfica de picos de reacción 

obtenidos a potenciales similares vs NHE y a un pH de 7. Debido a que la finalidad de la 

aplicación de la VC en este estudio no fue la identificación del proceso de oxidación del 

acetato, si no identificar la presencia de mecanismos de transferencia de electrones y las 

probables reacciones involucradas, las pruebas se realizaron en cada una de las cuatro fases 

cada 24 h, antes de su alimentación tipo batch para eliminar la influencia de dicho factor en 

las pruebas. Este tipo de pruebas ya se han realizado con anterioridad en los estudios 

realizados por Marsili et al. (2008). 

Cámara anódica (anolito y biopelícula) 

En las figuras 27 y 28 se puede observar la evolución de los voltamperogramas a lo 

largo de las fases de análisis. El pico de oxidación en la fase I, ha sido previamente 

observado por Tsujimura et al. (2002) realizando un análisis de los mecanismos de 

transferencia directa de electrones empleados por Myrothecium verrucaria, inmovilizando 

la enzima diaforasa, uno de los sitios asociados a dicha enzima (T1) reportó un pico de 

oxidación a 0.42 V, al igual que el observado en el presente estudio. El pico presentado en 

la fase II a 0.42 V, ha sido previamente reportado por Madigan y Martinko (2006) en el 

caso de la actividad de citocromos aa3 en Paracoccus denitrificans.
183

 Esto puede ser un 

indicio de la posible aparición de dicho género microbiano a lo largo de las fases de 

0.25 V 

-0.20 V 
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estudio, expresando una actividad electroquímica por citocromos aa3. El pico a 0.12 V en la 

fase IV ha sido previamente reportado por Bernhardi e Inestrosa (2008) en el caso de los 

citocromos b
2
 Fe

3+
/Fe

2+
. 

 

Figura 27. Voltamperograma cámara anódica: Fase I, II y III. A 10 mV/s, con intervalo de 

potencial de -0.5 a 0.9 V vs NHE. 

 

Figura 28. Voltamperograma cámara anódica: Fase IV. A 10 mV/s, con intervalo de potencial de -

0.5 a 0.9 V vs NHE. 

Biopelícula 

La fase I no presenta actividad alguna dentro de la biopelícula en ausencia de las 

especies redox identificadas en el anolito. Sin embargo, se empieza a presentar actividad a 

partir de la fase II y III con la presencia de pequeños picos de oxidación (figura 29). 

Fase I 

Fase II 

Fase III 
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Nuevamente se muestra una mayor actividad en la fase IV (figura 30) donde se pueden 

observar claramente tanto un pico de oxidación como un pico de reducción a diferentes 

potenciales. En la fase II y IV se presenta un pico de oxidación (0.23 V) el cual 

probablemente se deba a la acción de ferrocitocromo c (Fe
2+

), el cual ha sido reportado por 

Garret y Griaham (2010) a un potencial de 0.23 V. El pico de reducción a -0.14 V (figura 

30) ha sido reportado por la actividad de Plastoquinona en los estudios realizados por 

Shibamoto et al. (2009), quienes analizaron el transporte de electrones hacia los citocromos 

b en Thermosynechococcus, mediante este pigmento en los procesos de fotosíntesis 

anaeróbica. En la fase III nuevamente se presentó el mismo pico de oxidación (0.12 V) que 

en la fase IV en la VC de la media celda. Como se discutió con anterioridad dicha actividad 

electroquímica ha sido reportada por Bernhardi e Inestrosa (2008) en el caso de los 

citocromos b
2
 Fe

3+
/Fe

2+
. 

Se observaron picos de reducción similares en las fases III y IV (0.001 V y 0.006 V 

respectivamente), los cuales se encuentran dentro del intervalo de 0.001 a 0.09 V, señalado 

por Garrett y Grisham (2010) en el caso del [FAD] que participa en la transferencia de 

electrones como mediador redox soluble. 

 
Figura 29. Voltamperograma biopelícula: Fase I, II, III y IV. A 10 mV/s, con intervalo de potencial 

de -0.5 a 0.9 V vs NHE. 

Fase I 

Fase II 

Fase III 
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Figura 30. Voltamperograma biopelícula: Fase IV. A 10 mV/s, con intervalo de potencial de -0.5 a 

0.9 V vs NHE. 

Anolito 

La actividad electroquímica de oxidación, presentada en el anolito en la fase I y fase 

II puede estar asociada con la presencia de Ferrocitocromo f (Fe
2+

), el cual ha sido 

reportado por Garret y Griaham (2010) a un potencial de 0.36 V. El pico de reducción a -

0.22 V observado en la fase I (figura 31) se encuentra reportado en la literatura debido a 

tres especies redox diferentes. Garret y Grisham (2010) atribuyen dicho potencial al FAD 

como coenzima libre, esta puede actuar como mecanismo de transferencia indirecta de 

electrones del anolito al electrodo. Rodríguez-Manzaneque (2002) plantea dicho potencial 

el caso de glutaredoxinas, observándolas en Saccharomyces cerevisiae bajo estrés en 

presencia de etanol; dichas enzimas intervienen en reacciones redox con la finalidad de 

proteger las células contra estrés oxidativo, manteniendo el estado redox del grupo 

sulfidrilo de las proteínas celulares.
177

 Richter  et al. (2009) también a encontrado este 

potencial por la actividad de nanocables, en los estudios realizados sobre los mecanismos 

de transferencia extracelular de electrones en una cepa de Geobacter sulfurreducens.  

En la fase II se encontró un pico de reducción a 0.26 V, dicho potencial ha sido 

observado en los estudios realizados por Widdowson y Anthony (1975), por la actividad de 

citocromos c, mediante un estudio realizado sobre la cadena transportadora de electrones en 
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Pseudomonas AM1. Se observó actividad electroquímica en el anolito de la fase III y IV 

(figura 31) presento picos de oxidación similares (0.52 y 0.50 respectivamente), dicha 

actividad no ha sido reportada en la literatura. 

 

Figura 31. Voltamperograma anolito: Fase I, II, III y IV. A 10 mV/s, con intervalo de potencial de -

0.5 a 0.9 V vs NHE. 

En el anexo 1 se puede ver un resumen (tabla 17) de los picos de reacción 

observados en el presente estudio y sus probables reacciones. 

3.5 Impedancia 

Se o tuvo la resistencia óhmica (RΩ), la resistencia por transferencia de carga (RTC) 

y la resistencia por difusión (RD) por medio del procesamiento de los resultados 

experimentales obtenidos mediante el software EC-Lab®, empleando el siguiente circuito 

equivalente. 

 
Figura 32. Circuito equivalente propuesto para el análisis de impedancia en las pruebas 

experimentales de cámara anódica, biopelícula y anolito. R1: resistencia óhmica. R2: resistencia por 

transferencia de carga. R3: resistencia por procesos de difusión. Q2: elemento de fase constante. 

W3: elemento de warburg. 

Fase I 

Fase II 

Fase III 

Fase IV 
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3.5.1 Selección de elementos del circuito equivalente. 

Para la selección de los elementos del circuito equivalente, se emplearon los 

diagramas de Nyquist (figuras 35, 37 y 39) obtenidos en cada una de las pruebas realizadas 

a la cámara anódica (anolito y biopelícula), anolito y biopelícula dentro de las cuatro fases 

de estudio. El primer elemento del circuito equivalente propuesto es una resistencia (R1), a 

la cual se le atribuyen las pérdidas ocasionadas por el electrolito, y se localiza en el primer 

punto experimental obtenido en los diagramas de Nyquist (figuras 35, 37 y 39) a una 

frecuencia de 100,000 Hz. Dicha resistencia también ha sido planteada por Yuan et al. 

(2010) al inicio de los diagramas de Nyquist y se le atribuyen las pérdidas ocasionadas por 

el electrolito y la membrana, en el caso de las celdas de combustible tipo PEM. En CCM 

dicha resistencia se ha utilizado como parte de los circuitos equivalentes en los estudios 

realizados por  He et al. (2008), Manohar et al. (2008)
209

 y Ramasamy et al. (2008 y 2009) 

Los diagramas experimentales de Nyquist (figuras 35, 37 y 39) muestran una 

depresión en el semicírculo generado de frecuencias altas a medias (100,000 -100 Hz)
189

. 

Este ―achatamiento‖ del semicírculo se ha observado en otros estudios de impedancia 

realizados por Ouitrakul  et al. (2007), He  et al. (2006) y Ramasamy et al. (2008 y 2009); 

quienes lo han asociado a la presencia de un elemento de fase constante (CPE, por sus 

siglas en inglés). Yuan et al. (2010), atribuye la presencia de un CPE, debido a la porosidad 

o rugosidad de los electrodos. De acuerdo a Yuan et al (2010), se corroboró la presencia de 

dicho CPE de acuerdo al valor de α, calculada por el software EC-Lab® (Versión 10.18). Si 

el CPE es capacitivo, entonces α>0.5, o por el contrario si este es resistivo, entonces α<0.5. 

En el caso de presentarse un α igual a -1 o 1, se descarta la presencia de un CPE y se 

plantea la presencia de un capacitor.
191 

En el presente estudio, en todos los casos el alfa 

calculada fue de 0.8 a 0.9. Al no encontrarse una α igual a 1 o -1, se corroboro la presencia 

de un CPE y se descartó la posibilidad de la presencia de un capacitor puro en el presente 

estudio. En paralelo a este elemento se planteó una resistencia (R2) correspondiente a las 

pérdidas ocasionadas por procesos de transferencia de carga en el electrodo. Esta 

resistencia ha sido anteriormente planteada en paralelo al CPE por Ramasamy et al. (2008), 
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quien presenta diagramas de Nyquist similares a los observados en el presente estudio 

(figuras 35, 37 y 39). 

Asimismo, se planteó la presencia de un elemento de warburg a bajas frecuencias 

(1-0.01 Hz), debido a problemas de difusión.
151

 En el presente estudio, dicho elemento se 

observa (figuras 35, 37 y 39) a partir de la frecuencia de 1 Hz hasta las más bajas 

analizadas en el presente estudio (de 0.1 a 0.01 Hz), de manera similar estudios realizados 

por Ramasamy et al. (2008) presentan este elemento. Yuan et al. (2010) y Orazem y 

Tribollet (2008), plantean la presencia de dicho elemento de forma gráfica en el diagrama 

de Nyquist, como una ―línea‖ con una inclinación que llega a formar un ángulo de 45° 

respecto al eje de la parte real de la impedancia (Z real), lo cual puede observarse en las 

figuras 34, 36 y 38 de los diagramas de Nyquist correspondientes a los estudios realizados a 

la cámara anodica, biopelícula y anolito. Paralelo a este elemento se plantea una tercera 

resistencia (R3) correspondiente a las pérdidas ocasionadas por procesos de difusión del 

sustrato en la CCM, esta se encuentra dentro de las mismas bajas frecuencias que el 

elemento de warburg y se plantea a frecuencias similares (1- 0.01 Hz) a las observadas por 

Ramasamy et al. (2009) quienes plantean dicha resistencia a frecuencias de 1 a 0.01 Hz, y 

le atribuyen a la misma las pérdidas ocasionadas por procesos de difusión debidos a la 

oxidación lenta del sustrato, este tipo de resistencia también ha sido observada previamente 

por He et al. (2008) y Manohar et al. (2008).
209 

3.5.2 Representaciones gráficas (Nyquist y Bode) y ajuste de datos al circuito 

equivalente 

Las pérdidas del sistema anteriormente detalladas, pueden ser vistas de forma 

gráfica en los siguientes diagramas de Nyquist y Bode, agrupando las fases de estudio con 

base en los datos obtenidos para el análisis de cámara anódica, biopelícula y anolito. Se 

marcan tres frecuencias características (como se mencionaron con anterioridad) a partir de 

las cuales se pueden observar las pérdidas de RΩ (100000 Hz), RTC (100000-100 Hz) y RD 

(100 a 10 ó 1 Hz).
188

 Representándose, en cada caso, con ―●‖ los datos experimentales y 

con ―x‖ los datos o tenidos por el ajuste de los mismos de acuerdo al circuito equivalente 
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anteriormente planteado. A continuación se presentan los resultados obtenidos del blanco, 

media celda, biopelícula y anolito. 

 Blanco 

De acuerdo a Ramasamy et al. (2009), se tomó como resultados del blanco a la 

impedancia realizada a la media celda de la CCM sin microorganismos, con la finalidad de 

comparar y observar la magnitud de las pérdidas ocasionadas en la cámara anódica 

inoculada, la biopelícula y el anolito. 

De manera gráfica podemos observar en la figura 33 que los componentes de la 

CCM (membrana, cámaras de acrílico, electrodo, etc) y su interacción con los buffers de 

fosfato de sodio, presentan perdidas óhmicas (frecuencia de 100000 Hz), de transferencia 

de carga (100 Hz) y de difusión (1 Hz).  

 

Figura 33. Diagrama de Nyquist del blanco, media celda. –Im(Z): impedancia parte imaginaria. 

Re(Z): impedancia parte real. 

En cuanto a los diagramas de bode, las pruebas realizadas al blanco presentaron un 

ángulo de fase, de acuerdo al ajuste, máximo de 56° (figura 34), mientras que las pruebas 

realizadas en cada uno de los estudios elaborados para las cuatro fases de análisis, 

reportaron un ángulo de fase máximo de 70° (figuras: 35, 37 y 39), siendo el blanco quien 

presentó un comportamiento más resistivo respecto a las CCM de prueba. Dichos 
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resultados resultan similares a lo reportado por Ramasamy et al. (2009) quienes presentan 

un ángulo de fase máximo de 20° en el caso del blanco, y un máximo de 40° respecto a los 

resultados de la cámara anódica; presentando de igual forma el blanco un comportamiento 

más resistivo en comparación con los datos experimentales obtenidos de la cámara anódica 

inoculada.
187

  

 

Figura 34. Diagrama de Bode: blanco. Phase (Z) deg: Ángulo de fase en °. Freq/Hz, log spacing: 

Logaritmo de la frecuencia en Hz. 

 Cámara anódica 

Hubo un incremento de la RΩ en la fase IV (4.5 Ω∙cm
2
) (figura 35 D), siendo la fase 

III la que menor RΩ presentó (2.1 Ω∙cm
2
) (figura 35 C). Las pérdidas debido a procesos de 

en la transferencia de carga y de difusión, disminuyen a lo largo de las cuatro fases de 

estudio, esto nos permite ver más de cerca el semicírculo y el inicio del elemento de 

warburg (figura 35). Dicha tendencia probablemente se deba al incremento de mediadores 

redox a lo largo de las fases de estudio, acelerado los procesos de transferencia de carga y 

de oxidación del sustrato. No se ha reportado dicha tendencia en la literatura debido a que 

los estudios de impedancia realizados a la cámara anódica, no se han llevado a cabo para la 

realización del análisis de las pérdidas en el tiempo, realizando pruebas únicamente en un 

punto a lo largo de la experimentación cuando se obtenían densidades de corriente o 

potencia máximas. Al respecto este tipo de estudios con las RΩ más bajas reportadas en el 

caso de CCM tipo PEM, Borole et al. (2010) reportaron una RΩ de 3 Ω a los 3 meses de 

operación en una CCM tipo PEM (Nafión 117 ®) con cátodo aireado, mientras que 

Ramasamy et al. (2009) obtuvieron una RΩ de 2 Ω a las 500 h de operación en una CCM 
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tipo PEM (filtro de policarbonato Millipore ®). En comparativa el presente estudio mostró 

resultados comparables en cuanto a las RΩ obtenidas respecto a las RΩ más bajas reportadas 

en CCM tipo PEM. 

 

 

Figura 35. Diagrama de Nyquist cámara anódica (A: fase I y B: fase II). 

A 

B 
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Continuación figura 35. Diagrama de Nyquist cámara anódica (C: fase III y D: fase IV). 

C 

D 
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En cuanto a los diagramas de bode, las pruebas realizadas en media celda 

presentaron un ángulo de fase máximo de 76° (figura 36 A) similar a los casos de las fases 

II y III (figura 36 B y C), mostrando un comportamiento menos resistivo en comparación 

con la última fase de estudio que presento un ángulo de fase de 57° (figura 36 D). Dicho 

comportamiento resistivo resulta similar en los casos de los estudios realizados por 

Ramasamy et al. (2009), quienes obtuvieron un ángulo de fase máximo aproximado de 38°, 

a diferencia de otros estudios con CCM tipo PEM que reportaron elementos capacitivos al 

observarse a un ángulo de fase de 90°, como en el caso de Manohar et al. (2008). 

 

 

 

Figura 36. Diagrama de Bode media celda (A: fase I, B: fase II y C: fase III). 

A 

B 

C 
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Continuación figura 36. Diagrama de Bode media celda (D: fase IV). 

 

 Biopelícula 

 

Los resultados obtenidos del análisis de la biopelícula con el remplazo del anolito 

por ARS, ocasionaron una variación en cuanto a las RΩ reportadas, presentándose un 

incremento de 0.8 Ω∙cm
2
. Con ello se puede decir que la variación de la RΩ en media celda 

se encuentra directamente relacionada con el incremento en el tiempo de microorganismos 

en el electrodo. 

Se presentó una disminución aparente, ya que a pesar de que en la fase I se reporta 

una RTC de 2739 Ω∙cm
2
, y esta disminuye a 143.8 Ω∙cm

2  
en la fase II, a partir de la fase III 

hay un aumento de 259.7 Ω∙cm
2
,  esto puede observarse de manera gráfica en los diagramas 

de Nyquist (figura 37) donde se aprecia el incremento o disminución la resistencia en la 

parte real, dentro del marco de las 3 frecuencias características de 100,000, 100 y 1-10 Hz. 

Las variaciones en cuanto a las RD reportadas con anterioridad, se pueden observar en la 

figura 37, donde se hace evidente la predominancia de las pérdidas ocasionadas 

mayormente por procesos de difusión en el caso de las fases I y III. No se encuentran 

resultados similares o comparables en la literatura, dado a que este tipo de análisis de la 

biopelícula, al igual que en el caso del anolito, no se han llevado a cabo. 

D 
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Figura 37. Diagrama de Nyquist biopelícula (A: fase I y B: fase II) 

A 

B 
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Continuación de figura 37. Diagrama de Nyquist biopelícula (C: fase III y D: fase IV) 

D 

C 
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En el caso de la biopelícula los diagramas de Bode presentaron un ángulo de fase 

máximo de 78° (figura 38 D) y un mínimo de 58° (figura 38 C). Siendo la fase III quien 

mostró un comportamiento más resistivo respecto a las demás. 

 

 

 

 

Figura 38. Diagrama de Bode biopelícula (A: fase I, B: fase II, C: fase III y D: fase IV) 

 

A 

B 

C 
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Continuación figura 38. Diagrama de Bode biopelícula (A: fase I, B: fase II, C: fase III y D: fase 

IV).  

 Anolito 

Se presentó una tendencia marcada hacia el incremento de la RΩ, presentándose una 

diferencia de 2.3 7 Ω∙cm
2
 entre fase I y IV. Como se observa en los diagramas de Nyquist 

(figura 39) la fase II es quien reportó la menor RTC, contando con una escala menor (hasta 

40 Ω∙cm
2
) respecto a las demás fases, dentro del marco de las frecuencias características 

señaladas. En este caso no se observan diferencias significativas en cuanto a las RΩ 

reportadas (figura 39). El incremento en la RTC, puede atribuirse a la ausencia de la 

biopelícula que favorece los procesos de transferencia de electrones del anolito hacia el 

electrodo como. De igual forma, en la fase II donde la resistencia generada por procesos de 

difusión parece no ser predominante en comparación con las demás fases de análisis. 

 

Figura 39. Diagrama de Nyquist anolito (A: fase I y B: fase II). 

D 

A B 
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Continuación de figura39. Diagrama de Nyquist anolito (A: fase I, B: fase II, C: fase III y D: 

fase IV). 

 

En los diagramas de bode obtenidos del análisis del anolito, se presento un ángulo 

de fase máximo de 72° (figura 40 A) y un mínimo de 32 (figura 40 B), siendo la fase II 

quien presentó un comportamiento más resistivo con respecto a las demás, dicho 

comportamiento explica la causa de la disminución de la RTC en el anolito en el caso de 

dicha fase de estudio. 

 

 
Figura 40. Diagrama de Bode, anolito (A: fase I, B: fase II, C: fase III y D: fase IV).  

 

C D 

A 
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Continuación figura 40. Diagrama de Bode, anolito (A: fase I, B: fase II, C: fase III y D: fase IV 

3.5.3 Resistencia interna y resultados del ajuste del circuito equivalente (RΩ, RTC 

y RD) 

Los valores de la Rint se obtuvieron por medio del análisis de los diagramas de 

nyquist con el software Ec-Lab ® (versión 10.8). Con base en el ajuste de los datos 

experimentales, en función del circuito equivalente anteriormente expuesto, se obtuvieron 

los valores de la RΩ, RTC y RD. 

 

B 

C 

D 
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 Resistencia interna  

 

Como puede verse en la tabla 13 la Rint del blanco en la CCM fue mayor respecto a 

casi todas las fases de estudio en los tres análisis realizados (cámara anódica, biopelícula y 

anolito), siendo únicamente en el caso del anolito en la fase IV donde se presentó una Rint 

mayor (433.7 Ω∙cm
2
). La diferencia de 355.1 Ω∙cm

2 
de la fase IV, en el caso del anolito, 

respecto al blanco probablemente se deba al incremento de microorganismos suspendidos 

presentes en el anolito en el tiempo (como se mencionó con anterioridad en el caso del 

decremento de la DQO en la fase IV), como se ha mencionado con anterioridad en los 

estudios realizados por Biffinger et al. (2009). 

 

En el caso de la cámara anódica, se puede observar una relación entre la interacción 

de los microorganismos suspendidos y el electrodo, con la disminución de la Rint (tabla 13), 

en comparación con las Rint obtenidas de la biopelícula y el anolito, por separado (tabla 

13). Los resultados obtenidos son menores a lo reportado en la literatura en el caso de la 

cámara anódica, como es el caso de Hutchinson et al. (2011), quienes con una CCM (PEM, 

cátodo aireado con Pt como catalizador) con 21 días en operación obtuvieron una Rint 

mínima de 100 Ω.  

 

De manera individual el anolito presentan Rint mayores a las calculadas para la 

cámara anódica, mientras que la biopelícula mantiene valores similares. La disminución de 

la Rint de la cámara anódica, en comparación con lo obtenido por el anolito, puede ser 

atribuida a la interacción de los microorganismos exoelectrógenos y de las especies redox 

presentes en la CCM, como lo han mencionado con anterioridad Srikanth et al. (2009) y 

Ouitrakul et al. (2007). 

 

 



Estudio del desempeño electroquímico y microbiológico…                                    Diana E. Sánchez-Herrera 

86 

 

Tabla 13. Comparativa de las Rint obtenidas del blanco, cámara anódica, biopelícula y anolito para 

cada una de las cuatro fases del estudio. 

 

 

 Resistencia óhmica (RΩ) 

La RΩ para cada una de las cuatro fases no presentó variaciones significativas en los 

valores obtenidos respecto a la biopelícula. Sin embargo, existen pequeñas variaciones 

respecto a las RΩ obtenidas en el caso del anolito y la cámara anódica, observándose un 

incremento en ambos casos (tabla 14). Dicha variación puede atribuirse al incremento de 

microorganismos suspendidos y de materia orgánica suspendida. Los resultados obtenidos 

se encuentran dentro de lo reportado en la literatura (como se menciono con anterioridad), 

tomando en cuenta los resultados de Borole et al. (2010) (RΩ de 3 Ω), Ramasamy et al. 

(2009) (RΩ de 2 Ω) o Hutchinsen et al. (2011) con una RΩ de 25 Ω (CCM tipo PEM de 

cátodo aireado con Pt como catalizador)  

La nula variación de la RΩ en el caso de la biopelícula, puede ser debida al 

incremento de microorganismos exoelectrógenos en la colonización del electrodo y a la 

falta de los microorganismos suspendidos y residuos orgánicos presentes en el anolito 

causantes de un incremento en la RΩ. No se encuentran estudios similares en la literatura, 

con los cuales se pueda hacer comparativa alguna. 

Prueba Fase de estudio Rint(Ω∙cm
2
) 

Blanco 84.90 ± 1.02 

Cámara 

anódica 

I 1.20 ± 0.01 

II 10.40 ± 0.02 

III 5.50 ± 2.30 E -3 

IV 4.50 ± 0.02 

Biopelícula 

I 0.30 ± 5.58 E -3 

II 19.30 ± 0.06 

III 7.80 ± 0.23 

IV 0.20 ± 0.03 

Anolito 

I 30.60 ± 0.27 

II 33.20 ± 0.10 

III 31.70 ± 0.24 

IV 433.70 ± 1.01 
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Tabla 14. Comparativa de las RΩ obtenidas del blanco, cámara anódica, biopelícula y anolito para 

cada una de las cuatro fases del estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Resistencia de transferencia de carga (RTC) 

En la tabla 15 se puede observar una tendencia hacia la disminución de la RTC a lo 

largo de las fases de estudio en la cámara anódica, esto puede ser debido al incremento e 

interacción de microorganismos exoelectrógenos presentes en el electrodo con las especies 

redox presentes en el anolito, permitiendo la aceleración de procesos de transferencia de 

carga en la CCM como se observa a partir de la fase III. De manera similar se reporta este 

tipo de observación en los estudios realizados por Ren et al. (2011) quienes observan una 

disminución de la RTC (de 3.55 kΩ∙cm
2
 a 0.72 kΩ∙cm

2
) con el aumento del espesor de la 

biopelícula por el incremento de la colonización de microorganismos exoelectrógenos en la 

cámara anódica.  

No se observó diferencia marcada entre el incremento de la RTC en función de la 

ausencia de biopelícula (estudios realizados al anolito) o del anolito (estudios de la 

biopelícula) (tabla 15). No obstante la interacción de la biopelícula  el anolito, se ve 

reflejada en la disminución valores de la RTC obtenida en el estudio de cámara anódica, 

como se comentó con anterioridad. Los resultados obtenidos de la biopelícula y el anolito, 

Prueba Fase de estudio RΩ(Ω∙cm2) 

Blanco 84.90 ± 0.45 

Cámara anódica 

I 3.50 ± 0.18 

II 3.40 ± 0.52 

III 2.10 ± 0.35 

IV 4.50 ± 0.29 

Biopelícula 

I 3.90 ± 0.45 

II 3.10 ± 1.00 

III 4.30 ± 0.17 

IV 4.70 ± 0.13 

Anolito 

I 2.40 ± 0.32 

II 2.70 ± 0.76 

III 2.90 ± 0.16 

IV 4.70 ± 0.24 
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no son comparables con la literatura, puesto que no se encuentran reportadas pruebas de 

impedancia similares realizadas únicamente a la biopelícula o el anolito. 

Tabla 15. Comparativa de las RTC obtenidas del blanco, cámara anódica, biopelícula y anolito para 

cada una de las cuatro fases del estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Resistencia por difusión (RD) 

En las fases I, III y IV el anolito fue quien presentó una mayor RD (tabla 16), 

probablemente debido a la ausencia de la acción catalítica de la biopelícula. Dicha 

resistencia se vio compensada por la interacción de las especies redox en el anolito con la 

biopelícula, traduciéndose en la disminución de la misma en el caso de la cámara anódica 

(tabla 16). La disminución de la RD ha sido reportada de manera similar en el caso de la 

cámara anódica, en los estudios realizados por Sun et al. (2001), donde comprueban la 

disminución de la RD, por la adicción y acción redox del colorante Congo red. En la fase III 

la biopelícula por sí sola no pudo compensar las pérdidas por los procesos de difusión, 

debido a que probablemente en esta fase los mediadores redox suspendidos en el anolito 

eran los principales contribuyentes en la agilización de la oxidación del sustrato, a 

diferencia de las demás fases de estudio. 

 

Prueba Fase de estudio RTC(Ω∙cm
2
) 

Blanco 860.50 ± 1.10 

Cámara anódica 

I 2200.00 ± 5.15 

II 4681.00 ± 5.00 

III 797.80 ± 5.02 

IV 91.60 ± 20.5 

Biopelícula 

I 2739.00 ± 88.82 

II 143.80 ± 2.02E-3 

III 403.50 ± 8.42 

IV 1 852.00 ± 1.00 

Anolito 

I 2200.00 ± 111.50 

II 17.70 ± 3.00 

III 741.80 ± 1.00 

IV 1292.00 ± 29.08 
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Tabla 16. Comparativa de las RD obtenidas del blanco, cámara anódica, biopelícula y anolito 

para cada una de las cuatro fases del estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.6 Análisis del anolito y electrodo mediante DGGE 

Se obtuvieron los productos de la primera PCR de las regiones hipervariables V1-

V5 (figura 41), las cuales se emplearon como templado para la PCR ―touchdown‖ de las 

regiones hipervariables V3-V5 (figura 42), empleadas para la identificación y aislamiento 

de bandas en DGGE. 

 

Figura 41. Amplificación por PCR de fragmentos del ADNr 16S empleando los primers V1-V5. 

MP: marcador de peso molecular, 1Kb. AI, AII..: anolito fase I, anolito fase II…; EI, EII…: 

electrodo fase I, electrodo fase II…; I: inóculo; -: control negativo; +: control positivo 

Prueba Fase de estudio RD(Ω∙cm
2
) 

Blanco 484.00 ± 7.27 

Cámara anódica 

I 8.70 ± 0.63 

II 477.70 ± 66.89 

III 334.80 ± 93.05 

IV 20.20 ± 6.30 

Biopelícula 

I 65.02 ± 20.00 

II 394.30 ± 0.03 

III 362.00 ± 1.00 

IV 16.40 ± 1.00 

Anolito 

I 409.40 ± 40.84 

II 138.70 ± 30.00 

III 483.40 ± 1.00 

IV 564.90 ± 9.35 

MP    AI     EI     AII    EII   AIII  EIII  AIV MP   EIV    I        -     + 
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Figura 42. Amplificación por PCR de fragmentos del ADNr 16S empleando los primers V3-V5.  

Se llevó a cabo la técnica de electroforesis y el corte de bandas para su 

reamplificación y secuenciación. Se tuvo problemas en la reamplificación de las bandas, 

fallando en algunos casos la amplificación. Como evaluación preliminar se analizan las 

bandas observadas en el DGGE, para explorar la variación en la composición bacteriana en 

el electrodo y los microorganismos suspendidos en el anolito. 

Aunque no hay una relación estricta de una banda-un microorganismo, la DGGE es 

una prueba que permite tener una idea de que tan diversa es una muestra, en función del 

número de bandas diferentes observadas. La visualización de una sola banda en el inóculo, 

indica la predominancia de un único microorganismo en el mismo, mientras que la 

aparición de nuevas bandas en las siguientes fases en las que se analizó la CCM, permite 

sensar que hay un aumento de poblaciones de microorganismos que no fueron detectados al 

principio por encontrarse en proporciones mínimas. Las condiciones de operación de la 

CCM establecen un ambiente de selección artificial que favorece la proliferación de ciertos 

microorganismos (figura 43).  

Como se observa en la figura 43, la banda 6 fue la única observable desde el inóculo 

hasta la fase IV tanto en el anolito, como en el electrodo. Esa banda es la más intensa en 

cada caso. Son de particular interés para nuestras interpretaciones los microorganismos 

correspondientes a las bandas 1, 2, 3, 13 y 14, ya que se favorecieron por la presión 

selectiva en la CCM desde la fase I hasta la fase IV, apareciendo tanto en el anolito como 

en la biopelícula. Con base a que sus bandas no aumentaron de intensidad conforme 

progresaron las fases, puede suponerse que sus proporciones fueron constantes.  La 

MP     EIV      I          +         - MP      AI     EI     AII    EII   AIII  EIII  AIV 
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probable competencia entre microorganismos por el sustrato o la sucesión de 

microorganismos en la microcomunidad se hace evidente por la aparición y desaparición de 

bandas,  como es el caso de la banda 16 que aparece en el anolito en la fase I, pero 

aparentemente es remplazada en la fase II; por el contrario, el microorganismo 

correspondiente a la banda 5 aparece en el electrodo en la fase II. Similarmente, el 

microorganismo correspondiente a la banda 12 en el electrodo aparece en la fase III y 

desaparece después; en el anolito  el microorganismo correspondiente a la banda 4 aparece 

en la fase IV. De igual forma, la banda 17 aparece en el electrodo en la fase II, disminuye 

en la fase III y finalmente es desplazado por completo, desapareciendo en la fase IV. Otro 

microorganismo que tiende a favorecerse y posteriormente a disminuir es el 

correspondiente a la banda 15, ya que se incrementa en el electrodo en la fase II, 

posteriormente en la fase III permanece en el electrodo y se incrementa en el anolito, y 

finalmente disminuye, desapareciendo por completo en la fase IV. El microorganismo 

perteneciente a la banda 8  se ve favorecido incrementando su concentración en la fase III, 

en el electrodo y anolito, y es desplazado por otros microorganismos en la fase IV. El 

microorganismo correspondiente a la banda 9 aparece a partir de la fase I tanto en el 

electrodo como en el anolito, y posteriormente disminuye, desapareciendo en el anolito en 

la fase III y del electrodo durante la fase IV. Son de interés los microorganismos 

correspondientes a las bandas 1-3, 6, 13 y 14, ya que estos prevalecieron desde la fase I 

hasta la fase IV tanto en el electrodo como en el anolito, pero son de mayor interés los 

microorganismos correspondientes a las bandas 4, 10 y 11, ya que por su baja 

concentración no se observan en las fases I-III (figura 43<), pero se enriquecen y observan 

en la última fase de análisis, la cual es donde se observaron los mejores resultados de 

densidad de corriente y generación de potencia entre las 4 fases analizadas en la CCM. 
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Figura 43. DGGE de las regiones hipervariables V3-V5. AI, AII, AIII y AIV: anolito fase 

I, II, III y IV. EI, EII, EIII y EIV: electrodo fase I, II,III y IV. I: inóculo 
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3.7 Microscopia electrónica de barrido (SEM) 

La figura 44 muestra que no hay presencia de ningún  microorganismo en la tela de 

carbón estéril, descartando presencia microbiana inicial en la tela de carbón empleada. 

 
Figura 44 . Microscopia electrónica de barrido de la tela de carbón estéril usada para la preparación 

del electrodo biológico (formación posterior de biopelícula bacteriana). A: Vista general de la tela a 

40X. B: Acercamiento a las fibras de la tela de carbón  (6000 X) 

En las fotografías obtenidas por medio de la microscopía electrónica de barrido se 

observa un aumento en cuanto a la colonización del electrodo (figura 45, 46, 47 y 48) y 

diversidad morfológica de las bacterias colonizadoras, conforme transcurre el tiempo de 

exposición del electrodo, permitiendo el desarrollo de la biopelícula. En la fase I (66 días) 

se observa una dominancia de bacilos (figura 45 B), mientras que en la Fase II (81 días) se 

observa la presencia de otras formas microbianas tales como diplobacilos (figura 46 G y F), 

cocos (figura 46 B, D y F), estreptococos (figura 46 C) y  estafilococos (figura 46 E). Se 

observan también apéndices  bacterianos  (posiblemente nanocables) interconectando 

células entre sí (figura 47 B y F), y promoviendo la adherencia de las mismas al electrodo 

(figura 47 G, H e I). En los casos de la fase III y IV (figura 47 y 48) ocurrió una mayor 

colonización del electrodo, observándose cúmulos bacterianos entre las fibras de los 

electrodos y no solo en la superficie de las mismas, como en el caso de las fases I y II. Se 

observa una mayor cantidad de microorganismos en la fase IV (figura 48). 

 
Figura 45 . Microscopia electrónica de barrido de la biopelícula formada en la tela de carbón en la 

fase I.  A: Vista panorámica a 70X. B: Acercamiento a 22 000 X. 

A B 

A B 

B 

B A 
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Figura 46. Microscopia electrónica de barrido de la biopelícula formada en la tela de carbón en la 

fase II. A: Vista panorámica a 30X. B-J: Acercamiento a células bacterianas con diferentes 

morfologías.  

A B 

C 
D 

E F 

G H 

I J 
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Figura 47. Microscopia electrónica de barrido de la biopelícula formada en la tela de carbón en la 

fase III. A: Vista panorámica a 30X. B-G: Acercamiento a células bacterianas con diferentes 

morfologías.  

A B 

C D 

E F 

G G 
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Figura 48. Microscopia electrónica de barrido de la biopelícula formada en la tela de carbón en la 

fase IV. A: Vista panorámica a 33X. B-I: Acercamiento a células bacterianas con diferentes 

morfologías.  

 

 

A B 

C D 

E F 

G H I 
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CONCLUSIONES  

Hubo una tendencia de incremento en las densidades de potencia (15.32-68.28 

W/m
2
), densidades de corriente (210.88-347 mA/m

2
), voltaje a circuito abierto (615.08-

654.03 mV) y de eficiencia coulombica (34.91-57.44%) al transcurrir las fases analizadas 

en la CCM. Estos datos se relacionan con las bajas Rint medidas en la media celda (1.2-4.5 

Ω∙cm
2
) y con el aumento en las densidades de corriente obtenidas en las VC en la última 

fase de análisis. La tendencia hacia la disminución de Rint en el caso de la biopelícula puede 

ser explicada por la prevalencia y enriquecimiento de microorganismos exoelectrógenos 

tanto los suspendidos como los del electrodo, lo cual se observó en la fase IV que presento 

una mayor actividad electroquímica. 

Los  procesos de transferencia de carga fueron los que contribuyeron con una mayor 

resistencia en cada uno de los análisis realizados, a lo largo de las cuatro fases de estudio, 

mientras que la resistencia óhmica permaneció prácticamente invariable además de ser la 

menor respecto a la RD y RTC.  

La interacción entre los microorganismos de la biopelícula y del anolito parece 

crucial para optimizar el desempeño de la CCM, puesto que se disminuyen las pérdidas 

dentro del sistema bioelectroquímico causadas por la RΩ, RTC y RD.  

Los resultados de VC sugieren la presencia de mediadores redox involucrados en 

mecanismos de transferencia directa e indirecta de electrones en el anolito y la biopelícula. 

La variedad de los posibles mecanismos redox involucrados, explicaría la tendencia de 

incremento de las densidades de corriente y de potencia conforme los resultados obtenidos 

en las cuatro fases de estudio. Así, inicialmente dichos mecanismos parecen de tipo 

indirecto puesto que la biopelícula no presentó picos de reacción en los primeros 66 días 

(fase I), mientras que el anolito muestra actividad electroquímica desde el inicio. 

Probablemente se presentan mecanismos directos de transferencia de electrones a partir de 

los 81 días de operación (fase II), ya que se obtuvieron picos de reacción en la biopelícula 

(predominando la acción probable de citocromos). 
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El análisis preliminar de las microcomunidades en el electrodo y anolito de la CCM  

mediante perfiles DGGE sugieren que ocurre una sucesión microbiana a lo largo de la 

operación de la CCM.  

PERSPECTIVAS 

Los resultados que se obtuvieron en las densidades de potencia son competitivos, 

pero es claro que se deben plantear estrategias para disminuir la RTC, por ejemplo 

implementar técnicas de enriquecimiento de microorganismos exoelectrógenos en el ánodo 

y de especies redox en el anolito, así como el análisis de nuevos materiales altamente 

conductivos y no corrosivos, para la elaboración de electrodos de soporte en el ánodo.  

Se requiere de un análisis más detallado sobre las pérdidas ocasionadas por el 

incremento del espesor y las irregularidades en la distribución de la biopelícula en el 

electrodo. Existen estudios que determinan el espesor de capas de oxido depositadas en 

electrodos, basándose en resultados de pruebas de impedancia cuyos circuitos equivalentes 

presentan elementos de fase constante, empleando la constante dieléctrica del material del 

electrodo, su área y la capacitancia efectiva experimental, para el cálculo de dicho 

espesor,
214,215 

este tipo de determinación no puede ser ejecutada en el caso particular del 

análisis de biopelículas en CCM, debido a que las múltiples irregularidades en la 

distribución de la biopelícula sobre el electrodo (a diferencia de los estudios realizados en 

capas de corrosión), no permiten una lectura precisa que permita estimar el espesor de la 

biopelícula y tampoco proporciona información al respecto a su topografía. Es por ello que 

se requiere de la implementación de técnicas de microscopía de fuerza atómica, para la 

determinación precisa del espesor y un análisis detallado sobre la topografía de la 

biopelícula.
192

  

Debido a problemas técnicos en el presente estudio, al momento no se tienen 

resultados respecto a la identificación de los microorganismos estudiados dentro de las 

cuatro fases de estudio. La identificación de estos microorganismos permitirá explorar la 

sucesión de la biopelícula establecida en el presente estudio. 
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ANEXO 1 

Tabla 17. Picos de reacción de las VC en cámara anódica, anolito y biopelícula, de las cuatro fases de estudio y sus probables reacciones. 

NI: no identificado. 

VC Fase Picos vs SHE (Volts) Posibles reacciones 

Cámara Anódica 

I 
Oxidación 0.460 Sitio T1 de enzima de Myrothecium verrucaria 

Reducción *** *** 

II 
Oxidación 0.420 Citocromo aa3 

Reducción *** *** 

III 
Oxidación 0.620 NI 

Reducción *** *** 

IV 
Oxidación 0.120 Ferrocitocromo b2 (Fe

2+
)Ferricitocromo b2 

Reducción 0.120 Ferrocitocromo b2 (Fe
2+

)Ferricitocromo b2 

Anolito 

I 

Oxidación 0.360 Ferrocitocromo f (Fe
2+

)  Ferricitocromo f (Fe
3+

)+ e
-
 

Reducción -0.220 

FAD + 2H+ + 2e-  FADH2 (coenzima libre) 

Glutaredoxinas 

Pili electroconductivo (Geobacter) 

II 
Oxidación 0.360 Ferrocitocromo f (Fe

2+
)  Ferricitocromo f (Fe

3+
)+ e

-
 

Reducción 0.260 Citocromo c 

III 
Oxidación 0.520 NI 

Reducción *** *** 

IV 
Oxidación 0.500 NI 

Reducción *** *** 

Biopelícula 

I 
Oxidación *** *** 

Reducción *** *** 

II 
Oxidación 0.230 Ferrocitocromo c (Fe

2+
)Ferricitocromo c (Fe

3+
) + e

-
 + 2H

+
 

Reducción -0.140 Plastoquinona 

III 
Oxidación 0.120 Ferrocitocromo b2 (Fe

2+
)Ferricitocromo b2 

Reducción 0.001 [FAD] + 2H
+
 + 2 e

-
  [FADH2] 

IV 
Oxidación 0.230 Ferrocitocromo c (Fe

2+
)Ferricitocromo c (Fe

3+
) + e

-
 + 2H

+
 

Reducción 0.006 [FAD] + 2H
+
 + 2 e

-
  [FADH2] 

Nota: Potenciales probables tomados de referencias 174-182, 208. Considerando potenciales vs SHE, a condiciones de pH 7 


