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RESUMEN

Una de las aplicaciones de las CCM es la generacion de energia eléctrica a partir de
sustratos organicos, empleando microorganismos como biocatalizadores, ademas permiten
el tratamiento de aguas residuales de altas o bajas cargas organicas, dado a eficiencias de
hasta un 99% en remocion. El presente estudio evalla el desempefio de una CCM tipo PEM
y la evolucion de la composicion de la biopelicula establecida en el &nodo. Se elaboraron
nueve celdas: cuatro para analisis electroquimicos, cuatro para analisis de microscopia
electronica de barrido y una blanco (sin indculo). Se implemento el mismo indculo mixto y
modo de operacion (Semi batch, alimentacion cada 24 hrs con acetato y agua residual
sintética). La evaluacion del desempefio se determind mediante densidades de corriente y
potencia, y pruebas electroquimicas (voltametria ciclica e impedancia), empleando un
potenciostato BioLogic, modelo VSP (Science Instruments) y software EC-Lab® (Version
10.18). La demanda quimica de oxigeno se determiné de acuerdo a la APHA. Se tomaron
fotomicrografias de microscopia, mediante un microscopio electrénico de barrido de
presion variable marca Jeol, modelo JSM-6360 LV; empleando la técnica segin Bretschger
(2008). Los resultados obtenidos demuestran una tendencia del sistema hacia el incremento
en la densidad de potencia (15.32-68.28 W/m?) y la densidad de corriente (210.88-347
mA/m?). Se observa estabilidad en el potencial a circuito abierto (520-704 mV). La
tendencia en la disminucidn de la resistencia interna del sistema en media celda de la fase I1
a la fase 1V (10.4-4.5 Q - cm?), comprueba teorfas previas que atribuyen dicho patrén al
establecimiento de biopeliculas bioelectroquimicamente activas, permitiendo una mejor
transferencia de electrones en el sistema. Los estudios de voltametria ciclica (VC)
comprueban la actividad electroquimica de la cAmara anddica, la biopelicula y el anolito.
Se atribuye la transferencia de electrones de manera indirecta por presencia de mediadores
redox exogenos en el anolito y directa por la actividad electroquimica reportada en el caso
de la biopelicula en la Gltima fase de andlisis (fase 1V). Las fotomicrografias mostraron un
incremento en la diversidad morfoldgica de los microorganismos, conforme aumenta el
tiempo de exposicién de la pelicula. En la Fase | (70 dias) se observa una dominancia de

bacilos, mientras que en la Fase Il (84 dias) se observa la presencia otras formas

Xi
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microbianas tales como diplobacilos, cocos, estreptococos y estafilococos; ademés de
apéndices bacterianos (posiblemente nanocables) interconectando células entre si, y
promoviendo la adherencia de las mismas al electrodo. En las fases Il y IV se observa un
incremento considerable en cuanto a la cantidad de microorganismos y su colonizacion
entre las fibras de electrodo de la cdmara anddica. Con base a los resultados previos se
concluye que el disefio de CCM planteado es funcional y competitivo en cuanto a las
densidades de potencia obtenidas, considerando la ausencia de catalizador en el catodo, y
por la presencia de microorganismos electroguimicamente activos tanto en la biopelicula
como en el anolito (como se demuestra en los estudios de VC). La mayoria de las pérdidas
energeéticas se encontraron relacionadas con las resistencias generadas por los procesos de
transferencia de carga, por lo cual se propone la implementacion de estrategias para la
disminucion de la misma, esperando promover un sistema bioelectroquimico mas eficiente

en cuanto a las densidades de corriente generadas.

xii
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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 BiolLogic
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?) and current density (210.88-347 mA/m?). It was show a relative stable
open circuit voltage (520-705 mV). The tendency on the diminishment of the internal
resistance from the phase Il to the phase IV (10.4-4.5 Q - cm?), 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 V). 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 11 (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 Il and 1V 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.

Xiv
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INTRODUCCION

De manera general, una celda de combustible microbiana (CCM) puede definirse
como un dispositivo bioelectroquimico que emplea microorganismos para la oxidacién de
sustratos (biodegradables), mediante una actividad catalitica autotrofa u heterotrofa, capaz
de lograr la conversién de la energia quimica contenida en los mismos, a energia eléctrica.”
3 Las principales ventajas de este tipo de sistema bioelectroquimico, son su capacidad de
operacion en condiciones mesofilicas y una gama ilimitada de sustratos potenciales para su

utilizacion.®

Se ha encontrado, por medio de técnicas electroquimicas y de microscopia, que los
microorganismos contribuyentes a la produccion de energia son aquellos que colonizan de
manera selectiva la superficie del electrodo.*®> Algunos de los factores determinantes de
dicho proceso son la estructura y tipo de material del electrodo, composicion y condiciones

del medio® ® asi como el origen del inéculo bacteriano.”®

Se han llevado a cabo varios estudios enfocados al andlisis de las comunidades
bacterianas empleando técnicas de filogenética molecular (ej., analisis de secuencia de
genes 16S rRNA) **'. Sin embargo, la presencia de microorganismos no identificables en
diferentes CCM, dificulta correlacionar la estructura de la comunidad, la actividad

microbiana y el desempefio de la celda.>*’

Rabaey et al. (2004) llevaron a cabo un anélisis 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-dia). Empleando la técnica de
electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion (DGGE) y secuenciando las bandas
dominantes, encontraron gran diversidad genética. Lograron identificar secuencias
pertenecientes a bacterias de los taxones Firmicutes y B-, y- y a-Proteobacteria.”® Se report6
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?) y produjeron importantes concentraciones de
mediadores de elevada coloracion azul, tales como la ficocianina azul generada por
Pseudomonas aeruginosa. Por consiguiente, se dedujo que la produccion de mediadores fue
la principal razon de la alta potencia eléctrica, en conjunto con la disminucion del
sobrepotencial anddico, considerando como factores limitantes en el desarrollo de la

comunidad microbiana, el oxigeno y el ferricianuro.™

La variacion en la conformacion de las comunidades bacterianas en funcion 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 deteccién de polimorfismos en la longitud
de los fragmentos de restriccion (RFLP por su siglas en inglés). Empleando un indculo
proveniente del sedimento de un rio; cuando la CCM fue alimentada con agua del rio, la
evolucion de la biopelicula predominantemente estuvo conformada por B-Proteobacterias
(relacionadas con Leptothrix spp), mientras que al alimentar el sistema con una mezcla de
glucosa-acido  glutamico, predominaron las a-Proteobacterias (principalmente

Actinobacterias).

Analizando la composicion bacteriana encontrada, en funcion con la fuente de
indculo, se puede hacer referencia a los trabajos de caracterizacion de in6culos mixtos
provenientes de aguas residuales, realizados por Kim et al. (2004) y Lee et al. (2003),
quienes encontraron una composicion similar de biopeliculas en sus sistemas
experimentales. Kim et al. (2004) hallaron 25% B- y 20% a-Proteobacteria, y 19% de
grupos Cytophaga, Flexibacter y Bacteroideson, mientras que Lee et al. (2003)
identificaron un 24% o-, 7% B-, 21% y- y 21% &-Proteobacteria. De manera similar en el
caso de indculos provenientes de sedimentos marinos, Logan et al. (2005) analizaron la
composicion bacteriana establecida, mediante las secuencias obtenidas de bandas
identificadas mediante DGGE y una libreria de clonas de 16S rDNA; encontrando que la

comunidad bacteriana mayoritaria pertenecia a gamma-Proteobacterias (97%), de las cuales
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la mayoria 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 d-Proteobacterias. En estos
sistemas, el anodo se encuentra inmerso en un sedimento andxico y condiciones de estricta
anaerobiosis. En una CCM de sedimento marino, el 71% de las secuencias obtenidas de la
libreria de clonas 16S rDNA, pertenecian a o-Proteobacterias, y 70% de estas
correspondieron a la familia Geobacteraceae.'” En un sistema similar Tender et al. (2002)
reportaron un 76% de o-Proteobacterias, de las cuales el 59% pertenecian a la familia
Geobacteraceae, presentando mas de 95% de similaridad a Desulfomonas acetoxidans. En
una comparacion 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 Oregén, EU), se observd la predominancia de 6-
Proteobacterias (54-76% de las secuencias de genes fueron obtenidas de muestras tomadas
del anodo), seguidas en abundancia por gamma-Proteobacteria (9-10%), Cytophaga y
Firmicutes (11.6%).'” 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 andlisis que permitan identificar la predominancia de ciertos grupos
bacterianos y el desempefio de la CCM.

Considerando lo anterior, los trabajos realizados dentro de este campo de
investigacion, han planteado estrategias de estudio que implementan un analisis enfocado a
aspectos microbioldgicos o bien a aspectos de disefio y desempefio de la CCM. Es por ello
que el presente estudio pretende colaborar en el area, aportando conocimiento respecto al
desempefio electroguimico de la CCM vy la sucesion de la biopelicula establecida en el
anodo, planteando un enfoque que integre ambos tipos de andlisis para un mejor
entendimiento en cuanto el funcionamiento y la mejora del desempefio en cuanto a las
CCM tipo PEM.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluacion del desempefio electroquimico y microbiolégico en CCM tipo PEM,
para cuatro fases de estudio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Disefiar y ensamblar un prototipo de CCM tipo PEM.

Para cada una de las fases de estudio:

e Analizar el desempefio de la CCM en funcion de las densidades de corriente y
potencia obtenidas, asi como de los resultados de las pruebas electroquimicas de
impedancia y voltametria ciclica.

e Determinar las concentraciones de acidos grasos volatiles, y porcentajes de metano
e hidrogeno.

e Realizar un andlisis sobre la sucesion microbiolégica de la biopelicula establecida
en el anodo mediante electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE).

e Identificar la presencia de mecanismos de transferencia de electrones en la CCM,
mediante las pruebas de voltametria ciclica realizadas en media celda, biopelicula y

anolito
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CAPITULO 1

ANTECEDENTES
El presente capitulo tiene como objetivo, proporcionar informacién referente al
marco tedrico sobre el presente trabajo de investigacion, partiendo desde el funcionamiento
y definicion de una CCM, hasta aspectos tales como: aplicacién para la generacion de
energias alternas y tratamiento de aguas residuales, principales retos, indculos mixtos
empleados, interacciones de las comunidades bacterianas, influencia del pH, parametros de
evaluacion del desempefio, mecanismos de transferencia de electrones, técnicas para
identificacion microbiana y la aplicacion de microscopia electronica de barrido en la
caracterizacion 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 bioelectroquimico que emplea microorganismos para la oxidacion de
sustratos (biodegradables), mediante una actividad catalitica autétrofa u heterotrofa, capaz
de lograr la conversién de la energia quimica contenida en los mismos, a energia eléctrica.’
% . El principio bésico de su funcionamiento, se basa en la extraccién de la energia
disponible en el sustrato organico suministrado al sistema (en el caso de CCM
heterétrofas), convirtiéndolo de manera directa en electricidad, protones y CO,. Esto se
logra cuando las bacterias cambian su aceptor final de electrones natural, como oxigeno o
nitrato, a un aceptor soluble (anodo) o insoluble (mediador).®® Los mecanismos de
transferencia de electrones al anodo son discutidos en la seccion 1.8 del presente

documento.

Los microorganismos en la cadmara anddica oxidan los sustratos, generando
electrones y protones, entre otros productos. Los electrones son transferidos al anodo y
posteriormente pasan al catodo a través de un circuito eléctrico externo. El flujo de
electrones se genera debido a la diferencia de potencial entre los electrodos, permitiendo asi
la generacion de electricidad. El intercambio ionico dentro de la CCM puede darse a través
de una membrana de intercambio en el caso de CCM tipo PEM (dichas membranas pueden

ser: protdnicas, anionicas o bipolares), por separadores porosos tales como membranas de
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filtraciébn microporosas, de fibra de vidrio o fibras de celulosa, o bien por un puente
salino;™ de igual forma puede no emplearse ninguno de los separadores anteriormente
mencionados y permitir el paso de los iones de manera directa a la region catddica, donde
se reducen en presencia de oxigeno (por medio de un catalizador artificial como el platino,
o bien un biocatalizador como enzimas o bacterias), generando agua.*® Dicho proceso se

puede observar en la figura 1.

Efluente 44—

Agua Residual ——¢ 3C00 +4 H0 > ! e
lk 2HCO +OH +8 & | 20+ BHRBe S 4RO
Fa
/s
Biopelicula

Aire(oxigeno)

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

De acuerdo a Du et al. (2007) las reacciones tipicas llevadas a cabo en los
electrodos (usando acetato como sustrato) en condiciones estandar con una concentracion 5

mM, un pH de 7, a una temperatura de 298.15 'K y presién de 0.2 bar, son las siguientes:
Reaccion general:
CH3;COO +2 0, > 2 CHO; + H' (1)
Con una generacién de potencia tedrica maxima de 1.101 V.
Reaccion anodica:
CH3COO ™ + 4 H,O—microorganismos=> 2 HCO; + 9H" + 8 ¢’ 2
Potencial de la reaccion de oxidacién en condiciones de equilibrio: 0.187 V (NHE).?

Reaccidn catodica:
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20,+8H"+8¢ +>4H,0 (©)
Potencial de la reaccion de reduccién en condiciones de equilibrio: 1.229 V (NHE).?*

1.2 Celdas de combustible microbianas para generacion de energia alternativa y

tratamiento de aguas residuales.

Las energias renovables prometen ser parte de la solucion a la crisis energética
actual, ademés de ser una alternativa amigable con el ambiente. En este aspecto la
generacion de electricidad a traves de este tipo de tecnologias, ha abierto un campo

favorable en para promover su implementacién.*®

Las CCM poseen varias ventajas, tanto operacionales como funcionales, en
comparacion con las actuales tecnologias empleadas para la generacion de electricidad a
partir de residuos organicos o aguas residuales.?*?*% Por lo general los compuestos
facilmente bio-degradales son carbohidratos sencillos tales como monosacaridos y
disacéridos, o bien 4cidos organicos de bajo peso molecular, almidén y aminoécidos.** *
>"39 Muchos de ellos, se emplean como materia prima para la generacién de productos
quimicos de alto valor agregado. Desde este punto de vista, las CCM pueden emplear aguas
residuales, materia organica de sedimento marino u otros residuos organicos que no
representan una pérdida potencialmente econémica, ya que actualmente no son valorizados

para la fabricacién de productos de interés.*®

La generacion directa de electricidad en las CCM no requiere de una inversion de
energia externa para llevar a cabo la conversion de la materia organica a energia con una
eficiencia de hasta el 98%,** a diferencia de los tratamientos basados en procesos
anaerobicos que solo recuperan un tercio de la energia empleada durante el proceso de

combustién térmica del biogas, con una pérdida energética considerable, superior al 60%.%*
24

Durante el tratamiento de aguas residuales en CCM se promueve el crecimiento de
microorganismos electrogquimicamente activos que poseen buena estabilidad operacional.

En algunos casos se ha reportado una remocion de compuestos organicos con mas del 95%

62-63

de demanda quimica de oxigeno (DQO) y eficiencias coulémbicas de hasta 90%.%° 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 catodo.

De manera tedrica se ha calculado, que una CCM a gran escala puede llegar a
generar una densidad de corriente de hasta 1000 A/m®, esto es considerando una carga
organica de 7.1 kg/m° 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® (equivalente a 380-960 W/m®) y sistemas anaerébicos con 8-20 kg DQO/m®
(equivalente a 1200-3000 W/m?®).®> No obstante la méxima densidad de corriente reportada

en la literatura ha sido de 20 A/m?.%

1.3 Retos.

Las densidades de potencia de las CCM empleando agua residual sintética u otros
compuestos de facil degradacion, disminuyen cuando éstas mismas son alimentadas con
aguas residuales reales domesticas, agricolas o de la industria alimenticia; dado que éstas
poseen una gran diversidad de compuestos complejos la velocidad de reaccion por
oxidacion del sustrato, se lleva a cabo de manera mas lenta por parte de los
microorganismos.?® Esto puede deberse a que la comunidad microbiana anédica no puede
degradar compuestos organicos complejos con la misma facilidad que los sustratos mas
simples; o bien, debido a otros procesos metabolicos que compiten por la utilizacion del
sustrato tales como la metanogénesis. 2° Ejemplo de dicha limitacién es el experimento
llevado a cabo por Liu y Logan (2004), quienes empleando una CCM de una camara
(fuente de carbono: acetato) lograron generar una densidades de potencia de 494+21
mW/m? (CCM sin PEM) a 262+10 mW/m? (CCM con PEM), y de 146+8 mW/m? (CCM
sin PEM) a 28+3 mW/m? (CCM con PEM) cuando emplearon agua residual doméstica

(ARD) como fuente de alimentacion.

Las CCM se han empleado en la remocion de componentes inhibidores de
fermentacion en efluentes de biorefinerias de compuestos celulosicos (furfural, 5-
hidroximetilfurfural, 4cido vanilico, 4-hidroxibesaldehido y 4-hidroxiacetofenona)® en
busqueda de un éptimo aprovechamiento de los residuos generados en este tipo de

procesos. ElI empleo de agua residual real (ARR) puede llegar a contener ciertas
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concentraciones de sustancias inhibidoras de procesos bioldgicos, que conllevan a una
disminucién en el desempefio de las CCM.” Un ejemplo de ello, es el estudio realizado
para comprobar la influencia de la concentracion de amonio durante la alimentacion de una
CCM, la adaptacion de la comunidad microbiana se vio afectada por las altas
concentraciones de amonio, observando un decaimiento de hasta 1.4 W/m® a una
concentracién de 10 gr/L®. Este tipo de pérdidas, por inhibicién y presencia de
componentes complejos en las ARR, se han intentado compensar por medio de
pretratamiento de las mismas o aclimatacion del indculo mediante la adicion 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 catodos aireados. Realiza una primera estabilizacion de la
CCM aplicado una alimentacién con agua residual sintética (ARS) y glucosa (1 gr/L)
durante 30 dias, posteriormente emplea ARR de una procesadora de maiz pretratada con
steam-explosion (por sus siglas en inglés) adicionando 1 g/L de glucosa, 12.5 mL/L de
solucion de metales traza y 5 mL/L vitaminas. Finalmente, de manera gradual disminuye la
concentracion de glucosa en un 20% cada 2 dias, con el propdsito de aclimatar el consorcio
bacteriano al ARR. Con lo anterior la densidad de potencia maxima obtenida fue de 10.7
W/m?® con ARR, lo cual representé casi el 50 % de lo generado con ARS y glucosa (20.8
wim®).

Otro reto importante es el escalamiento para su comercializacion, 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 anédico interno de 0.388 a 15 L. ***" 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 cerveceria, con una carga organica de 0.5 Kg/L y un pH de 4.5, genera una densidad
de potencia catalitica de 0.5 W/m? y volumétrica de 8.5 W/m®, y logra una remocién de ~
0.2 Kg/ m®-d1%®



Estudio del desempefio electroquimico y microbiolégico... Diana E. Sanchez-Herrera

1.4 In6culos microbianos mixtos

Inicialmente, las bacterias electroquimicamente activas fueron consideradas como
las reductoras de hierro, entre las que se encuentran Shewanella spp.?® y Geobacter spp. &

sin embrago, analisis posteriores revelaron una diversidad bacteriana mucho mayor.'%*#

Existen factores que deben tenerse en cuenta en la construccion de una CCM:
arquitectura, materiales empleados, parametros fisicoquimicos a medir, donador de
electrones y tipo de indculo microbiano. Dichos factores a su vez, también afectan otros
procesos como son la eficiencia en la transferencia de protones, y desempefio de anodo en
las CCM. El tipo y concentracién de amortiguadores quimicos empleados en una CCM,
perturban principalmente la eficiencia en la transferencia de protones y por lo tanto afectan
la comunidad microbiana anddica.® Entre los estudios que han investigado
sistematicamente los efectos del indculo microbiano en el arranque y el desempefio de las
CCM, se encuentran el trabajo de Kim et al. (2005) y Vazquez-Larios et al. (2011). Kim et
al. (2005) compararon desempefios de CCM inoculadas con lodo anaer6bico sin
tratamiento, una comunidad enriquecida con hierro férrico, y un inéculo previamente
aclimatado en otra CCM. La inoculada con la muestra del consorcio previamente
aclimatado tuvo un mejor desempefio, mientras que la del inéculo enriquecido con hierro
férrico presentd un efecto negativo. Asi, concluyen que el arranque es mas exitoso cuando
se inocula la CCM con una muestra colectada de otra CCM en funcionamiento. Vazquez-
Larios et al. (2011) evaltan la disminucion de la resistencia interna aplicando diferentes
indculos y cambiando la configuracion de la CCM. Sus resultados corroboran el efecto del
tipo de indculo y la arquitectura, concluyendo que la CCM de una sola camara ensamblada
con un arreglo en forma de “sandwich” anodo-PEM-catodo, en conjunto con los indculos
de bacterias sulfato reductoras y aerdbicas, presentan una resistencia menor (1,200 y 100,00
Q respectivamente) en comparacion con la CCM de una camara con el arreglo
convencional de electrodos separados a la PEM, que presento una resistencia de 3,900 Q

con el indculo de bacterias sulfato reductoras, y 130,000 con bacterias aerobicas.

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

origen de inoculo, alimentacion y arquitectura de la CCM puede verse en la tabla 1. El

10
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porcentaje de abundancia de cada uno de los microorganismos identificados en dichos
sistemas presenta una gran variacion, en el caso de CCM de dos camaras existe una
predominancia de B-Proteobacteria en la diversidad filogenética anddica 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 indculo (sedimentos
marinos), se presenta una dominancia de 5-Proteobacteria como se observa en el caso de
Holmes et al. (2004), observandose una tendencia hacia la predominancia del mismo grupo
cuando se emplea un indculo similar (plancton marino), a pesar de emplear una arquitectura
diferente (CCM de dos cdmaras), en el caso de Reimers et al. (2007). Referente a indculos
anaerobicos alimentados por glucosa o acetato en CCM de dos cdmaras, se observa una

predominancia del grupo Firmicutes.” ™

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

A a -
Indculos” y Proteobacteria (%) Eirmicutes
Sustrato configuracion o Ref.
de CCM" o | B |y | & (%)
Glucosa /glutamato [S)Ié 644 | 211 | 3.3 0.0 0.0 11
Glucosa/glutamato I'Sé 1.4 6.8 | 36.5 | 14.9 27.0 71
i DA
Almidén DC 27.2 | 409 0.0 0.0 4.5 12
Agua de rio glé 108 | 46.2 | 129 | 129 0.0 11
Acetato o 00 | 00 | 00 | 00 | 241 7
Sedimento de agua SAD 00 | 70 | 9.7 | 535 3.0 17
dulce S
Sedimento de agua SAD 00 | 7.0 | 97 | 535 3.0 17
dulce S
Sedimento de agua SAS 71 | 00 | 875 | 652 3.0 17
salina S
Sedimento marino %'\él 75 0.0 | 235 | 70.0 11.6 17
Etanol DA 0.0 82.6 0.0 17.4 0.0 5
DC
. PM
Agua marina DC 0.0 0.0 1.0 | 25.0 0.0 35

%SR: sedimento de rio; LA: lodo anaerobio; DA: efluente de digestor anaerobio, SM:
sedimento marino; SAD: sedimento de agua dulce; SAS: sedimento de agua salina; PM:
plancton marino. "DC: dos camaras; S: de sedimentos.
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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."

Tabla 2. Desempefio de CCM con indculos bacterianos puros y mixtos.

. I P P
Cultivo MA) | mWimd) | (mwim?) 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
0.2 8 0.3 78?

Rhodoferax ferrireducens 0.6 17 1.7 78°
0.5 33 0.9 78°

o 3.3 1.2 7.6 79°
Escherichia coli 26 o1 36 797

Cultivos Mixtos

. . 0.2 10 n.r. 15

De agua salada (sedimentos marinos) 80 2 - 16
30 3600 216 59

. 0.2 8 1.6 12
De lodos activos 1 53 3 g
2.6 788 32 79

4.9 26 1.6 27

6.2 23 47 34¢

Aguas residuales 5.0 18 37 34°

1.3 506 13 57"

0.5 305 7.6 57°

“Electrodo de grafito sélido, “Electrodo de fibras de grafito, Electrodo poroso de grafito,
Alimentado con sacarosa, “Alimentado con glucosa, ‘Alimentado con acetato, *Alimentado con
butirato. n.r. No reportado.

1.5. Interacciones en comunidades bacterianas.

Los consorcios y mecanismos cooperativos son necesarios, para la conversion
efectiva de la materia organica a electricidad, desde este punto de vista los cultivos mixtos

son mas favorables en comparacion con los puros, ya que poseen una especificidad y
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generacion de potencia mas alta al poder oxidar sustratos mas complejos, por medio de
interacciones sinérgicas y diferentes tipos mecanismos de transferencia de electrones.*® Se
han encontrado pruebas de la relacion entre células bacterianas mediante nanocables
electroquimicamente activos, ejemplo de ello son las simbiosis entre bacterias
fermentativas y metanogénicas. Es ampliamente conocido que la cercana proximidad fisica
es ventajosa para ambos microorganismos, ya que les facilita el intercambio de hidrégeno y
permite la transferencia de electrones entre las especies y el electrodo.?® Un analisis
morfolégico méas detallado del filamento generado por P. thermopropionicum, muestra
una alta semejanza con el nanocable generado por S. oneidensis MR-1.% Las mediciones de
microscopia de escaneo por tunelamiento, comprobaron que los filamentos de la cepa MR-
1 son conductivos y pueden ser considerados como nanocables® (figura 2 a) al igual que los
finos filamentos producidos por Geobacter sulfurreducens.®* Analisis sobre micrografias de
biopeliculas formadas en electrodos, por Shewanella, muestran que algunos de estos
nanocables no sélo se encuentran enlazando a la célula con el electrodo, sino que también
interconectan a células entre si (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.®® 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 electronica de barrido (MEB) de la cepa Shewanella oneidensis MR-1, se
muestra la presencia de nanocables que la interconectan con otras cepas bacterianas (b) Anodo de
una CCM colonizada por S. oneidensis MR-1. (c) Imagen de una SEM de Pelotomaculum
thermopropionicum y Methanothermobacter thermautotrophicus (sefialada con una flecha) en co-
cultivos metanogénicos, interconectadas por nanocables.®
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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),
notdndose 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
percepcion de quorum (quérum-sensing por sus siglas en inglés) u otros tipos de

mediadores.

Se han llevado a cabo estudios, que permiten una mejor comprension sobre las
interacciones generadas entre microorganismos exoelectrégenos y fermentadores.®® Estas
se generan, debido a la competencia entre microorganismos por la disponibilidad del
sustrato. Asi 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.®® La alta competitividad de los microorganismos
fermentadores por el aprovechamiento del sustrato, no implica una disminucion en cuanto
al desempefio de la CCM, si se considera que las interacciones entre estos y los
exoelectrogenos, permite el aprovechamiento de los productos fermentativos (ej.
propionato, butirato, lactato, etanol y formato) que son facilmente oxidados por parte de

exoelectrégenos,>>"7%87%

1.6 Influencia del pH

Las aguas residuales domésticas por lo general poseen una alcalinidad de 50 a
200 mg/l (CaCOs), lo cual equivale a un amortiguador de fosfato de 1 - 4 mM.?® Dicha
alcalinidad puede limitar el desempefio del bioanodo y, en consecuencia, de la CCM.?® Una
solucion a esta limitante es la elaboracion de un disefio de CCM que permita la
recirculacion del efluente del anodo al catodo, asi los protones acumulados en el electrolito
del anodo (por la baja transferencia de los mismos a través de la membrana, en el caso de
las PEM), pueden ser aprovechados directamente en el catodo, al mismo tiempo que

aumenta la generacion de densidad de potencia de 811 a 1540 mW/m2.** Otra alternativa
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para la disminucion de la alcalinidad, es la adicion de amortiguadores sintéticos a la CCM,
como lo plantea Torres et al. (2008) quienes analizan la densidad de corrientes generada en
funcion del cambio en la concentracion de los mismos. Cuando incrementaron la
concentracion del amortiguador fosfatos de 12.5 a 100 mM, la densidad de corriente
aumenté més de cuatro veces, llegando a generar hasta 10 A/m?. No atribuyeron dicho
efecto al incremento de la conductividad por la adicién del amortiguador, ya que al
adicionar cantidades similares de cloruro de sodio, la densidad de corriente solo aumento en
un 15%. Sin embargo, lo atribuyen al incremento del transporte de los cationes a través de
la PEM por el aumento de la concentracién 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
generacion de potencia, siendo mejor en el anodo el pH de 9, ya que disminuyé la
resistencia interna de 4 a 3.8 Q, generando un densidad de potencia de 1550 W/m?® (2770
W/m?). Borole et al. (2009) mejoraron la densidad de potencia en una CCM de 56 W/m?®
hasta 203 W/m® al implementar un amortiguador 200 mM de fosfatos y 50 mM
ferricianuro en el catodo; también notaron un incremento de 101 W/m?® al aumentar la

concentracion del ferricianuro a 200 mM.

Otro factor que influye en las densidades de corriente en la CCM es la variacion de pH
a lo largo del espesor de la biopelicula establecida en el electrodo, los estratos mas cercanos
a la superficie del electrodo cuentan con pHs menores a aquellas zonas mas cercanas al
anolito. Lo anterior es comprobado en los estudios realizados por Franks et al. (2009)
quienes encontraron que la superficie anddica presentaba un pH de 6.1, mientras que el pH
de la zona de la biopelicula en contacto con el medio fue de 7; dicha diferencia es

justificada en funcion a la acumulacion cationica dentro de la biopelicula.

Se han realizado estudios sobre los pHs dptimos para una mayor densidad de potencia,
observandose una tendencia hacia pHs mas &cidos en el catodo. Zhuang et al. (2010)
lograron un buen desempefio en una CCM con un pH de 10 en el anodo y un pH de 2 en el
catodo, aplicando0.2 M de NaOH y HCI. Bajo estas condiciones, alcanzaron un potencial a

circuito abierto de 1.04 V y una densidad de potencia maxima de 29.9 W/m®, valores por
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arriba de lo reportado en el caso de CCM alimentadas con aguas residuales de cervecerias,
que se encuentran entre 0.58-0.65 V y 5.1-12.0 W/m?®.3%% Después de emplear diferentes
potenciales de hidrégeno de 7:2, 10:2 y 7:7 (relacion de anodo:catodo), Zhuang et al.
(2010) determinaron que la disminucion en la generacion de potencia de la CCM, es debida
al decremento del pH en el &nodo y a su incremento en el cadtodo. Atribuyen dichos
resultados al aumento del pH del anolito, generando un potencial mas negativo como se ve
en la figura 3, de igual forma su disminucion en el catodo, gener6 un potencial positivo mas
elevado a comparacion de los demas casos. Deducen que el incremento en los potenciales
les permitié alcanzar un mayor voltaje y reducir pérdidas 6hmicas, por transferencia de
masa y disminucion del sobrepotencial. También observaron que la al implementar un pH
anodico alcalino, se favorecio el crecimiento de microorganismos exoelectrogenos, en lugar

de los metanogénicos.

400 "Y —u—10:2
| 5 —eo—10:7
e~ 200 - \ —A—7:2
E it —v—7:7
: 0 - \\ r— .,
.g \’\\:\\
g e, A
& -200 4 o ST Ul 1
QO- ] g —AY—A Sy
-400 - Z/'**:‘__._,,..:::LQ—-—-—I—-‘-
6004 o
1 ] I 1 I ] ] 1 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Densidad de corriente A/m3

Figura 3. Potenciales de los electrodos (vs. Calomel saturado [SCE]), en funcion de la densidad de
corriente obtenida de las cuatro CCM a diferentes pHs (anodo: catodo). e, m, A: datos del anodo.
o, 0, A: datos del catodo.”

Otros estudios han observado que valores de pH mayores a 10, suprimen por completo
la actividad de microorganismos metanogeénicos, inhibiendo la generacion de metano y
mejorando la generacion de acidos grasos de cadenas cortas, esto resulta altamente
favorable debido al incremento de sustratos facilmente oxidables por los microorganismos

exoelectrégenos.®’
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1.7 Paradmetros de evaluacion del desempefio de una CCM

De acuerdo a Watanabe (2008), los pardmetros de evaluacion mas importantes para
determinar la eficiencia o desempefio de una CCM son: demanda quimica de oxigeno
(DQO), densidad de potencia (DP), densidad de corriente (DC), potencial a circuito abierto
(PCA), resistencia interna (Rjn) y eficiencia coulombica (EC), entre otros.

1.7.1 Demanda quimica de oxigeno

indice empleado para medir la remocion de materia organica contenida en el
anolito, donde la carga organica es expresada como DQO en kg, que ingresa a la CCM es
normalizada respecto al volumen neto del anodo (m® en un tiempo determinado,
generalmente en dias.** También se puede expresar en funcién del porcentaje de remocién
de carga organica, obtenida por la diferencia de la carga organica presente en el influente,

en comparacion con el efluente de la CCM.*

1.7.2 Densidad de potencia (Pan)

El célculo de la potencia no proporciona informacion de la eficiencia del proceso, en
funcién del area del electrodo empleado en el sistema. Debido a que dicha area afecta de
manera directa la cantidad de potencia generada, la generacién de potencia se normaliza
respecto al area superficial del anodo (Aan), a esto se le denomina densidad de potencia, y

es calculada mediante la siguiente ecuacion.*°

Pan= 4
An AAn'Rext ( )

Donde; Aan: area del anodo; Rex: Resistencia externa; Eccm: potencial a circuito
abierto de la CCM.

1.7.3 Densidad de corriente (i)

Su calculo permite la determinacion de la cantidad de carga eléctrica que atraviesa
la seccién de un conductor. La densidad de corriente (A/m?) generada en una CCM
depende de varios factores entre los que se encuentran la concentracion de las especies

electroquimicamente activas en la superficie del anodo, el sobrepotencial de activacion del
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mismo, los coeficientes de reaccion y el nimero de electrones/protones involucrados.** Sin
embargo, para fines practicos, generalmente se estima considerando la densidad de potencia
maxima generada por el sistema (Pmax), resistencia interna (Ri) y el area superficial del

anodo (Aas), mediante la siguiente ecuacion. **

1
. Pmax' Rin 2
ian= # (5)

1.7.4 Eficiencia couldmbica.

Se denomina eficiencia coulémbica (EC), a la fraccion (o porcentaje) de electrones
recuperados en la corriente generada, contra los contenidos tedricamente en la materia

organica o sustrato, y es calculada de acuerdo a la siguiente ecuacién.®*

Coulombs recuperados

Ec= (6)

Total de coulombs en el sustrato

Si se integra la corriente generada en el tiempo (fOth dt), se obtienen los coulombs

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

con base a la siguiente ecuacién.?*?

Mg fPla
Ce=Fbv,,ADQO (7)

Donde; Ms es el peso molecular del sustrato, ADQO es el cambio en la
concentracion del sustrato en el ciclo batch en el tiempo (tp). F la constante de Faraday, b es
el numero de moles de electrones producidos por mol de sustrato y Va, el volumen de

operacion del anodo. Usualmente se asume que la ADQO va de una concentracién inicial

(co), hasta el agotamiento del sustrato empleado (g]. Acetato) (ADQO=c,-c=c,-0=c,).**

1.7.5 Curvas de polarizacion.

Las curvas de polarizacion permiten caracterizar la corriente en funcion del voltaje,

obtenidos por el empleo de diferentes resistencias externas en una CCM. La maxima
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potencia generada puede ser estimada en funcion al punto méximo de la curva de

polarizacién obtenida del sistema.*

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

constantes, considerando los siguientes puntos:

e Las especies microbianas electroquimicamente activas pueden cambiar su actividad
metabolica rapidamente, 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.*

¢ Los datos obtenidos a partir de la aplicacion de potenciales y corrientes constantes,
son de gran utilidad cuando se evaltan CCM como generadores de energia para sistemas
practicos,* mientras que los factores que afectan la operacién estable de una CCM, son

mucho més complicados que los implicados en sistemas electroquimicos tradicionales.**

eLa naturaleza de las comunidades microbianas en la CCM evolucionan con el
tiempo y en funcién del potencial del electrodo, con constantes cambios en la biopelicula.**
Las concentraciones de los metabolitos electroquimicamente activos y/o el sustrato pueden,

también, estar en constante cambio en funcién del tiempo y del potencial.**

eLos mecanismos de reaccion en el electrodo y las condiciones operacionales,
pueden ser diferentes para cada tipo de CCM, requiriendo diferentes puntos de extraccion
de muestra, que permitan hacer un analisis significativo. Sin embargo, las CCMs pueden
presentar un comportamiento estable para determinaciones electroquimicas que impliquen
los factores voltaje y corriente en funcion del tiempo, si se emplea una resistencia fija en el

sistema.**

En el caso de CCM una curva de polarizacion teorica, incluye tres regiones
caracteristicas ubicadas a diferentes intervalos de corriente, como se observa en la figura
4. 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 catalisis de las reacciones llevadas a cabo en la

19



Estudio del desempefio electroquimico y microbiolégico... Diana E. Sanchez-Herrera

CCM, las actividades de los reactantes, el electrolito, mediadores electroquimicos, la
biopelicula, la microestructura del electrodo, las especies microbianas y su metabolismo, y
las condiciones de operacion del sistema.** Las pérdidas de voltaje generadas en esta zona,
se le denominan pérdidas de activacion. Estas se presentan principalmente a bajas
densidades de corriente, y pueden ser reducidas mejorando los catalizadores en el catodo,
empleando indculos altamente electroactivos, o mejorando la transferencia de electrones

entre las bacterias y el electrodo.?

Voltaje tedrico

" —VCA

n . pérdidas totales

Potencial {V)
<=1
.
i
[ ]

I
Sohrepotencislpor  Jy  Tm__
transferencia de carga ohm T, ~a
.
Sobrepotencial A
ol L) = Sobrepotencial por
Shmico mq}ml!'ml:i:l de masa

Corriente (mA)
Figura 4. Curva de polarizacion ideal para una CCM.*

El sobrepotencial 6hmico se presenta tipicamente en intervalos intermedios de
corriente dentro de la curva de polarizacion, y es ocasionado por las resistencias ionicas en
el electrolito, la membrana y la biopelicula, ademas de las resistencias eléctricas en los
electrodos, colectores de corriente, interconexiones, y componentes electrénicos entre el
instrumento de medicién y la CCM.* Estas pérdidas también son denominadas pérdidas
ohmicas, y pueden ser disminuidas por medio de la reduccion 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 tampén de los electrolitos.?*

La ultima 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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generacion de corriente. La presencia de elevadas concentraciones de los productos, puede
conllevar a una reduccién 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
biopelicula, la naturaleza del electrolito, los metabolitos y los productos presentes.** A su
vez las pérdidas por transferencia de masa, reduce la transferencia de protones al catodo, lo
cual disminuye la generacion de potencia maxima y se ve reflejado en el aumento del pH en

el catodo.*

Las curvas de polarizacion se han empleado en la determinacidn de corrientes de
intercambio en el anodo, al igual que en el analisis del comportamiento del anodo vy el
catodo a lo largo de varios intervalos de potenciales aplicados en el estudio de CCM.
Reimers et al. (2006) emplearon las curvas de polarizacion, para determinar el voltaje en
que algunos procesos anddicos se ven limitados y el potencial anddico en que se obtienen
niveles altos de generacion de potencia durante un mayor lapso de tiempo. Cuando la celda
alcanzo voltajes mayores a 0.4 V a los 24 dias de experimentacién, algunos procesos en el
anodo se ven limitados, como se observa en la figura 5 A. Asi mismo, encontraron que
cuando se presenta una diferencia de potencial de 0.4 V, se obtuvo la generacion maxima
de potencia, en un lapso de 24 hrs durante la experimentacion, con un promedio de 34
mW/m? (figura 5 B).
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Figura 5. Efectos de polarizacién. (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 dias 20 al 30 de experimentacion. F1: fase 1 (20-31 dias),
F2: fase 2 (103-114 dias).”
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1.7.6 Espectroscopia de impedancia electroquimica.

Segln Yuan et al. (2010) las reacciones electroquimicas consisten en la
transferencia de electrones en la superficie de un electrodo. Estas reacciones involucran,
principalmente, resistencia del electrolito, adsorcion de especies electroactivas,
transferencia de carga en la superficie del electrodo, y transferencia de masa de la solucién
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 cominmente empleado
para una reaccion electroquimica 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 utilizacién de dicha técnica en
sistemas electroquimicos, puede proveer informacion detallada sobre las reacciones
electroquimicas presentes dentro del sistema. En esta, se aplica una perturbacién de baja
amplitud de corriente alterna (CA), agregada a una sefial 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 electroquimico, siendo esta por definicion 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.*+1%*

Existen dos representaciones graficas cominmente empleadas por dicha técnica:

eDiagrama de Nyquist. Es la representacion grafica que emplea el espectro de
impedancia de la parte real (Z.) en el eje de las ordenadas, que corta con las ordenadas
donde se encuentra la parte imaginaria (Zin). Cada punto o dato, es la representacion del

vector de impedancia dentro de un plano complejo a una frecuencia en particular. Un
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ejemplo de dicha representacion de puede ver en la figura 6, obtenida de la
experimentacion realizada por Logan et al. (2007) con intervalo de frecuencia de 10° a
0.005 Hz, con una amplitud de 10 mV, para el andlisis de espectroscopia de impedancia

electroquimica para un electrodo de tela de carbén y un electrodo de fibra de grafito.**

250
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Figura 6. Representacion de Nyquist obtenida de los espectros de impedancia de dos CCM con
electrodos de tela de carbon y fibra de grafito.*

eDiagrama de Bode. Este muestra la frecuencia como puntos en funcién de su
magnitud y el angulo de fase de la impedancia del vector vs la frecuencia, como se observa

en la figura 8.*

Usualmente se emplean sefiales de perturbacién de corrientes alternas a bajas
amplitudes (10 mV), estas pequefias perturbaciones se aplican para asegurar la no
intervencion de efectos no-lineares sobre la adquisicion de datos y prevenir el
dafio(deterioro) de la biopelicula adherida a la superficie del electrodo. Se puede obtener
informacion detallada de las resistencias 6hmicas, de carga y de transferencia de masa, a

partir del analisis del espectro generado.*

La técnica de impedancia puede calcular de manera precisa los valores de la
resistencia interna dentro de la CCM, y la contribucion de cada uno de sus componentes.
Un ejemplo de su aplicacion, se puede ver en los estudios realizados por Manohar et al.
(2008)**, 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 adicion de esferas de
acero inoxidable en el compartimiento anddico, redujo la resistencia interna e incrementd el
voltaje generado (figura 7), debido al aumento del area de superficie anddica. Bajo todas las

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

la corriente.
7.0
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65} reveeenpeeenes Sotucion de lactate v ME-1
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Figura 7. Dependencia de la R; respecto al voltaje de la celda, bajo cuatro condiciones diferentes.
MR-1: cepa modificada de Shewanella oneidensis; esferas SS: acero inoxidable.>

Los materiales del electrodo o las capas pulidas, pueden causar variaciones en la
resistencia de polarizacién, la cual por definicion segin Yuan et al. (2010) es la
combinacién de la resistencia generada por los procesos de transferencia de carga y de
difusion o transferencia de masa. La impedancia de diferentes materiales en los electrodos
probados dentro de las CCMs, muestra que los electrodos de tela de carbon (en
comparacion con electrodos metalicos), presentan una resistencia de polarizacién mucho
menor, y por ende presentan una mayor generacion de potencia, reduciendo las pérdidas en
la interface del electrodo y la solucién.® Sin embargo, se ha observado el incremento del
desempefio de electrodos metalicos, por medio de recubrimientos abidticos (titanio, iridio,
etc.).> 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 region de baja frecuencia del espectro, muestra que la resistencia de polarizacion

del catodo de fibra de carbon recubierto por platino, la cual es mucho menor que la del
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anodo a base de platino sin Shewanella como recubrimiento. Esto les indico que la
velocidad o tasa de reduccion del oxigeno es mayor en el catodo, que la tasa oxidativa del
lactato en el anodo. La resistencia de polarizacion en el &nodo decae de 7.79 MQ a 10.2 KQ
y el angulo de fase alcanzé valores cercanos a 0° en la frecuencia mas baja, en el caso del
anodo recubierto con la biopelicula de Shewanella oneidensis (figura 8). Por esto concluyen
que la biopelicula formada en la superficie anddica y la metabolizacion del lactato, reduce

la resistencia de polarizacién anddica.

= Anodo: solucion de lactato
seesesis Anodo: solucion de lactato + She Il MR-1
=== Citodo: solucién buffer

a

ray,
.,

e,
",

Figura 8. Impedancia del anodo en ausencia o presencia de S. oneidensis MR-1, y del catodo con
platino: (a) modulo de impedancia (b) fase de angulo.>

He et al. (2008), emplearon dicha técnica para analizar la resistencia generada en los
electrodos, a diferentes potenciales de hidrogeno en el electrolito, encontrando que el valor
de pH del electrolito afecta tanto las reacciones catddicas como las anddicas. Al parecer, la
resistencia de polarizacion anddica 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
anodica, fue optima a un pH neutro y la reaccion electroquimica en electrodo del catodo,

fue mejorada a pHs més altos.

20 80

1.5 160
; |
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pH del electrolito
Figura 9. Resistencias de polarizacién del anodo y catodos, en funcién del pH del electrolito. R,
resistencia de polarizacion den anodo. R,’: resistencia de polarizacion del catodo.*
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1.7.7 Voltamperometria ciclica (VC)

Segin Compton y Banks (2011) esta es una técnica electroquimica 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
aplicacion de dicho potencial, dentro de un diagrama conteniendo informacion 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 quimicas 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 aplicandose un potencial de barrido inverso
respecto al potencial inicial, obteniendo asi las corrientes generadas tanto en los procesos

de oxidacion como de reduccién registrados a los diferentes potenciales aplicados.**®

Su utilidad se basa en la determinacién de las reacciones de oxidacién o reduccion
Ilevadas a cabo en los electrodos. Los estudios de CCM que emplean la VC, generalmente
emplean velocidades de barrido de 1-100 mV/s.*** Esta técnica se ha empleado

principalmente para:

e Investigacion de mecanismos de reaccion en los electrodos, que impliquen transferencia
directa o indirecta de electrones entre la biopelicula y el electrodo.**

e Determinacion de potenciales redox de las especies quimicas o bioldgicas, presentes en el
&4nodo o en el catodo.*

« Evaluacion del desempefio de los catalizadores estudiados.**

e Medicién 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.**

e Evolucién de la actividad bioelectroquimica de la biopelicula en el tiempo.*®

Algunos estudios han empleado la VVC para la caracterizacion electroquimica directa
de biopeliculas en el anodo de las CCM, determinando el comportamiento catalitico del
sistema. Marsilii et al. (2008), aplicaron dicha técnica como un método para comprobar la

presencia de mecanismos de transferencia de electrones entre la biopelicula y el electrodo
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de carbon vitreo, 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 incrementd rapidamente a un potencial mayor a -0.3 V,

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

Corriente (pA)
g & 8

24 02 00 02
Potencial vs SHE (V)

Figura 10. Voltametrias ciclica de la biopelicula formada por G. sulfurreducens, a las O hrs cuando
se realiz6 la inoculacion, y a las 72 h cuando se observo la maxima generacion de corriente. *’

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 presentd corriente residual anddica. En este punto, se determiné el efecto de la
dilucioén de las concentraciones del sustrato, mediante una VC a 1mV/s. En la figura 11 se
puede observar como el incremento de la concentracion de acetato influy6 en la corriente
anodica limitante a -0.1 V; incrementando de manera lineal junto con la concentracion del
acetato en el medio, cuando la concentracion del acetato fue <2000 puM, y sin mostrar
cambio aparente a partir de una concentracion de 3000 uM. El punto medio de las ondas
cataliticas permaneci6 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.
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Figura 11. Voltametrias ciclicas a diferentes concentraciones de acetato en el sustrato (LM).*
1.8 Mecanismos de transferencia de electrones

De acuerdo a Schroder (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 proteinas
redox de membrana (sin implicar especies disueltas)

El principal requisito para que un componente actie como un transportador de
electrones, es su accesibilidad estérica (contacto entre donador y aceptor de electrones).
Ademaés, el potencial del acarreador en relacion con el anodo determinara si éste fue
realmente utilizado o no (un electron no puede ser transferido hacia un electrodo mas
reducido).’® Este mecanismo de transferencia de electrones, se lleva a cabo por medio del
contacto fisico de la membrana celular, citocromos o un organelo bacteriano con el anodo

de la celda, sin implicar especies redox disueltas.’®* Durante la TDE, ocurre una reaccion

28



Estudio del desempefio electroquimico y microbiolégico... Diana E. Sanchez-Herrera

oxidativa llevada a cabo por proteinas pertenecientes a la cadena respiratoria (ej.
Citocromos). Algunas bacterias que emplean la TDE son: Geobacter metallireducens,

101 'y Rhodoferax ferrireducens,”® Geobacter sulfurreducens® y

Aeromonas hydrophila
Shewanella oneidensis.’®® En la figura 12 A, se puede observar una representacion

esquematica de este tipo de mecanismo.

A B Sustrato

Anodo

Figura 12. Illustracion de la TDE via (A) citocromos de membrana, (B) nanocables
electroconductores.?

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® y Enterococcus faecium.® 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 reduccion

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

Se ha observado ademas, 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 reduccién enziméatica de la fase sélida del
hierro y oxidos de manganeso, pudiendo facilitar la transferencia de electrones de la
superficie bacteriana al electrodo.®*® Ademéas, su formacion puede permitir el desarrollo
de biopeliculas electroactivas mas delgadas y por ende aumentar el desempefio del a&nodo.

4
1.8

Ejemplo de ello, es lo publicado por Regera et a en presencia de la formacion 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 diametro lateral de 100 nm. Las flechas indican la ubicacion del nanocable y
un desnivel en la superficie del anodo 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 alteracion
significativa en la generacion de la densidades de potencia generadas, por la sustitucion de
los microorganismos plantonicos 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 funcién de los resultados obtenidos por voltametria ciclica.

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

Cepa bacteriana E’/V? | 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

# Determinado como el medio pico de la voltametria ciclica, a un pH de 7.

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

1,103,105 El

en la membrana externa de los microorganismos. alto grado de similaridad en los

datos electroquimicos 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 traves de los citocromos en la membrana externa, no es especifica para una

bacteria en particular.?

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 estandar aplican tanto para el citocromo como para los nanocables, basandose en la
transferencia de electrones. Por lo tanto, el potencial del citocromo se puede emplear para

calcular la energia libre de la oxidacion electroquimica (tabla 4).2

Tabla 4. Eficiencia energética tedrica de la TDE.?

Especiesde | .\, AG  etec” /ig,e'ec’b o | AGelec | AG’elec/AG total
enlace kd/mol (O/Stal kd/mol (%)
Citocromo
de membrana | 0 -49.2 54.2 24% | -1181.0° 54.2
externa

® Aproximado maximo tedrico de electrones derivables de la oxidacién completa de glucosa. "

cundo n=1. E": Potencial estdndar. AG’elec: energia libre de Gibbs para un electron. AG total:
energia libre de gibbs total.

Para un electron la energia libre (AG'eec) €l valor es de -49.2 kJ mol™?, que
corresponde al 54% de la energia libre de Gibbs total (AG tota), CON un valor de n=1 para la
oxidacion de la glucosa.® En algunos reportes asumen que la eficiencia coulémbica de la
TDE via citocromos y nanocables puede alcanzar un 100%, es decir que todos los
electrones liberados de la oxidacion de un determinado sustrato, pueden ser transferidos al
4nodo.'®%7 En este caso el rendimiento total de energia eléctrica que se puede obtener de

la oxidacion completa de glucosa es igual al valor de un electrén, 54%.°

Son pocos los microorganismos capaces de realizar TDE y aprovechar sustratos
como la glucosa, uno de ellos es Rhodoferax ferrireducens.” Otros como los géneros
Geobacter y Shewanella al no poder aprovechar dicho tipo de sustratos, dependen de acidos
organicos de bajo peso molecular y alcoholes, generados por bacterias fermentativas, lo

cual puede llegar a afectar la eficiencia de conversion energética total %’
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1.8.2. Transferencia Mediada de electrones (TME)

Algunos investigadores consideran la TME como la primera y Unica opcion, para
una generacion eficiente de corriente en las CCM.’® Hasta ahora, el desempefio en
términos de corriente y densidades de potencia de los sistemas basados Unicamente 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
fisicamente los electrones de un compuesto intracelular que se oxida hasta la superficie del

electrodo. ®

Se han probado en varios estudios el efecto de la adicion de mediadores redox
artificiales a las CCM tales como el rojo neutro?, la tionina’™ o el metil violégeno'®; la cual
a menudo parece ser esencial.” No obstante los microorganismos pueden producir
mediadores redox de manera natural, existiendo dos formas a saber: a traves de la
generacion de metabolitos oxidables (metabolitos primarios) y a traveés de compuestos
organicos reversiblemente reductibles (metabolitos secundarios).?

Los mecanismos de TME pueden representar un medio efectivo para conectar el
metabolismo microbiano con el &nodo 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 segun Schrdder (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 bioelectroquimicos. Cohen (1931) encontré que, aungue algunos cultivos
bacterianos anaerobicos pueden presentar un potencial altamente negativo, la corriente que
estos generan es generalmente pequefia, y es atribuida su limitada capacidad para la “oxido-
reduccion de los productos”. Como solucién a este problema se propuso la introduccién de

sustancias organicas e inorganicas como el ferricianuro de potasio y la benzoquinona, para
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facilitar la transferencia de electrones de la biopelicula bacteriana al electrodo.™®® Un
amplio nimero de componentes, en su mayoria fenoxazinas, fenazinas, fenotiazinas y
quinonas, fueron investigados posteriormente por su funcionalidad y comportamiento como

mediadores en las CCM (tabla 5)."10-112

Tabla 5. Mediadores redox exdgenos empleados en CCM.?

Tipo de sustancia Mediador redox Potencial redox, E " "/V
Fenazinas Rojo neutro -0.32
Safranina -0.29
Etosulfato de fenazina 0.06
Azul de metileno -0.02
Fenotiazinas Azul de toluidina O 0.03
Tionina 0.06
Fenotiazinona 0.13
Fenoxazinas Resorurfina -0.05
Galocianina 0.02
Quinonas 2.Hidroxi-1,4-naftoquinona -0.14
Anthraquinona-2.6-disulfonato -0.18

La mayor desventaja en el empleo de mediadores redox exdgenos, aparte de la
generacion de densidades de corriente bajas de 10 a 100 pA/cm’s, es la necesidad de su
adicion regular, lo cual es tecnologicamente inviable dado a sus costos y ambientalmente

cuestionable por sus propiedades toxicas.

ii. Metabolitos primarios
La generacién de metabolitos primarios reducidos, se encuentra asociada a la
degradacion oxidativa del sustrato. Dichos metabolitos son producto de los procesos de
rutas metabdlicas primarias vitales en la supervivencia de los microorganismos. Para poder
ser empleado como reductor durante la oxidacion anddica, el metabolito tiene que cumplir
ciertos requerimientos: su potencial redox debe ser lo mas negativo posible dentro del
limite establecido por el potencial de oxidacion del sustrato, y debe encontrarse accesible

para la oxidacion electroquimica bajo las condiciones de operacion de la CCM.?

Este mecanismo ha sido observado por Rosenbaum et al. (2005), quienes emplearon
E. coli K12 para la produccion de gas hidrdgeno, el cual fue re-oxidado por la catalisis

realizada en un electrodo de polianilina y platino, obteniendo densidades de corriente por
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arriba de los 1.5 mA/cm® De forma similar Straub y Schink (2004), empleando
Sulfurospirillum deleyianum, observaron la reduccion de sulfuro, el cual fue

subsecuentemente re-oxidado en intermediarios mas oxidados, en presencia de hierro.!*°

Entre las especies bacterianas que emplean dicho mecanismo de transferencia de
electrones se encuentran Pseudomona aeruginosa quién produce fenazinas’® y Shewanella

que genera riboflavinas como mediadores redox.*’

Las rutas metabdlicas que determinan el flujo de electrones y protones, juegan un
papel importante en la generacion eléctrica bacteriana.* Ademés de la influencia del tipo de

31012 o] notencial del &nodo también determinara el metabolismo microbiano.™®

sustrato,
Son dos rutas metabolicas las cuales generan metabolitos primarios: respiracion anaerdbica

y fermentacion.®

Respiracion anaerdbica

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 anddica de electrones en la CCM (figura 14).3

Aceptor
Sustrato de electrones
CO,, H*
AE™ AE™

Figura 14. Representacion esquematica de la TME via metabolitos primarios por aceptores
terminales de electrones reducidos (en el citoplasma) AE™: Aceptor de electrones reducido. AE™:
Aceptor de electrones oxidado.®
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Se ha observado la predominancia de microorganismos exoelectrdgenos anaerobios,
a potenciales anddicos 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.**® Los
electrones y protones pueden ser transportados por NADH deshidrogenasas, ubiquinona,
coenzima Q o citocromos.’® El empleo de dicha ruta metabélica ha sido investigada por
Kim et al.(2004), quienes observaron una reduccién en la generacion 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.® Este tipo de ruta ha sido observada regularmente en CCM con eficiencias
energéticas por arriba del 65%.°

Como se ve en la tabla 6, el potencial estandar del Fe**/Fe*? es demasiado positivo
para un mediador redox anddico. Sin embargo, el potencial redox de la pareja de Fe*®/Fe*?
puede ser desplazado hacia valores negativos, a través de la formacion de complejos de
Fe*® con respecto al Fe*? con 4cidos himicos, lo cual puede permitir el empleo del sistema

Fe*?/Fe*® para la mediacion de electrones dentro de la CCM.?

Tabla 6. Potenciales biolégicos estandares de donadores y aceptores de electrones. *

Pareja redox E9"I\V?
CO,/Glucosa -0.43
CO,/Formato -0.43
2H'IH, -0.42
CO,/Acetato -0.28
CO,/ CH, -0.24
SO, HS -0.22
Piruvato/Lactato -0.19
NO3/NO; +0.43
MnO,/Mnj +0.66
Fe*/Fe*? +0.77
;0,/H:0 +0.82
;0,/H:0 +051
Fumarato/Succinato | +0.33"

? Potencial estandar medido a pH 7. "Potencial efectivo (irreversible), determinado en experimentos
en CCM.
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La reduccion del sulfato por bacterias sulfatoreductoras, es una de las rutas
respiratorias mas comunes entre las bacterias anaerobias, especialmente en aquellas
presentes en CCM empleadas para tratamiento de aguas residuales, es por ello que la
oxidacion 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.®

Con un potencial biolégico estandar de — 0.22 V, la pareja redox sulfato/sulfito es la
mas adecuada para la mediacion de electrones dentro de la CCM desde un punto de vista

termodinémico. La ecuacién de la reaccion es la siguiente: ®
anodo bacteria

SO +8H'+ 8¢ € S? +4 H,0 (8)

El potencial bioldgico estdndar de -220 mV puede derivar una energia libre de -70.4
kJ, dicho valor pudiera ser prometedor para su aplicacion en la CCM. Para un transferencia
teodrica de 24 electrones mediante la oxidacion completa de glucosa, se obtendrian 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 acidos organicos de bajo peso molecular y alcoholes, para
Ilevar a cabo el proceso de oxidacion de dichas moléculas y producir electrones dentro de la
CCM.'2 Adicionalmente, la re-oxidacion electroquimica del sulfuro a sulfato es dificil,
debido a que los electrodos se ven envenenados por la fuerte y generalmente irreversible,

adsorcion del sulfuro.®
Fermentacién

Una gran variedad de procesos fermentativos y foto-heterotroficos, resultan en la
generacion de metabolitos primarios ricos en energia, tales como &cidos organicos sencillos
(formato, butirato, acetato, etc) y/o alcoholes (etanol) (figura 15).3 Dichos productos
fermentativos, pueden ser oxidados directamente por microorganismos exoelectrogenos
para su aprovechamiento en la generacién de energia dentro de la CCM,** un ejemplo de
ello es Geobacter spp. quién es capaz de extraer electrones del acetato, para la generacion

de corriente.’® Karube et al. (1977) realizaron las primeras observaciones del empleo de
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productos fermentativos para la generacion de electricidad. Utilizaron cultivos
inmovilizados, generadores de hidrdgeno, como biocatalizadores y platino como
electrocatalizador para la oxidacion del hidrogeno. Dado la susceptibilidad de los
electrodos al envenenamiento y desactivacion, 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

polimeros electroconductores como la polianilina y sus formas fluoradas.®*?

Sustrato

co,
Hz. formate. ... HY.COz ..

Figura 15. Representacion esquematica de la TME via metabolitos primarios por la oxidacién de
productos reducidos de la fermentacién. AE™: Aceptor de electrones reducido. AE®: Aceptor de
electrones oxidado.?

Se ha observado la disminucidn de microorganismos exoelectrégenos a potenciales
anodicos de mas de + 0.37 V, promoviendo una mayor diversidad bacteriana la biopelicula
y la presencia de microorganismos fermentadores, lo cual se traduce en una disminucion en
la densidad de corriente.*® Este tipo de metabolismo se presenta en consorcios productores

de metano, generalmente provenientes de lodos anaerébicos.*?
Durante la fermentacion de glucosa, las posibles reacciones serfan: %

Homolactica:
Glucosa—> 2 lactato” + 2 H+ 9

Alcohdlica:
Glucosa—>2 etanol + 2 CO, (10)
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Glucosa + H,O 2 acetato” + 2 CO, + 4H, + 2 H*

Acida mixta:

Glucosa> Acetato” + Propionato” + CO, + Hy + 2H"

Butirica:

Glucosa~> butirato +2 CO, + 2 Hy + H*

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

rutas de transporte de electrones tentativas.™®

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

de electrones.*®

(11)

(12)

(13)

. Transportador | Mediador
. Tipo de ) . . .
Metabolismo transferencia Ejemplos de microorganismos final de redox
electrones adicionado

Rhodoferax ferrireducens Desconocido No
I Geobacter sulfurreducens . Citocromo No

Oxidativo Membrana tipo-C 89kDa”!
Aeromonas hydrophila CIt_OCI’OTO No

tipo-c
Escherichia coli Hidrogenasa
Shewanela putrefaciens Quinonas?
Si®
Ficocianina,
Oxidativo Mediadores Pseudomonas aeruginosa feasina 'y

carboxamida

Erwinia disolvens Desconocido
Si°

Desulfovibrio desufuricans s*
Membrana Clostridium butyricum Citocromos * No
Fermentativo

Mediadores Enterococcus faecium Desconocido si

? Tentativamente, ° Rojo neutro, ¢ Fe(I11)CyDTA(quelador de hierro), ? Ficocianina
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iii. Metabolitos secundarios
Si los microorganismos no se encuentran en contacto directo con el aceptor de
electrones sélido, estos pueden emplear compuestos transportadores de electrones fuera de
la célula bacteriana (ej. acidos humicos o metales quelados), o inclusive producir
metabolitos secundarios.****** Ejemplos de dichos metabolitos secundarios, son las
fenazinas bacterianas como la ficocianina y las 2-amino-3-carboxil-1,4-naftoquinonas
(ACNQ).1%3

Un ejemplo de la participacion de metabolitos secundarios, es el estudio realizado
por Newman y Kolter (2000) quienes planten la accidon de los transportadores redox del tipo
quinona, como los percusores en la transferencia de electrones de las especies bacterianas
Shewanella spp. y Shewanella oneidesis'*® a electrodos, o bien a aceptores solubles de
electrones como el éxido de hierro. Sin embargo, respecto a Shewanella oneidesis, también
se ha planteado la superposicion™® de mecanismos de transferencia que involucran TDE via

citocromos C* y nanocables,®® ademas 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.’® Se ha logrado probar la accién de la
ficocianina y feazina-1-carboxamida producida por Pseudomonas aeruginosa en la
transferencia de electrones al 4nodo de la CCM.** Otros microorganismos, que presentan

113,117-118
y

Pseudomonas aeruginosa.*? Hernandez et al.(2004) demostraron la influencia de estos

este mecanismo de transferencia de electrones son Shewanella putrefaciens

metabolitos secundarios microbianos por medio de la interferencia en la transferencia
extracelular de electrones, inactivando los genes responsables de la produccion de dichos
mediadores en una cepa de Pseudomonas aeruginosa, lo cual se vio traducido en la

disminucion de la generacion de corriente en la CCM.

Debido a que el potencial redox es mas negativo para las especies bacterianas hasta
ahora estudiadas, que el de los citocromos de membrana externa (tabla 8), la cantidad de
energia eléctrica extraible es mayor para la TME en comparacién 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 nimero de electrones (n) transferidos, y
por ende también en la eficiencia couldmbica y energética.'®®**®" No obstante, algunos
estudios sugieren que dichas pérdidas son debidas al confinamiento de los transportadores
redox en la biopelicula por la accion de fuerzas electrostaticas.’

Tabla 8. Mediadores redox bacterianos.?

Potencial redox,

Nombre Estructura E9° N\

Fenazina-1- carboxamida S -0.115

N
- - - - -fj /h‘
Ficocianina (fenazina) & -0.03
IT'

(]

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 sélido (el &nodo de la
CCM) o dentro de las capas anaerdbicas de la biopelicula, donde se re-oxida y nuevamente
se encuentra disponible para otro proceso redox. Por lo tanto, teéricamente un metabolito

secundario puede reutilizarse en miles de ciclos redox (figura 16).2

Substrato

Med™® Med>> Med®* Medre

Figura 16. TME a través de metabolitos secundarios Med®: mediador oxidado. Med™: mediador
reducido.’
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1.9 Técnicas de identificacion.

La gendémica provee la base para la secuenciacion de todo el DNA en un organismo,
y el genoma completo revela todas las posibles reacciones biolégicas que un
microorganismo puede llevar a cabo. En el pasado, genomas completos eran s6lo obtenidos
unicamente de aquellos microorganismos que podian ser aislados en medios de cultivos;
actualmente es posible secuenciar genomas de microorganismos no cultivables empleando

la metagenémica.?

Las técnicas post-genomicas se refieren a las herramientas que exploran los
genomas completos que han sido secuenciados, esta incluye la bioinfromatica y el campo
emergente de la protedmica. Esta puede unir el genotipo y el fenotipo. Sus herramientas
incluyen el analisis masivo de la transcripcion a mRNAs, traduccién de los mMRNAs a

proteinas y modificaciones en las proteinas.”®

Sin el empleo de dichas herramientas moleculares, el entendimiento de las
comunidades metagendmicas seria lento, lo cual permitiria Unicamente avances con el
transcurrir de varias décadas. La informacién Pre- y Post-gendmica sobre los
microorganismos que se encuentran involucrados en la produccion de bioenergia, facilitara

enormemente los avances cientificos y tecnolégicos.?®

Las técnicas pre-gendmicas mas comunes son el escaneo o rastreo de la subunidad
pequefia del gen 16S, que codifica para el rRNA. Estas técnicas incluyen la generacion de
bibliotecas de clonas, analisis mediante electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante
(DGGE), electroforesis en gel con gradiente de temperatura (TGGE), la deteccion de
polimorfismo en la longitud de fragmentos marcados en un extremo (T-RFLP), hibridacion
de fluorescencia in situ (FISH), PCR cuantitativo en tiempo real (QRT-PCR) y anélisis del
espaciador intergénico ribosomal (RISA). Muchas de estas técnicas han sido empleadas
para la investigacion de la composicién relativa en las comunidades bacterianas que se
encuentran involucradas en la generacion de hidrégeno, metano y bioelectricidad. Sin
embargo, no se han realizado estudios suficientes que permitan conocer, por completo, las

comunidades bacterianas implicadas en la generacion de bioelectricidad. Dichas técnicas
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tienen la ventaja de llevar a cabo la identificacion sin necesidad de cultivar los
microorganismos, las interacciones sintroficas pueden ser mejor entendidas y los
microorganismos que se encuentran involucrados en la operacion exitosa del sistema,

pueden ser monitoreados para la evaluacién de procesos continuos.?

No existe un estandar o una regla especifica sobre cudl es la técnica méas adecuada
para identificacion de los microorganismos, sin embargo cada una de ellas presenta cierto
tipo de ventajas y desventajas por las cuales podemos tomar la decision de elegir de
acuerdo a la que se adecue mas a las necesidades del estudio. Como se puede ver en la tabla
9, existen diversas técnicas a emplear para la identificacion de microorganismos, cada una
de ellas posee tanto ventajas como desventajas, por lo cual la eleccién de la técnica a
emplear dependera del tipo de estudio que se quiera llevar a cabo. Respecto al analisis de
las comunidades establecidas en las CCM, se puede decir que las técnicas de estudio mas
empleadas son la elaboracion de bibliotecas de clonas 16 rDNA, MPN-PCR, DGGE y qRT-
PCR.#>101LI5177L130 Ganeralmente se emplean la elaboracion de bibliotecas de clonas 16
rDNA para estudios mas detallados de la comunidad bacteriana en la CCM, ya que esta nos
permite tras la secuenciacién de clonas seleccionadas, la identificacion de géneros e
inclusive especies bacterianas.’>*® De manera menos especifica se han podido realizar
estudios de diversidad microbiolégica en las CCM, empleando la técnica de DGGE la cual
ha sido la mas empleada actualmente dado a su relativa rapidez para identificar los filotipos
mayoritarios de la comunidad analizada.**#****1% Este tipo de identificacién ha permitido
analizar la evolucion de la diversidad bacteriana, tomando en cuenta la composicion del
inoculo inicial y las muestras tomadas en diferentes puntos de la experimentacién,®* ademas
de identificar las diferencias entre la composicién microbiana del electrodo y las bacterias
suspendidas en el electrolito.**3***¢ En la tabla 9 se presenta un resumen sobre las ventajas

y desventajas de algunas técnicas mas comunes para la identificacion de microorganismos.
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Tabla 9. Técnicas moleculares para identificacion de microorganismos en ccmB

nucledtidos para el analisis de PCR.

género.

Método Descripcion Ventajas Limitaciones
. . . Se debe saber cual es el
Emplea cebadores o primers de alta | Detecta la presencia o ausencia de | . )
P . - e . microorganismo 0 gen de estudio
PCR especificidad, amplifica secuencias de | genes especificos de una especie o

en especifico; y los resultados no
son necesariamente cuantitativos

Libreria de clonas

Técnica post-PCR, en la cual genes
amplificados por PCR son clonados y
secuenciados

Permite una alta resolucion de
analisis sobre comunidades
microbianas complejas; provee
informacion sobre los miembros
mas abundantes de la comunidad.

El nimero 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 separacion de
secuencias en bandas se basa en el
principio de  fusibn  quimica,
dependiendo del contenido de Guanina
y Citocina.

Es répido; se pueden analizar
multiples muestras; visualizacion
de los organismos abundantes; se
pueden analizar la dinamica
poblacional; y puede identificar
microorganismos no reconocidos
mediante la secuenciacion de las
bandas extraidas.

Resultados pobres cuando hay una
alta diversidad; una banda puede

corresponder a varios
microorganismos; un
microorganismo puede generar
multiples bandas; emplea

secuencias cortas que obstaculizan
la identificacion.

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 restriccion y
separados en un gel de electroforesis,
luego visualizados por medio de la
excitacion del compuesto fluorescente
identificando picos de fluorescencia y
correlacionandolo con la abundancia de
la especie.

Es réapido, se pueden analizar
multiples muestras; provee
informacion  relativa a  los
miembros de la comunidad mas
abundantes; y es util para estudios
de la dinamica poblacional. Esta
técnica hace posible determinar
cualitativamente la diversidad de
especies presentes

T-RFLP
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Método

Descripcion

Ventajas

Limitaciones

PCR tiempo real

Colorantes fluorescentes y sondas son
combinadas con los primers del PCR y una
sefial fluorescente es obtenida en cada ciclo de
amplificacion, que, utilizando una curva de
calibracion, se puede emplear para determinar
el nimero de copias del gen de la muestra
original.

Es  cuantitativo; altamente
sensitivo; y permite un analisis
de alta calidad.

PCR tiempo real

FISH

Una sonda de oligonucle6tidos fluorescentes se
hibridiza directamente con el ARN o ADN
dentro de las células.

Permite la observacion 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.

Hibridizacion dot-

El RNA es extraido de una muestra y es
inmovilizado en una membrana hibridizado con
sondas fluorescentes o radioactivas, para

Resultados  semi-cuantitativos,

La especificidad puede
estar limitada, demanda

una sefial cuando el &cido nucléico que se esta
rastreando se encuentra presente.

blot . - se encuentra bien desarrollada. mucho tiempo, y es de
revelar la presencia y la cantidad de los . L
) . A bajo rendimiento.
microorganismos identificados.
Un microarreglo consiste en el ordenamiento Los resultados son
de los fragmentos de ADN de genes Unicamente semi-
Analisis de especificos; productos marcados de ARN, | Permite un andlisis de alta | cuantitativos, la
microarreglos mARN, cADN, ADN o PCR son hibridados | definicion y es util para el | elaboracion de los
con un chip de microarreglo, el cual provee de | estudio de expresion de genes. microarreglos es

complicada, y se requiere
de un equipo muy costoso.
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La tabla 10 presenta algunas de las técnicas pre-gendmicas aplicadas sobre CCM y

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

miembros predominantes en la biopelicula establecida en sus sistemas.

Tabla 10. Técnicas pre-gendmicas para identificacion de electrogénicos en CCM.

Técnica Descubrimientos Referencia
Bibliotecade | Los principales miembros en la comunidad de la CCM que
clonas 16 empleo un in6culo de sedimentos marinos fueron 15
rDNA Yy Proteobacterias, y especificamente, un alto porcentaje de 16
MPN-PCR | Desulfuromonas acetoxidans.
B'Ctigg;iciade Lq compos_icic')n de _Ia biopelicula cambié dependi_endo del
(DNA y origen Qel indculo; sin embargo, Geobacteraceae siempre se 17
MPN-PCR encontro presente.
Bibliotecade | Los principales miembros de la comunidad en una CCM
clonas 16 alimentada a base de etanol fueron Proteobacterias, Azoarcus 5
rDNA spp. y Desulfuromonas spp.
Los principales miembros en la comunidad fueron Geobacter
DGGE sulfurreducens (>99% de similitud) y una clona no cu!tivable 4
del filum Bacteroidetes; se favorecio la proliferacién de
Firmicutes cuando la CCM fue alimentada con glucosa.
Biblioteca de | Los miembros mayoritarios de la comunidad bacteriana presente
clonas 16 en una CCM alimentada con glucosa, pertenecian a los filotipos 71
rDNA de y- y B-Proteobacteria, o Firmicutes.
Emplearon agua de rio o agua residual sintética como
Biblioteca de | combustible, observaron un desarrollo de las comunidades
clonas 16 microbianas muy diferente para cada uno de estos. En la CCM 11
rDNA Y alimentada por agua de rio predominaron y-Proteobacterias y -
DGGE Proteobacterias, mientras que en la alimentada por agua residual
sintética las a-Proteobacterias fueron las que dominaron.
Los principales miembros de la comunidad bacteriana fueron de
DGGE Firmicutes (especies: Clostridium, Eubacterium, Enterococcus y 130
Lactobacillus), y-Proteobacterias (Pseudomonas spp.) y B-
proteobacterias (Alcaligenes spp.)
B'Cki:)'ﬁ;iciide Geobacter spp. fueron dominantes en la comunidad. Al reducir
el potencial anddico se observo un incremento en el porcentaje 10
rDNA Y gRT-
PCR de Geobacter spp.
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1.10 Microscopia electronica de barrido (MEB)

Otro aspecto de gran importancia en la realizacion de estudios de caracterizacion sobre
las comunidades microbianas en las CCM, es la determinacion morfoldgica de las mismas.
Para tal fin, la microscopia electronica de barrido (MEB) se presenta como una herramienta
atil. EI MEB es uno de los dos modos de microscopia electronica (ME), capaz de
proporcionar visualizaciones de bacterias de manera detallada. ElI segundo metodo de

utilidad es la denominada microscopia electrénica de transmisién (MET).*

La MEB es relativamente sencilla y los resultados son faciles de interpretar, dado a
que los microorganismos son visualizados como objetos tridimensionales (3-D) (Figura
16) 135

Figura 17. MEB de la biopelicula establecida a los 36 dias en una CCM (tipo PEM) alimentada con
hidrolizado de trigo y ARS. Aumento 6000 X, a 40KV. Escala 1um.**®

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 depdsito de las muestras en una camara de vacio.*’

La preparacién de una muestra para su observacion por el método de deshidratacion y
desecacion, consiste en la extraccion del o los microorganismos para su fijacion,
posteriormente se lleva a cabo una deshidratacion con etanol hasta llegar a su punto critico,
y se pasan a una camara de vacio donde se lleva a cabo un bombardeo con particulas de oro
para poder finalmente realizar la MEB y tomar fotomicrografias de los microorganismos a
un voltaje de aceleracion apropiado. Algunos de los anteriores pasos mencionados, pueden

afectar la visualizacion de ciertas estructuras de los microorganismos, tales como flagelos
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bacterianos o bien la distorsion de la membrana celular. El bafio 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 tincién negativa o sombreado con platino.™*’

Por lo general, se estipula la obtencion de muestras con un espesor no mayor a 2 mmy
con dimensiones de 10 mm. x 10 mm.,"*" no obstante dicha recomendacion no es del todo
estricta ya que en la mayoria de las muestras analizadas de CCM se emplean cortes sin

135 gbteniendo buenas imagenes de microscopia a pesar de

importar el espesor de la muestra,
exceder dicho espesor. Otra forma de llevar a cabo la observacion de los microorganismos
en el electrodo es tomando una muestra de la biopelicula y depositarla en filtros de
microporo de 0.2 um, como en el caso de Park et al.(2001) quienes fijaron las células con
glutaraldehido al 2 % en un buffer 100 mM HEPES, a un pH de 6.8 y con MgCl, 2 mM,

durante 1 hr.. Posteriormente se fijan durante 2 hrs en OsO4 al 1 %.

Para muestras de microorganismos sobre materiales sélidos, se recomienda realizar una
fijacién en amortiguadores a una concentracion de 0.1 M y un pH de 6.5-7.0, tales como el
glutaraldehido del 2 al 3%, en periodos de 5 min. a 24 hrs.*® Si los constituyentes de la
muestra no se encuentran conformados por proteinas, y consisten en lipidos o polisacéridos,
se recomienda realizar una posterior fijacion con tetroxido de osmio (OsO,) o rojo de
rutenio. Aunque los dobles enlaces (-C=C-) en &cidos grasos insaturados reaccionan con el
tetroxido de osmio, el osmio puede ser facilmente removido mediante una hidrdlisis
espontanea subsecuente. Esta resulta en la formacion de un diol y la liberacion de trioxido

de osmio (0s03).**
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JUSTIFICACION

Son pocos los estudios realizados respecto al anlisis de la sucesién de los
consorcios bacterianos mixtos, la relacion entre su composicion y el desempefio de las
CCMs. El analisis de los microorganismos mayoritarios presentes durante los periodos de
mayor generacion de potencia en la CCM, contribuye al &rea de conocimiento que
promueva la proliferacion de las comunidades bacterianas de interés, para un mejor

desempefio en este tipo de sistemas bioelectroquimicos.

La importancia de este estudio reside en la aportacién de conocimiento referente al
analisis de la sucesion de la comunidad bacteriana mayoritaria en una CCM vy la evaluacion

simultanea sobre el desempefio de la misma.

HIPOTESIS

Se espera un cambio en la composicion de la biopelicula en las cuatro fases de
estudié planteadas, con una tendencia hacia el enriquecimiento de alguna de las bandas
identificadas mediante el analisis de DGGE, esperando encontrar una correlacion entre
dicho enriquecimiento y los puntos de mayor generacion de densidades de corriente y
potencia, los tipos de mecanismos de transferencia de electrones observados y la
disminucion de pérdidas dentro de la CCM.
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CAPITULO 2

METODOLOGIA

2.1 Disefio de la CCM.

La CCM fue elaborada con piezas de acrilico de 6 mm de espesor. Las piezas fueron
fijadas mediante cemento de acrilico. Las camaras anodica y catddica tuvieron forma
semicircular, con una capacidad de 125 ml (volumen util: 110 ml) (figura 18 y 20). El area
efectiva de la membrana (Nafi6on® 117), previamente activada'® ™, fue de 18.9 cm® El
soporte de la membrana (figura 19) consté de dos piezas de acrilico 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
union de las piezas desarmables de la CCM. Para asegurar el correcto sellado de las tapas
en las camaras 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 alimentacion y obtencién de muestras de andlisis, asi como para el
difusor de oxigeno en el catodo. Los orificios diferentes a los electrodos de los anodos y
catodos fueron sellados temporalmente con septums de polianilina, recubiertos de silicon.
El cable de unidn de los electrodos se recubrié con Termofit®, y se fijaron a la tapa con
resina epdxica, a 1.6 cm de distancia respecto a la membrana y con una separacion de 3.2
cm entre si. Las conexiones externas fueron hechas de malla de acero inoxidable
(entramado de 400 - 400) con hilo de nylon, y recubiertas nuevamente con Termofit®
(figura 18). El electrodo del anodo se elabord con tela de carbén (1.5:6 cm; 9 cm?), en el
caso del catodo se uso carbon activado (30 gr, sin catalizador) empleando como colector
malla de acero inoxidable (entramado de 400-400)
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Recubrimiento de termofit
Soporte de tapa

Camara anédica
(115 ml)
Electrodo

Soporte de
membrana

Figura 18. Celda ensamblada

Canal para empaque

Soporte de membrana _
de poliuretano

(Area efectiva de 18.9 cm?)

- Orificio encordado
para tornillo

Figura 19. Soporte de la membrana.

Base de camara

Orrificio encordado para . ,
P anodica y catodica.

union con tornillos
Cara externa del
soporte de membrana

Figura 20. Configuracion de cadmara anddica y catodica.
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2.2 Pruebas de estanqueidad, inicio de las CCMs y determinacion de las fases de estudio.

Previo a la experimentacion, se realizaron pruebas de estanqueidad con la finalidad
de identificar y reparar presencia de fugas en la CCM. Inicialmente, se emple6 un molde de
acetato para simular la membrana colocada en el soporte de ensamble. Las CCM fueron
llenadas con agua, adiciondndoles naranja de metilo y azul de metileno como colorantes,
para determinar si existian fugas dentro (entre cdmaras) y fuera de ellas, con mayor
facilidad (figura 21). Para evaluar fugas en las tapas se procedio a colocar la CCM de forma
invertida (figura 22).

Figura 21. Pruebas de estanqueidad de las cdmaras de la CCM. Cyu: Colorante naranja de metilo.

Cawm: colorante azul de metileno.
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Base de la CCM

N -

Tapas de laCCM
Figura 22. Pruebas de fugas en las tapas de la CCM.

Posterior a las pruebas de estanqueidad, se procedio al inicio de la experimentacién
de las 9 CCM, inoculando 8 con 88 ml de indculo mixto, 20 ml de buffer de fosfatos de
sodio (Na;HPO,, 4.09 g/L y NaH,PO4-H,0, 2.93g/L)* y 2 ml de ARS con acetato
(69/L).2% Una CCM fue empleada (paralelo a la experimentacién) sin inéculo y
alimentacion, bajo las mismas condiciones como blanco. Se realizaron curvas de
polarizacion semanalmente para determinar las fases de estudio cuando se presentara algun
incremento o decrementos significativo en cuanto a la densidad de corriente y de potencia
generadas. Dicho incremento o decrementos significativo se determind estadisticamente
mediante un analisis de estadistico de ANOVA (software: Statistica® version 8), con un
nivel de confianza del 95%; resultando asi 4 fases de estudid en total a lo largo de la

experimentacion (140 dias) como se observa en la tabla 11.

Para el desarrollo del presente estudio, se realiz6 una modificacién de la
metodologia propuesta por Ishii et al. (2008). La adquisicion de datos del desempefio de la
CCM, en funcion de pruebas quimicas, electroquimicas microbioldgicas (DGGE y SEM)
de las cuatro fases de estudio, se llevé a cabo como se plantea en la tabla 11.
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Tabla 11. Pruebas realizadas con relacion a las fases de anélisis planteadas para el presente estudio

Parametros
de evaluacion
Di Pruebas quimicas y Pruebas
ias o L
Fases de electroquimicas microbiologicas
estudio
Inéculo 0 No Si
1 0-63 Si Si
2 64-77 Si Si
3 78-105 Si Si
4 106-140 Si Si

Se construyeron 9 CCM: 4 para la identificacion bacteriana, 4 para pruebas
quimicas y electroquimicas, y 1 blanco experimental, para las 4 fases de estudio como se

observa en la figura 23.

I . )
; Determinaciones por fase de estudio
1

|
1] VCA, pH, densidad de corriente y :

1 CCM Blanco | potenciay pruebas electroquimicas :

1 |

1 |

........................................ I 1
4 CCMs | — |

P . DQO, AGV, anélisis de gases, I

Pruebas F,u'tm'cas’ fisicas, |; ' temperaturay pH; PCA, densidad de |
electricas y corriente y potencia, VC e impedancia | 1
electroguimicas I

|

|

|

|

|

|

4 CCMs DGGE, microscopia electronica de
Pruebas microbioldgicas barrido
Réplicas e 4

........................................

Figura 23. Diagrama general del disefio experimental.

Todas las CCM, fueron iniciadas y operadas de igual forma. La toma de muestras se
realizo al finalizar cada una de las cuatro fases de estudio. Se utilizaron 4 CCM para la
evaluacion del desempefio, con la finalidad de no alterar la biopelicula en cada una de las

cuatro fases de estudio, por la aplicacion de técnicas electroguimicas.
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2.3 Indculo y fuente de carbono.

En el presente estudio se empled un inéculo mixto nativo anaerobio, de acuerdo a la
experimentacion previa realizada por Alzate et al. (2008). Se aliment6 la CCM con agua
residual sintética (Na,HPO4, 4.09 g/L y NaH,PO,4-H,0, 2.93g/L)*, empleando acetato (6

g/L)**** como fuente de carbono.
2.4 Modo de operacion de la CCM.

Se empled un anolito acuoso con la siguiente composicion: Na,HPO,4, 4.09 g/L y
NaH,PO,4-H,0, 2.93g/L.*® El compartimiento del 4nodo fue burbujeado con gas nitrégeno
para desplazar el oxigeno presente previo al cierre del &nodo y cada vez que se tomaron las
muestras. EI pH fue cercano a neutro, ajustandose con un buffer de KHCO3 y K,CO3 (0.2
M) segln Fan et al. (2007) y Puig et al. (2010).

En el compartimiento del catodo se emple6 un buffer de fosfato de potasio (50 mM)
como catolito de acuerdo a Zang et al. (2010) y Erable et al. (2009), manteniendo un pH de
4 a 5 mediante buffers de KHCO; y K,CO3 0.2 M**%_ Para su aireacion se utilizé una
bomba de aire marca RESUN®, modelo AC-9602, de 3.5 L/min.%*14

Se alimenté cada 24 hrs con ARS con acetato (6 g/L) como fuente de carbono.**¢**3
La temperatura de trabajo fue de 27+£2°C.
2.5 Evaluacion del desempefio de la CCM.

Las mediciones de los parametros se llevaron a cabo de la siguiente manera:

2.5.1 Pruebas quimicas y fisicas
e Demanda quimica de oxigeno

Las muestras se obtuvieron del anolito retirado previo a la alimentacion de las
CCM. El analisis de las muestras se realizo al finalizar cada una de las fases de estudio,
empleando la técnica de oxidacion de dicromato de potasio de solucion digestiva (reactivo
de DQO de alto rango de 0 a 15,000 ppm). Se empled un reactor digital DRB 200 marca
Hach, y un colorimetro Thermo Electron Corporation ORION AQUA fast Jy™ 148
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e Acidos grasos volatiles

Las muestras se obtuvieron del anolito retirado previo a la alimentacion de las
CCM, analizdndose aquellas correspondientes a cada una de las fases de estudio. Sé filtro
una muestra obtenida del anolito en papel microporo, posteriormente se realizé el analisis
de la muestra con un detector FID en un cromatografo de gases Pekin Elmer Clarus 500
(columna EC-1000, Altech).**®

e Analisis de gases (presencia de hidrogeno 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 cAmara anddica, con una jeringa para gases (Sigma
Aldrich, capacidad de 5ml). Posteriormente, se inyectd la muestra al cromatdgrafo de gases
(Perkin Elmer Clarus 500), empleandose una columna molsieve5A para el TCD (Thermal

Conductivity Detector) de acuerdo a los procedimientos establecidos por la APHA (2005).
e Temperaturay pH

Las muestras se obtuvieron del anolito retirado previo a la alimentacion de las
CCM. Se empleo un equipo multiparamétrico Thermo Scientific Orion® (PerpHect
LogRmeter, modelo 350), dichos parametros fueron determinados, de forma diaria, de
acuerdo a APHA (2005).

2.5.2 Pruebas eléctricas y electroquimicas

En el caso de las mediciones eléctricas de voltaje para el calculo de la corriente,
densidad de potencia y corriente, se empleé un multimetro Fluke® (Modelo 117). Mientras
que para las pruebas electroquimicas de voltametria ciclica y la espectroscopia de
impedancia electroquimica se empled un potenciostato BioLogic, modelo VSP (Science

Instruments) y el software EC-Lab® (version 10.18) para el analisis de los datos.
e Potencial a circuito abierto (PCA)

Para la medicion diaria del PCA, se empled un multimetro Fluke® (Modelo 117).
Dicha medicién se llevé a cabo de manera previa a la alimentacion de la CCM, cada 12 hrs.

Este lapso de tiempo para la medicién del PCA, fue establecido tomando en cuenta la
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lectura del PCA maximo obtenido a lo largo de las 24 hrs del ciclo semi-bach, monitoreado
mediante el multimetro Fluke® (Modelo 117), conectado mediante USB a una PC para la

adquisicion de datos mediante el software MUL-600 (version 2.0)..
e Calculo de corriente

El célculo de la corriente se realizo semanalmente, empleando resistencias externas
de 2180, 1790, 1493, 1204, 995 y 382 Q. La corriente generada en la CCM se calculé por

medio de la caida del voltaje a través de la resistencia (ley de ohm), como:
| = ECCM/Rext (14)

Donde; 1 es la corriente generada por la CCM (A), Eccwm el voltaje medido a circuito

abierto (V), Rex la resistencia externa empleada ().

Nota: Dichas resistencias fueron seleccionadas con base a analisis previos a la
experimentacién en una CCM prueba operada e inoculada bajo las mismas condiciones
experimentales, durante 9 meses, a la cual se realizo una curva de polarizacién empleando
resistencias externas de 2.5 Q, 10.7 ©, 68 Q, 100 Q, 276.8 Q, 382 Q, 995 Q, 1182 Q, 1204
Q, 1493 Q, 1790 Q, 2180 Q, 3280 Q, 4670 Q, 6800 Q y 10 kQ, Las resistencias que no
provocaron la desestabilizacién de la CCM por la pérdida total o variacion contante de la
corriente generada, fueron las seleccionadas para el calculo de la corriente, densidad de

corriente y de potencia.
e Densidad de corriente

Se calculé semanalmente, en funcién al area del &nodo, por medio de la siguiente
ecuacion:

Tyy=— (15)

Ian

Donde; la, €s la densidad de corriente anédica (mA/m?), | es la corriente (MA) y

A, el area del 4nodo.?*
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e Densidad de potencia

La densidad de potencia se calculo semanalmente, empleando la siguiente ecuacion:

P, = Feam’” (16)
AN A pnRext

Donde Pa, es la densidad de potencia anédica (W/m?), Eccm es el potencial a
circuito abierto de la CCM (V), Aaq es el &rea del 4nodo (m?) y Rex: es la resistencia externa
empleada (Q). 2

e Eficiencia de coulémbica (EC)

Se obtuvo el porcentaje de eficiencia couldmbica, al finalizar cada fase de estudio,

con base en la siguiente ecuacion:

MItbA

0 B ———
HEC FbV ANADQO

X 100 (17)

Donde; M es el peso molecular del sustrato (acetato, g/Mol), I es la densidad de
corriente maxima (A/m?), t, tiempo del ciclo batch (24 h), A es el area del anodo (m?), F es
la constante de Faraday (98 485C/Mol de electrones), b es el nimero de moles de
electrones producidos por mol de sustrato (8 Mol de electrones por Mol de acetato), Vay €s
el volumen de operacion del &nodo (L) y ADQO es la diferencia en DQO del afluente con

respecto al efluente.'*

e Voltametria ciclica (VC)

Se realiz6 al finalizar cada fase de estudio, a media celda (4nodo), biopelicula y
anolito, empleando un potenciostato BioLogic, modelo VSP (Science Instruments). El
barrido de potenciales se realizé de -0.7 V a 0.7 V (vs Calomel saturado).*® Con una
velocidad de barrido de 10 mV s™.*" Para el analisis de datos se utiliz6 el software EC-
Lab® (Version 10.18), realizandose en el mismo la conversion pertinente para la
presentacion de los resultados reportados respecto al electrodo estandar de hidrégeno.

De acuerdo a la metodologia propuesta por Zhao et al. (2008) para la identificacion
de la presencia de mecanismos directos de transferencia de electrones, se realizdé una VC a

la biopelicula, retirandose el electrodo dentro de una cdmara de anaerobiosis y colocandolo
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en una CCM réplica reemplazando el anolito con un buffer de fosfato de sodio (Na;HPOs,
4.09 g/L y NaH2PO,4-H,0, 2.93g/L).*® Para la identificacion de la presencia de mecanismos
indirectos de transferencia de electrones, se realiz6 una VC al anolito, retirdndolo con una
jeringa de 50 ml, hasta vaciar el volumen efectivo de 110 ml inyectdndolo en una CCM

réplica con un electrodo estéril, dentro de una cdmara de anaerobiosis.**

La configuracion 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)

Camara anddica Anodo Camara anddica Camara anddica
Biopelicula Anodo Cémara anddica Cémara anddica

) Anodo (electrodo sin , . , o
Anolito ( Camara anddica Camara anddica

biopelicula)

e Espectroscopia de impedancia electroquimica

De acuerdo a la metodologia modificada de Ramasamy et al. (2009), se llevaron a
cabo pruebas de impedancia en la camara catddica (anolito y biopelicula), el anolito en
ausencia de la biopelicula (electrodo estéril) y la biopelicula en ausencia del anolito con las
probables especies redox Yy microorganismos suspendidos, empleando el mismo
procedimiento realizado en los estudios de voltamperometria ciclica, con el propdésito de
observar las pérdidas ocasionadas por el anolito y la biopelicula, y su interaccion en el caso
de la camara anddica. Se utilizd un arreglo de tres electrodos (tabla 12). La frecuencia fue
variada de 10 kHz a 10 mHz, con una amplitud de + 10 mV.*" Este intervalo de frecuencia,
ha sido propuesto por Barsoukov y McDonald (2005), con el proposito de identificar
procesos de transferencia de carga presentes en este tipo de sistemas bioldgicos. Se propuso

un circuito equivalente de acuerdo a los elementos encontrados mediante el andlisis 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 analisis de datos se
utilizo el software EC-Lab® (Version 10.18).

2.6 ldentificacion microbiana
e Toma de muestra de la CCM

De acuerdo a la metodologia de Reimers et al. (2007), se emple6 material
esterilizado, y se procedié a remover el anodo de tela de carb6n, mediante el uso de pinzas
de diseccion. Dos secciones de 1cm? fueron cortadas empleando tijeras de cerdmica, para
las tomas de microscopia electronica de barrido. Para los analisis de extraccién de ADN se
realizaron raspados del anodo 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 solucién 1:1 de etanol y un buffer salino de fosfato iso-osmético. Se tomo una
muestra de 10 ml del anolito, preservadas a -80 °C dentro de viales, con una solucién 1:1 de

etanol.*®

e Procesamiento de las muestras del electrodo y anolito.

Se centrifugaron alicuotas de 2 ml a 4,000 g. Se descartaron los sobrenadantes y
cada pastilla se resuspendi6 con 5ml de agua residual sintética. Se dispensaron alicuotas de
1 ml en tubos Eppendorf y se almacenaron a -80°C hasta su uso.™*’

e Extraccion 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
adicion6 un amortiguador Tris-HCL (pH 7.0), conteniendo EDTA (1 mM) y 2-
mercaptoetanol (0.5%). Se procedio a aplicar otro choque térmico, adicionandole un

amortiguador de extraccion a pH 7.0.

Posteriormente el ADN fue lavado con cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). Se

recuper0 la fase acuosa y se transfirio a un tubo Eppendorf nuevo. Posteriormente se
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precipitdé el ADN de dicha fase por medio de la aplicacion de 0.6 volimenes de alcohol
isopropilico, durante 30 min. La pastilla obtenida fue lavada con etanol al 70%, y se dejé
secar durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente fue resuspendida con 20 ul de
agua estéril. Se tomé una alicuota de 5 pl y se adicion6 0.5 pul de ARNasa libre de ADNsa
(“stock” 20mg/ml) para eliminar ARN, dejandose incubar a 37°C durante 1 h. La muestra
incubada se empleo para las reacciones de amplificacion por PCR.

e Amplificacion de fragmentos de ADNr 16S

A partir de los ADN gendmicos (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),™ 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 reaccion se realizo en un volumen de 25 pl: 2.5 ul de buffer amortiguador (10x
invitrogen), 0.75 pl de MgCl; (1.5mM), 0.5 ul de ANTP’s (0.2mM), 1ul de cada cebador,
0.14 pl de Taqg polimerasa, 0.2 pul de ADNg y agua ultra pura hasta ajustar el volumen. El
programa para la reaccién 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 extension de 10 min a 72°C. Al final, las
reacciones de PCR se enfriaron a 10°C. El resultado de la amplificacion 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).
e Reamplificacién para el analisis por DGGE

Se amplifico la regidn hipervariable V3-V5 [aprox 600pb (586pb en E. coli)] de los
ADNr 16S. La reaccién de PCR se realizé en un volumen final de 25 ul conteniendo 1pl
del producto de la reaccion obtenida con los cebadores V1F y V5R. Se adicioné 0.5 pl de
dNTP’s (0.2 mM), 1 ul de cada cebador, 3 ul de MgCl,, 2.5 pl de amortiguador (10x

invitrogen), 0.2 pl de Taqg 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" y V5R 5-CCG TCAATT CCT TTG AGT TT-3." WV3F 5-
CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCTGCTGCCTCCCG
TAGG-3"""y VBR 5-CCG TCAATT CCT TTG AGT TT-3".1%

El programa para la reaccion de PCR “touchdown” fue: 94°C durante 5 minutos
(desnaturalizacion), 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 extension 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 extensién a 72°C, y posteriormente enfriado a 10°C.*>

El resultado de la amplificacion 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).
e DGGE: Andlisis de los fragmentos del ADNr 16s.

Se empled un gel de 6% de poliacrilamida, para los amplicones V3F y V5R, con un
gradiente de desnaturalizacién del 30 al 70%. La resolucién de los amplicones se realizé a
60°C y a 6V durante 16-18h. Se emple6 un amortiguador TAE 1X. Al final el gel fue
teflido durante 30 min en una solucion 0.1% de SyBRGreen. El resultado fue visualizado y

documentado en GelDoc (Biorad). **?

Las bandas mas abundantes fueron cortadas del gel, eluidas y reamplificadas empleando
los cebadores respectivos usados para la reamplificacion por nested. Los productos de PCR

fueron enviados para su secuenciacion a Macrogen Inc. (Seoul, Korea).

e Andlisis bioinformaético

197 en la base

Las secuencias fueron analizadas por medio de BLASTx y tBLASTX
de datos del banco de genes (“GenBank™) del Centro Nacional de Informacion
Biotecnologica (NCBI, por sus siglas en inglés; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/); también se
analizaron empleando la herramienta de clasificacion del “Ribosomal DataBase Project,
RDP”."*® Las secuencias con mayor homologia fueron obtenidas de la base de datos del

RDP™*'> y/o del “GenBank”.
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2.7 Andlisis de microscopia

Se tomd una muestra por medio de la diseccion de 1cm? del anodo, como se
menciono anteriormente. Las muestras se fijaron en una solucién de 2.5% de glutaraldehido
de 24 a 48 hrs.®* De acuerdo a Bretschger (2008), se llevé a cabo una deshidratacién por

medio de la aplicacion 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 bafio controlado de oro, para
hacerlas conductivas y después se procedié a llevarlas al microscopio electrénico para su
analisis. Se utiliz6 un microscopio electrénico de barrido de presion variable marca Jeol,
modelo JSM-6360 LV.'%
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Densidades de corriente y de potencia, potencial a circuito abierto y pH

Como se observa en la figura 24, se present6 una diferencia en cuanto a la densidad
de corriente y potencia obtenida a las 9 semanas, alcanzando una maxima de 210.88 mA/m?
y 15.32 W/m? respectivamente; posteriormente a las 11 semanas se observé un incremento
en la densidad de potencia por 22.58 W/m?, y un decremento de 7.27 mA/m? en la densidad
de corriente; este periodo es el que se definié como la segunda fase de analisis. A las quince
semanas se observé un incremento en la densidad de potencia de 2.90 W/m? y un
decremento significativo en la densidad de corriente de 12.10 mA/m?; se seleccioné esta
etapa como la tercera fase de estudio. A las 20 semanas se presentdé un incremento
significativo en la densidad de corriente por 155.49 mA/m?, y 27.48 W/m? en la densidad
de potencia; este correspondio a la cuarta y ultima fase de analisis del presente estudio. La
disminucion de la densidad de corriente en las fases Il y Ill, pueden atribuirse a la
disminucion del potencial a circuito abierto (PCA), con respecto a las fases 1 y IV (figura
24). Este tipo de tendencia se observo también en los estudios realizados por Mohan et al.
(2009) quienes observaron un incremento en la densidad de corriente hasta alcanzar un

méximo de 1220.7 mA/m?, paralelamente al incremento del PCA de 260 a 578 mV.
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Figura 24. Densidades de corriente y de potencia méaximas, y potenciales de circuito abierto («»)
obtenidos semanalmente.
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La tendencia hacia el aumento en las densidades de potencia en funcién 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? y. 0.18-0.24 W/m?) cuando los PCAs incrementaron (232-284 mV y 311-339
mV).

La densidad méxima de potencia alcanzada en el presente estudio (68.28 W/m?, con
una Rex de 1204 Q) supera los valores reportados en la literatura que se encuentran en un
intervalo de 0.11 a 1.33 W/m?, en los casos de CCMs sin catalizador en el catodo,'®®%°
mientras que las densidades de corrientes alcanzadas (figura 24) se encuentran dentro de las
reportadas dentro del intervalo de 0.55 mA/m? -538 mA/m? para CCMs sin catalizador en
el catodo.” 1% | a méximas densidad de corriente obtenidas en las cuatro fases de
estudio, se obtuvieron con una Re de 382 Q, dicho comportamiento se observado con
anterioridad en los experimentos realizados por Jung y Reagan (2011) quienes atribuyen la
generacion de una maxima densidad de corriente (2484.5 mA/m?) al implemento de una
Rext baja (150 Q) la cual permite un flujo mayor de corriente, en comparacién con la
implementacidén de una Rex alta (9,800 Q), la cual presentd una densidad de corriente

menor por 244 mA/mZ,

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 11, 616.82
mV en la fase 111 y 654.03 mV en la fase IV. Los valores promedio de pH anddico fueron
de 6.93 en la fase I, 6.97 en la fase Il, 6.97 en la fase Il y 7.16 en la Fase 1V,
manteniéndose un pH cercano a neutro a lo largo de la experimentacion. En el caso del
catodo los pHs medidos fueron de 5.52, 5.78, 5.65 y 6.21 en las fases I, II, lll 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 catodo, los PCA obtenidos en el
presente estudio se encuentran por arriba de lo reportado por Mohan et al. (2008), quienes
observaron un PCA maximo de 297 mV en CCM con manteniendo un pH anodico y
catédico de 6, y un PCA maximo de 226 mV a un pH anddico y catodico de 7 (empleando
un indculo 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 maximos 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 present6 un
PCA maximo (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 catodo con Pt
(0.5 mg/cm?) como catalizador.

3.2 Demanda quimica de oxigeno

La DQO removida en las diferentes fases fueron: fase 1-93%; fase 11-90%; fase IlI-
84.6% y fase 1V-86.5%. Estos superan la maxima DQO reportada (62.86%) en el caso de
Mohan et al. (2010), quienes emplearon una CCM tipo PEM con catodo 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 catodo y molasas como fuente de carbono. La DQO méxima alcanzada en el presente
estudio (93%) se encuentra cercana a la maxima (98.1%) reportada por Martin et al. (2010),
quienes utilizaron una CCM de una sola cama y catodo aireado con 0.5 mg/cm? de Pt como
catalizador, y acetato como fuente de carbono. El decremento de la DQO en las fases Il y
IV, puede ser debido a que el desarrollo de la biopelicula 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
organica y disminuya la DQO en el tiempo.

3.3 Eficiencia coulombica, AGVs y porcentaje de CH,4 e H,

Se encontraron concentraciones de 0.01 mM para el &cido butirico y 0.003 mM para
el acido propionico en las fases I, I1, 111 'y IV (figura 25), en el caso del acido acético fue de
0.0012 mM en la fase I, 0.0002 mM en la fase Il, 0.0056 mM en la fase I11 y 0.0009 mM en
la fase IV (figura 24). Dichos valores son despreciables si se considera la concentracién de
acetato inicial empleada en el presente estudio (73.14 mM), por lo cual se descart6 la
influencia de pérdidas en la EC por generacién de productos metanogénicos. *® La
variacion 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 &cido acético, en presencia de hasta 0.8 mg/L de acido butirico y mayor a 0.8
mg/L de &cido propionico. Asi mismo, las cantidades de H, y CH, 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 catodo (0.35 mg/cm?) y
acetato como fuente de carbono, quienes encontraron un 6% de H, y CH, a una eficiencia

couldémbica 6.4% mayor respecto a la maxima obtenida en el presente estudio (60.6%).

0.018-

0.016 W77 Butirico
0164 E== Propidnico
0.014- =89 Acético
0.0124
0.010+
0.008
0.006 -
0.004
0.002 4
0.000

AGVs (mM)

Fase

Figura 25. Concentracion de &cidos grasos volatiles (butirico, propionico y acético) presentes en
cada una de las cuatro fases de analisis.

3.4 Voltametria ciclica
Blanco

Los voltamperogramas obtenidos del blanco presentaron 2 picos de reduccién como
se muestra en la figura 26, estos no se encontraron en las pruebas realizadas a la cdmara
anodica (anolito y biopelicula), anolito o biopelicula durante las cuatro fases de estudio,
con ello se descartan posibles interferencias en los resultados por reacciones de oxidacién
0 reduccion de algun material componente de la CCM al entrar en contacto con los

amortiguadores empleados dentro de la misma.*®
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Figura 26. VVoltamperograma del blanco CCM. J: densidad de corriente, Ewe: potencial en volts. A

10 mV/s, con intervalo de potencial de -0.5a 0.9 V vs NHE.

Las posibles reacciones identificadas en cada una de las pruebas que se presentan a
continuacion, se explican mediante una revision bibliografica de picos de reaccion
obtenidos a potenciales similares vs NHE y a un pH de 7. Debido a que la finalidad de la
aplicacion de la VC en este estudio no fue la identificacion del proceso de oxidacion 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 alimentacion 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).

Camara anddica (anolito y biopelicula)

En las figuras 27 y 28 se puede observar la evolucion de los voltamperogramas a lo
largo de las fases de analisis. El pico de oxidacion en la fase I, ha sido previamente
observado por Tsujimura et al. (2002) realizando un andlisis 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) reporté un pico de
oxidacion a 0.42 V, al igual que el observado en el presente estudio. El pico presentado en
la fase Il a 0.42 V, ha sido previamente reportado por Madigan y Martinko (2006) en el
caso de la actividad de citocromos aaz en Paracoccus denitrificans.*®® Esto puede ser un

indicio de la posible aparicion de dicho género microbiano a lo largo de las fases de
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estudio, expresando una actividad electroquimica por citocromos aas. El picoa0.12 V en la
fase IV ha sido previamente reportado por Bernhardi e Inestrosa (2008) en el caso de los

citocromos b? Fe**/Fe?*.
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Figura 27. Voltamperograma cadmara anddica: Fase I, Il y Ill. A 10 mV/s, con intervalo de
potencial de -0.5a 0.9 V vs NHE.
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Figura 28. Voltamperograma camara anddica: Fase IV. A 10 mV/s, con intervalo de potencial de -
0.5a 0.9V vs NHE.

Biopelicula
La fase | no presenta actividad alguna dentro de la biopelicula en ausencia de las
especies redox identificadas en el anolito. Sin embargo, se empieza a presentar actividad a

partir de la fase Il y Il con la presencia de pequefios picos de oxidacion (figura 29).
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Nuevamente se muestra una mayor actividad en la fase 1V (figura 30) donde se pueden
observar claramente tanto un pico de oxidacién como un pico de reduccion a diferentes
potenciales. En la fase Il y IV se presenta un pico de oxidacion (0.23 V) el cual
probablemente se deba a la accién de ferrocitocromo ¢ (Fe?*), el cual ha sido reportado por
Garret y Griaham (2010) a un potencial de 0.23 V. El pico de reduccion 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 fotosintesis
anaerobica. En la fase 111 nuevamente se presentd el mismo pico de oxidacion (0.12 V) que
en la fase 1V en la VC de la media celda. Como se discutié con anterioridad dicha actividad
electroquimica ha sido reportada por Bernhardi e Inestrosa (2008) en el caso de los

citocromos b? Fe**/Fe?*

Se observaron picos de reduccion similares en las fases 111y IV (0.001 V y 0.006 V
respectivamente), los cuales se encuentran dentro del intervalo de 0.001 a 0.09 V, sefialado
por Garrett y Grisham (2010) en el caso del [FAD] que participa en la transferencia de

electrones como mediador redox soluble.
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Figura 29. Voltamperograma biopelicula: Fase I, I1, 111 y IV. A 10 mV/s, con intervalo de potencial

de-0.5a0.9 V vs NHE.
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Figura 30. Voltamperograma biopelicula: Fase V. A 10 mV/s, con intervalo de potencial de -0.5 a
0.9V vs NHE.

Anolito

La actividad electroquimica de oxidacion, presentada en el anolito en la fase | y fase
Il puede estar asociada con la presencia de Ferrocitocromo f (Fe?*), el cual ha sido
reportado por Garret y Griaham (2010) a un potencial de 0.36 V. EIl pico de reduccion a -
0.22 V observado en la fase | (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. Rodriguez-Manzaneque (2002) plantea dicho potencial
el caso de glutaredoxinas, observandolas 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 proteinas celulares.”” 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 Il se encontrd un pico de reduccion a 0.26 V, dicho potencial ha sido
observado en los estudios realizados por Widdowson y Anthony (1975), por la actividad de

citocromos ¢, mediante un estudio realizado sobre la cadena transportadora de electrones en
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Pseudomonas AM1. Se observé actividad electroquimica en el anolito de la fase Il y IV
(figura 31) presento picos de oxidaciéon similares (0.52 y 0.50 respectivamente), dicha

actividad no ha sido reportada en la literatura.

0.121
Fase |
011 Fase 1
008l Faselll
Fase IV
£0.06
2
E‘o,oa
A
v 0.021
’ | —————————
-0.02
-0.04 '
0 0.5
Ewe/V vs. NHE
Figura 31. Voltamperograma anolito: Fase I, II, Il y IVV. A 10 mV/s, con intervalo de potencial de -

0.520.9V vs NHE.

En el anexo 1 se puede ver un resumen (tabla 17) de los picos de reaccion
observados en el presente estudio y sus probables reacciones.

3.5 Impedancia

Se obtuvo la resistencia 6hmica (RQ), la resistencia por transferencia de carga (R+c)
y la resistencia por difusion (Rp) por medio del procesamiento de los resultados
experimentales obtenidos mediante el software EC-Lab®, empleando el siguiente circuito

equivalente.
R1 Electrolito (buffers y membranal) e e e mmmm—o— -

B it ELECTRODO N\
: CON i
' BIOPELICULA !
| Q2 w3 |
1 1
1
_/VV\_L Procesos de Oxidacion del | 1
R1 : de carga sustrato :

1
' R2 R3 /

N e e e e e e e e e e e e e - 4

Figura 32. Circuito equivalente propuesto para el andlisis de impedancia en las pruebas
experimentales de cAmara anddica, biopelicula y anolito. R1: resistencia 6hmica. R2: resistencia por
transferencia de carga. R3: resistencia por procesos de difusion. Q2: elemento de fase constante.
W3: elemento de warburg.

70



Estudio del desempefio electroquimico y microbiolégico... Diana E. Sanchez-Herrera

3.5.1 Seleccion de elementos del circuito equivalente.

Para la seleccion 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 cdmara anodica (anolito y biopelicula), anolito y biopelicula 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)** y Ramasamy et al. (2008 y 2009)

Los diagramas experimentales de Nyquist (figuras 35, 37 y 39) muestran una
depresion en el semicirculo generado de frecuencias altas a medias (100,000 -100 Hz)™®.
Este “achatamiento” del semicirculo 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 corrobor6 la presencia de
dicho CPE de acuerdo al valor de a, calculada por el software EC-Lab® (Version 10.18). Si
el CPE es capacitivo, entonces a>0.5, o por el contrario si este es resistivo, entonces a<0.5.
En el caso de presentarse un o igual a -1 o 1, se descarta la presencia de un CPE y se
plantea la presencia de un capacitor.*® En el presente estudio, en todos los casos el alfa
calculada fue de 0.8 a 0.9. Al no encontrarse una o igual a 1 o -1, se corroboro la presencia
de un CPE y se descartd la posibilidad de la presencia de un capacitor puro en el presente
estudio. En paralelo a este elemento se plante6 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 plante6 la presencia de un elemento de warburg a bajas frecuencias
(1-0.01 Hz), debido a problemas de difusién.’ En el presente estudio, dicho elemento se
observa (figuras 35, 37 y 39) a partir de la frecuencia de 1 Hz hasta las méas 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 gréfica en el diagrama
de Nyquist, como una “linea” con una inclinacion que llega a formar un angulo 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 cdmara anodica, biopelicula y anolito. Paralelo a este elemento se plantea una tercera
resistencia (R3) correspondiente a las pérdidas ocasionadas por procesos de difusion 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 difusién debidos a la
oxidacion lenta del sustrato, este tipo de resistencia también ha sido observada previamente
por He et al. (2008) y Manohar et al. (2008).%

3.5.2 Representaciones graficas (Nyquist y Bode) y ajuste de datos al circuito

equivalente

Las pérdidas del sistema anteriormente detalladas, pueden ser vistas de forma
grafica en los siguientes diagramas de Nyquist y Bode, agrupando las fases de estudio con
base en los datos obtenidos para el analisis de camara anddica, biopelicula y anolito. Se
marcan tres frecuencias caracteristicas (como se mencionaron con anterioridad) a partir de
las cuales se pueden observar las pérdidas de Rq (100000 Hz), Rc (100000-100 Hz) y Rp
(100 a 10 6 1 Hz).'# Representdndose, en cada caso, con “e” los datos experimentales y

con “x” los datos obtenidos por el ajuste de los mismos de acuerdo al circuito equivalente
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anteriormente planteado. A continuacion se presentan los resultados obtenidos del blanco,
media celda, biopelicula y anolito.

e Blanco

De acuerdo a Ramasamy et al. (2009), se tom6 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 perdidas ocasionadas en la cdmara anddica

inoculada, la biopelicula y el anolito.

De manera gréafica podemos observar en la figura 33 que los componentes de la
CCM (membrana, cdmaras de acrilico, electrodo, etc) y su interaccion con los buffers de
fosfato de sodio, presentan perdidas éhmicas (frecuencia de 100000 Hz), de transferencia
de carga (100 I—I|z) y de difusion (1 Hz).
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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
angulo de fase, de acuerdo al ajuste, maximo de 56° (figura 34), mientras que las pruebas
realizadas en cada uno de los estudios elaborados para las cuatro fases de analisis,
reportaron un angulo de fase maximo de 70° (figuras: 35, 37 y 39), siendo el blanco quien

presentd un comportamiento mas 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 &ngulo de fase maximo de 20° en el caso del blanco, y un méaximo de 40° respecto a los
resultados de la camara anodica; presentando de igual forma el blanco un comportamiento

mas resistivo en comparacion con los datos experimentales obtenidos de la camara anddica
187

inoculada.
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Figura 34. Diagrama de Bode: blanco. Phase (Z) deg: Angulo de fase en °. Freq/Hz, log spacing:
Logaritmo de la frecuencia en Hz.

e (Camara anodica

Hubo un incremento de la Rq en la fase IV (4.5 Q-cm?) (figura 35 D), siendo la fase
11 la que menor Rq, presentd (2.1 Q-cm?) (figura 35 C). Las pérdidas debido a procesos de
en la transferencia de carga y de difusion, disminuyen a lo largo de las cuatro fases de
estudio, esto nos permite ver mas de cerca el semicirculo 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 oxidacion del sustrato. No se ha reportado dicha tendencia en la literatura debido a que
los estudios de impedancia realizados a la cAmara anddica, no se han llevado a cabo para la
realizacion del analisis de las pérdidas en el tiempo, realizando pruebas Unicamente en un
punto a lo largo de la experimentacion cuando se obtenian densidades de corriente o
potencia maximas. Al respecto este tipo de estudios con las Rg mas bajas reportadas en el
caso de CCM tipo PEM, Borole et al. (2010) reportaron una Rg de 3 Q a los 3 meses de
operacion en una CCM tipo PEM (Nafién 117 ®) con céatodo aireado, mientras que

Ramasamy et al. (2009) obtuvieron una Ry de 2 Q a las 500 h de operacion en una CCM
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tipo PEM (filtro de policarbonato Millipore ®). En comparativa el presente estudio mostro
resultados comparables en cuanto a las R obtenidas respecto a las Rq mas bajas reportadas

en CCM tipo PEM.
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Figura 35. Diagrama de Nyquist camara anddica (A: fase | y B: fase I1).
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Continuacion figura 35. Diagrama de Nyquist camara anddica (C: fase 1l y D: fase 1V).
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En cuanto a los diagramas de bode, las pruebas realizadas en media celda
presentaron un &ngulo de fase maximo de 76° (figura 36 A) similar a los casos de las fases
I1'y I (figura 36 B y C), mostrando un comportamiento menos resistivo en comparacion
con la ultima fase de estudio que presento un angulo 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 angulo de fase maximo aproximado de 38°,
a diferencia de otros estudios con CCM tipo PEM que reportaron elementos capacitivos al

observarse a un angulo de fase de 90°, como en el caso de Manohar et al. (2008).
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Figura 36. Diagrama de Bode media celda (A: fase I, B: fase Il y C: fase IlI).
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Continuacion figura 36. Diagrama de Bode media celda (D: fase V).

e Biopelicula

Los resultados obtenidos del andlisis de la biopelicula con el remplazo del anolito
por ARS, ocasionaron una variacion en cuanto a las Rq reportadas, presentandose un
incremento de 0.8 Q-cm?. Con ello se puede decir que la variacién de la Rq en media celda
se encuentra directamente relacionada con el incremento en el tiempo de microorganismos

en el electrodo.

Se presentd una disminucion aparente, ya que a pesar de que en la fase | se reporta
una Rrc de 2739 Q-cm?, y esta disminuye a 143.8 Q-cm? en la fase 11, a partir de la fase 111
hay un aumento de 259.7 Q-cm?, esto puede observarse de manera gréfica en los diagramas
de Nyquist (figura 37) donde se aprecia el incremento o disminucion la resistencia en la
parte real, dentro del marco de las 3 frecuencias caracteristicas 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 difusion en el caso de las fases | y Ill. No se encuentran
resultados similares o comparables en la literatura, dado a que este tipo de anélisis de la

biopelicula, al igual que en el caso del anolito, no se han llevado a cabo.
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Figura 37. Diagrama de Nyquist

biopelicula (A: fase | y B: fase Il)
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En el caso de la biopelicula los diagramas de Bode presentaron un angulo de fase

méaximo de 78° (figura 38 D) y un minimo de 58° (figura 38 C). Siendo la fase Il quien

mostré un comportamiento mas resistivo respecto a las demas.
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Figura 38. Diagrama de Bode biopelicula (A: fase I, B: fase I, C: fase 1l y D: fase IV)
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Continuacion figura 38. Diagrama de Bode biopelicula (A: fase I, B: fase Il, C: fase Il y D: fase
V).

e Anolito

Se present6 una tendencia marcada hacia el incremento de la R, presentandose una
diferencia de 2.3 7 Q-cm? entre fase | y IV. Como se observa en los diagramas de Nyquist
(figura 39) la fase Il es quien report6 la menor Rrc, contando con una escala menor (hasta
40 Q-cm?) respecto a las demas fases, dentro del marco de las frecuencias caracteristicas
sefialadas. En este caso no se observan diferencias significativas en cuanto a las Rg
reportadas (figura 39). El incremento en la Ryc, puede atribuirse a la ausencia de la
biopelicula que favorece los procesos de transferencia de electrones del anolito hacia el
electrodo como. De igual forma, en la fase Il donde la resistencia generada por procesos de

difusion parece no ser predominante en comparacion con las demas fases de analisis.
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Figura 39. Diagrama de Nyquist anolito (A: fase | y B: fase II).
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Continuacion de figura39. Diagrama de Nyquist anolito (A: fase I, B: fase I, C: fase I1l y D:

fase 1V).

En los diagramas de bode obtenidos del analisis del anolito, se presento un angulo

de fase maximo de 72° (figura 40 A) y un minimo de 32 (figura 40 B), siendo la fase Il

quien presentd un comportamiento mas resistivo con respecto a las demas, dicho

comportamiento explica la causa de la disminucion de la Ryc en el anolito en el caso de

dicha fase de estudio.
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Figura 40. Diagrama de Bode, anolito (A: fase I, B: fase I, C: fase Il y D: fase V).
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Continuacion figura 40. Diagrama de Bode, anolito (A: fase |, B: fase Il, C: fase lll y D: fase IV

3.5.3 Resistencia interna y resultados del ajuste del circuito equivalente (R, Rt

y Rp)

Los valores de la Ri,; se obtuvieron por medio del anélisis de los diagramas de
nyquist con el software Ec-Lab ® (version 10.8). Con base en el ajuste de los datos

experimentales, en funcion del circuito equivalente anteriormente expuesto, se obtuvieron

los valores de la R, Rtc Y Rp.
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e Resistencia interna

Como puede verse en la tabla 13 la Riy; del blanco en la CCM fue mayor respecto a
casi todas las fases de estudio en los tres analisis realizados (cAmara anddica, biopelicula 'y
anolito), siendo Unicamente en el caso del anolito en la fase IV donde se presentd una Rin
mayor (433.7 Q-cm?). La diferencia de 355.1 Q-cm? 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 menciond con anterioridad en el caso del
decremento de la DQO en la fase 1V), como se ha mencionado con anterioridad en los

estudios realizados por Biffinger et al. (2009).

En el caso de la cdmara anddica, se puede observar una relacion entre la interaccion
de los microorganismos suspendidos y el electrodo, con la disminucién de la Ry (tabla 13),
en comparacién con las Rint obtenidas de la biopelicula y el anolito, por separado (tabla
13). Los resultados obtenidos son menores a lo reportado en la literatura en el caso de la
camara anodica, como es el caso de Hutchinson et al. (2011), quienes con una CCM (PEM,
catodo aireado con Pt como catalizador) con 21 dias en operacién obtuvieron una Rin
minima de 100 Q.

De manera individual el anolito presentan Rj,; mayores a las calculadas para la
camara anddica, mientras que la biopelicula mantiene valores similares. La disminucion de
la Rint de la camara anddica, en comparacion con lo obtenido por el anolito, puede ser
atribuida a la interaccion de los microorganismos exoelectrdgenos y de las especies redox
presentes en la CCM, como lo han mencionado con anterioridad Srikanth et al. (2009) y
Ouitrakul et al. (2007).
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Tabla 13. Comparativa de las R;, obtenidas del blanco, cAmara anddica, biopelicula y anolito para
cada una de las cuatro fases del estudio.

Prueba Fase de estudio Rin(Q-cm?)
Blanco 84.90 +£ 1.02

| 1.20 +0.01
Camara I 10.40 +0.02
anodica 1 550 +2.30 E -3
IV 4.50 % 0.02

| 0.30+5.58 E -3
I 19.30 + 0.06
1 7.80 +0.23
IV 0.20 +0.03

| 30.60 + 0.27

I 33.20+0.10
1 31.70 £ 0.24
IV 433.70 + 1.01

Biopelicula

Anolito

¢ Resistencia 6hmica (Rq)

La R para cada una de las cuatro fases no presentd variaciones significativas en los
valores obtenidos respecto a la biopelicula. Sin embargo, existen pequefias variaciones
respecto a las R obtenidas en el caso del anolito y la cdmara anddica, observandose un
incremento en ambos casos (tabla 14). Dicha variacién puede atribuirse al incremento de
microorganismos suspendidos y de materia organica 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) (Rq de 3 Q), Ramasamy et al.
(2009) (Re de 2 Q) o Hutchinsen et al. (2011) con una Rq de 25 Q (CCM tipo PEM de

catodo aireado con Pt como catalizador)

La nula variacion de la Ry en el caso de la biopelicula, puede ser debida al
incremento de microorganismos exoelectrogenos en la colonizacion del electrodo y a la
falta de los microorganismos suspendidos y residuos organicos presentes en el anolito
causantes de un incremento en la Rq. No se encuentran estudios similares en la literatura,

con los cuales se pueda hacer comparativa alguna.
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Tabla 14. Comparativa de las R, obtenidas del blanco, cdmara anddica, biopelicula y anolito para
cada una de las cuatro fases del estudio.

Prueba Fase de estudio | Ro(Q-cm2)

Blanco 84.90 £ 0.45
I 3.50+0.18

I 3.40+£0.52
Il 2.10+0.35
v 4.50+0.29
I 3.90 £ 0.45
I 3.10+1.00
Il 4.30+0.17
v 470+0.13
I 2.40 £0.32
I 2.70+0.76
Il 2.90+0.16
v 4.70+£0.24

Camara anddica

Biopelicula

Anolito

e Resistencia de transferencia de carga (Rc)

En la tabla 15 se puede observar una tendencia hacia la disminucién de la Rrc a lo
largo de las fases de estudio en la camara anddica, esto puede ser debido al incremento e
interaccion de microorganismos exoelectrogenos presentes en el electrodo con las especies
redox presentes en el anolito, permitiendo la aceleracién de procesos de transferencia de
carga en la CCM como se observa a partir de la fase 11l1. De manera similar se reporta este
tipo de observacion en los estudios realizados por Ren et al. (2011) quienes observan una
disminucién de la Ry (de 3.55 kQ-cm? a 0.72 kQ-cm?) con el aumento del espesor de la
biopelicula por el incremento de la colonizacion de microorganismos exoelectrégenos en la
camara anddica.

No se observé diferencia marcada entre el incremento de la Rtc en funcion de la
ausencia de biopelicula (estudios realizados al anolito) o del anolito (estudios de la
biopelicula) (tabla 15). No obstante la interaccion de la biopelicula el anolito, se ve
reflejada en la disminucion valores de la Ryc obtenida en el estudio de camara anodica,

como se comento con anterioridad. Los resultados obtenidos de la biopelicula y el anolito,
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no son comparables con la literatura, puesto que no se encuentran reportadas pruebas de

impedancia similares realizadas Gnicamente a la biopelicula o el anolito.

Tabla 15. Comparativa de las Ry obtenidas del blanco, cAmara anddica, biopelicula y anolito para
cada una de las cuatro fases del estudio.

Prueba

Fase de estudio

Rrc(Q-cm?)

Blanco

860.50 + 1.10

Camara anddica

2200.00 £5.15

4681.00 +5.00

797.80 £5.02

91.60 £ 20.5

Biopelicula

2739.00 *+ 88.82

143.80 + 2.02E-3

403.50 + 8.42

1 852.00 +1.00

Anolito

2200.00 + 111.50

17.70 £ 3.00

741.80 £1.00

1292.00 + 29.08

e Resistencia por difusiéon (Rp)

En las fases I, Il y IV el anolito fue quien presenté una mayor Rp (tabla 16),

probablemente debido a la ausencia de la accion catalitica de la biopelicula. Dicha

resistencia se vio compensada por la interaccion de las especies redox en el anolito con la

biopelicula, traduciéndose en la disminucién de la misma en el caso de la cAmara anddica

(tabla 16). La disminucién de la Rp ha sido reportada de manera similar en el caso de la

camara anddica, en los estudios realizados por Sun et al. (2001), donde comprueban la

disminucion de la Rp, por la adiccion y accién redox del colorante Congo red. En la fase 1l

la biopelicula por si sola no pudo compensar las pérdidas por los procesos de difusion,

debido a que probablemente en esta fase los mediadores redox suspendidos en el anolito

eran los principales contribuyentes en la agilizacion de la oxidacién del sustrato, a

diferencia de las demas fases de estudio.
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Tabla 16. Comparativa de las Rp obtenidas del blanco, camara anddica, biopelicula y anolito
para cada una de las cuatro fases del estudio.

Prueba Fase de estudio | Rp(Q-cm?)

Blanco 484.00 £ 7.27
I 8.70 + 0.63

I 477.70 £ 66.89
1 334.80 + 93.05
v 20.20 +6.30

I 65.02 + 20.00
I 394.30 £ 0.03
1" 362.00 + 1.00
v 16.40 +£1.00

I 409.40 + 40.84
I 138.70 + 30.00
1" 483.40 +1.00
v 564.90 + 9.35

Camara anddica

Biopelicula

Anolito

3.6 Analisis 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 VV3-V5 (figura 42), empleadas para la identificacion y aislamiento
de bandas en DGGE.

MP Al EI All ENIl Alll ENIT AIV

Figura 41. Amplificacion por PCR de fragmentos del ADNr 16S empleando los primers V1-V5.
MP: marcador de peso molecular, 1Kb. Al, All..: anolito fase I, anolito fase II...; EI, EII...:
electrodo fase I, electrodo fase II...; I: indculo; -: control negativo; +: control positivo
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All  EIl Alll ENIl AIV

Figura 42. Amplificacion por PCR de fragmentos del ADNr 16S empleando los primers V3-V5.

Se llevd a cabo la técnica de electroforesis y el corte de bandas para su
reamplificacion y secuenciacion. Se tuvo problemas en la reamplificacion de las bandas,
fallando en algunos casos la amplificacion. Como evaluacion preliminar se analizan las
bandas observadas en el DGGE, para explorar la variacion en la composicion bacteriana en

el electrodo y los microorganismos suspendidos en el anolito.

Aungue no hay una relacion estricta de una banda-un microorganismo, la DGGE es
una prueba que permite tener una idea de que tan diversa es una muestra, en funcion del
namero de bandas diferentes observadas. La visualizacion de una sola banda en el indculo,
indica la predominancia de un unico microorganismo en el mismo, mientras que la
aparicion de nuevas bandas en las siguientes fases en las que se analiz6 la CCM, permite
sensar que hay un aumento de poblaciones de microorganismos que no fueron detectados al
principio por encontrarse en proporciones minimas. Las condiciones de operacion de la
CCM establecen un ambiente de seleccion artificial que favorece la proliferacion de ciertos

microorganismos (figura 43).

Como se observa en la figura 43, la banda 6 fue la Gnica observable desde el indculo
hasta la fase IV tanto en el anolito, como en el electrodo. Esa banda es la mas 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 presién
selectiva en la CCM desde la fase | hasta la fase 1V, apareciendo tanto en el anolito como
en la biopelicula. Con base a que sus bandas no aumentaron de intensidad conforme

progresaron las fases, puede suponerse que sus proporciones fueron constantes. La
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probable competencia entre microorganismos por el sustrato o la sucesion de
microorganismos en la microcomunidad se hace evidente por la aparicion y desaparicion 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 Il; por el contrario, el microorganismo
correspondiente a la banda 5 aparece en el electrodo en la fase Il. Similarmente, el
microorganismo correspondiente a la banda 12 en el electrodo aparece en la fase Il 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 Il, disminuye
en la fase 11l 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 11l 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 concentracion en la fase Ill,
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 | tanto en el
electrodo como en el anolito, y posteriormente disminuye, desapareciendo en el anolito en
la fase Il 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 |
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
concentracion no se observan en las fases I-111 (figura 43<), pero se enriquecen y observan
en la Gltima fase de andlisis, la cual es donde se observaron los mejores resultados de

densidad de corriente y generacion de potencia entre las 4 fases analizadas en la CCM.
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Figura 43. DGGE de las regiones hipervariables VV3-V5. Al, All, Alll y AlV: anolito fase
I, I, Hly IV. El, EIl, ENl'y EIV: electrodo fase I, 1,111 'y IV. I: indculo
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3.7 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La figura 44 muestra que no hay presencia de ninglin microorganismo en la tela de

carbdn estéril, descartando presencia microbiana inicial en la tela de carbon empleada.

Figura 44 . Microscopia electrénica de barrido de la tela de carbén estéril usada para la preparacion
del electrodo biol6gico (formacidn posterior de biopelicula bacteriana). A: Vista general de la tela a
40X. B: Acercamiento a las fibras de la tela de carbén (6000 X)

En las fotografias obtenidas por medio de la microscopia electronica de barrido se
observa un aumento en cuanto a la colonizacién del electrodo (figura 45, 46, 47 y 48) y
diversidad morfoldgica de las bacterias colonizadoras, conforme transcurre el tiempo de
exposicion del electrodo, permitiendo el desarrollo de la biopelicula. En la fase 1 (66 dias)
se observa una dominancia de bacilos (figura 45 B), mientras que en la Fase Il (81 dias) 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 si (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 Il y IV (figura 47 y 48) ocurrié una mayor
colonizacion del electrodo, observandose cumulos bacterianos entre las fibras de los
electrodos y no solo en la superficie de las mismas, como en el caso de las fases | y Il. Se

observa una mayor cantidad de microorganismos en la fase IV (figura 48).

Figura 45 . Microscopia electronica de barrido de la biopelicula formada en la tela de carbén en la
fase I. A: Vista panoramica a 70X. B: Acercamiento a 22 000 X.

93



Estudio del desempefio electroquimico y microbiolégico... Diana E. Sanchez-Herrera

X109, 000
»

<3 DO 9. T

1T, 900 0. 1ym

Figura 46. Microscopia electronica de barrido de la biopelicula formada en la tela de carb6n en la
fase Il. A: Vista panordmica a 30X. B-J: Acercamiento a células bacterianas con diferentes
morfologias.
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Figura 47. Microscopia electrdonica de barrido de la biopelicula formada en la tela de carbédn en la
fase Ill. A: Vista panoramica a 30X. B-G: Acercamiento a células bacterianas con diferentes
morfologias.
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Figura 48. Microscopia electrdnica de barrido de la biopelicula formada en la tela de carbén en la
fase IV. A: Vista panordmica a 33X. B-lI: Acercamiento a células bacterianas con diferentes
morfologias.
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CONCLUSIONES

Hubo una tendencia de incremento en las densidades de potencia (15.32-68.28
W/m?), densidades de corriente (210.88-347 mA/m?), 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 Rin; medidas en la media celda (1.2-4.5
Q-cm?) y con el aumento en las densidades de corriente obtenidas en las VC en la Gltima
fase de andlisis. La tendencia hacia la disminucion de R, en el caso de la biopelicula puede
ser explicada por la prevalencia y enriquecimiento de microorganismos exoelectrégenos
tanto los suspendidos como los del electrodo, lo cual se observo en la fase IV que presento

una mayor actividad electroquimica.

Los procesos de transferencia de carga fueron los que contribuyeron con una mayor
resistencia en cada uno de los andlisis realizados, a lo largo de las cuatro fases de estudio,
mientras que la resistencia 6hmica permanecio préacticamente invariable ademas de ser la

menor respecto a la Rp ¥ Rrc.

La interaccion entre los microorganismos de la biopelicula y del anolito parece
crucial para optimizar el desempefio de la CCM, puesto que se disminuyen las pérdidas

dentro del sistema bioelectroquimico causadas por la Ra, Rtc ¥ Rp.

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 biopelicula.
La variedad de los posibles mecanismos redox involucrados, explicaria la tendencia de
incremento de las densidades de corriente y de potencia conforme los resultados obtenidos
en las cuatro fases de estudio. Asi, inicialmente dichos mecanismos parecen de tipo
indirecto puesto que la biopelicula no presento picos de reaccion en los primeros 66 dias
(fase 1), mientras que el anolito muestra actividad electroquimica desde el inicio.
Probablemente se presentan mecanismos directos de transferencia de electrones a partir de
los 81 dias de operacion (fase 1), ya que se obtuvieron picos de reaccion en la biopelicula

(predominando la accion probable de citocromos).
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El analisis preliminar de las microcomunidades en el electrodo y anolito de la CCM
mediante perfiles DGGE sugieren que ocurre una sucesion microbiana a lo largo de la

operacion 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 Ryc, por ejemplo
implementar técnicas de enriquecimiento de microorganismos exoelectrogenos en el anodo
y de especies redox en el anolito, asi como el analisis de nuevos materiales altamente

conductivos y no corrosivos, para la elaboracion de electrodos de soporte en el anodo.

Se requiere de un analisis mas detallado sobre las pérdidas ocasionadas por el
incremento del espesor y las irregularidades en la distribucion de la biopelicula en el
electrodo. Existen estudios que determinan el espesor de capas de oxido depositadas en
electrodos, basandose en resultados de pruebas de impedancia cuyos circuitos equivalentes
presentan elementos de fase constante, empleando la constante dieléctrica del material del
electrodo, su area y la capacitancia efectiva experimental, para el calculo de dicho

espesor,214'215

este tipo de determinacién no puede ser ejecutada en el caso particular del
andlisis de biopeliculas en CCM, debido a que las madltiples irregularidades en la
distribucion de la biopelicula sobre el electrodo (a diferencia de los estudios realizados en
capas de corrosion), no permiten una lectura precisa que permita estimar el espesor de la
biopelicula y tampoco proporciona informacion al respecto a su topografia. Es por ello que
se requiere de la implementacion de técnicas de microscopia de fuerza atémica, para la
determinacion precisa del espesor y un analisis detallado sobre la topografia de la

biopelicula.!®?

Debido a problemas técnicos en el presente estudio, al momento no se tienen
resultados respecto a la identificacion de los microorganismos estudiados dentro de las
cuatro fases de estudio. La identificacion de estos microorganismos permitird explorar la

sucesion de la biopelicula establecida en el presente estudio.
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ANEXO 1

Tabla 17. Picos de reaccion de las VC en cdmara anddica, anolito y biopelicula, de las cuatro fases de estudio y sus probables reacciones.
NI: no identificado.

VvC Fase Picos vs SHE (Volts) Posibles reacciones
| Oxidacion | 0.460 Sitio T1 de enzima de Myrothecium verrucaria
Reduccion Fkk Fkk
I Oxidacion | 0.420 Citocromo aa;
Camara Anddica Reduccion | *** il
i OX|daC|_on 0.620 NI
Reduccion foleid folaied
v Oxidacion | 0.120 Ferrocitocromo b, (Fe”")->Ferricitocromo b,
Reduccion | 0.120 Ferrocitocromo b, (Fe”")->Ferricitocromo b,
Oxidacion | 0.360 Ferrocitocromo f (Fe®") > Ferricitocromo f (Fe*")+ e’
| FAD + 2H+ + 2e- > FADH?2 (coenzima libre)
Reduccién | -0.220 Glutaredoxinas
Pili electroconductivo (Geobacter)
Anolito I Oxidacion | 0.360 Ferrocitocromo f (Fe®") > Ferricitocromo f (Fe*")+ e’
Reduccion | 0.260 Citocromo ¢
i Oxidacion | 0.520 NI
Reduccion ol il
Y Oxidacion | 0.500 NI
Reduccion foleied el
| Oxidacion foleid Fokk
Reduccion ool Fx
I Oxidacion | 0.230 | Ferrocitocromo ¢ (Fe®*)->Ferricitocromo ¢ (Fe**) + e + 2H*
Reduccion | -0.140 Plastoquinona
Biopelicula L - o -
i Oxidacion | 0.120 Ferrocitocromo b, (Fe“")—>Ferricitocromo b,
Reduccion | 0.001 [FAD] + 2H" + 2 e > [FADH,]
v Oxidacion | 0.230 | Ferrocitocromo ¢ (Fe®*)->Ferricitocromo ¢ (Fe**) + e” + 2H*
Reduccién | 0.006 [FAD] + 2H" + 2 e = [FADH;,]

Nota: Potenciales probables tomados de referencias 174-182, 208. Considerando potenciales vs SHE, a condiciones de pH 7
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