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Resumen

Las fuentes primarias de energia utilizadas para la sostenibilidad humana incluyen: com-
bustibles fosiles (78.3 %), nuclear (2.5 %) y renovables (19.2 %). Las dos primeras son agotables
y es bien establecido su asociacién a impactos ambientales negativos. Se ha estimado que para
el ano 2020-2025 la poblacion demandara el doble de petroleo, 75 % mas de gas y 40 % méas
de carbén. En la dltima década se ha acentuado el interés por formas no convencionales, es
decir, produccion de energia a partir de fuentes renovables sin emisiones de COs. Estas formas
de produccién son entre otras: hidraulica, eélica, solar, bioenergia y geotérmica. Las celdas de
combustible microbianas (CCM), Microbial Fuel Cell, (MFC') han sido implementadas como
fuente alternativa de energia y biorremediacién. Sin embargo, los inoculos utilizados hasta
el momento han sido provenientes de sistemas de tratamiento y sedimentos y han presenta-
do limitaciones en la generacion de electricidad. No se han encontrado estudios que evalien
la capacidad de produccién de electricidad de consorcios fijadores de nitrogeno. La hipotesis
de que la fijacién biologica de nitrégeno es un proceso que serd mas eficiente en densidad
de potencia en una CCM radica en la importante transferencia de protones y electrones en el
proceso. Con el presente trabajo, esperamos que consorcios fijadores de nitrégeno enriquecidos
en biorreactores pueden llegar a ser mas eficientes que los inoculos utilizados hasta el momento.
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Capitulo 1

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las fuentes primarias de energia utilizadas para la sostenibilidad humana son: combus-
tibles fosiles (78.4 %), nuclear (2.3 %) y renovables (19.3%) [4]. Las dos primeras tienen en
comun que provienen de fuentes no renovables y la extraccion de estas materias primas esta
asociada a impactos ambientales negativos. La relacion entre el cambio climatico, efecto inver-
nadero, degradacion de las fuentes hidricas, amenaza a los ecosistemas y el uso de fuentes no
renovables para la produccion de energia esta bien establecida [5]. Estas fuentes son agotables
y se ha estimado que para el ano 2020-2025 la poblacién demandaré el doble de petréleo,
75 % mas de gas y 40 % mas de carbon, lo cual agotara las reservas de combustible {6sil [6].
Solo la quema de combustible fésil para la produccién industrial de compuestos nitrogenados
consume alrededor del 1-2% de la energia global producida y emite aproximadamente 300
Mton.m® COy [7, B]. Por tanto, se deben incentivar el desarrollo y uso de otras fuentes de
energia.

Teniendo en cuenta esta crisis energética, se han propuesto mejorar los sistemas considerados
alternativos en los tltimos 12 anos nuevas formas de producciéon de electricidad a partir de
fuentes renovables sin emisiones de COxz [9]. Estas formas de produccion pueden ser: hidraulica,
eblica, solar, bioenergia y geotermia. Se calcula que el consumo global de electricidad prove-
niente de estas fuentes hasta el 2017 fue de 16.6 %, 4.0 %, 1.5 %, 2.0 % y 0.4 % respectivamente
[4]. Como parte de los desarrollos del uso de la biomasa, se han desarrollado las Celdas de
Combustible Microbianas, CCM (microbial fuel cell, MFC). Las CCM se fundamentan en
la actividad metabdélica microbiana de 6xido reduccién, en el cual los electrones transferidos
en el anodo, se aprovechan para la generacion de electricidad [10]. En el anodo los electrones
fluyen por un circuito externo hasta llegar al catodo donde son utilizados por el aceptor final,
que en este caso es el oxigeno molecular [11].

Se han desarrollado de las CCM diferentes configuraciones para aumentar la producciéon de
electricidad y demostrar que es una alternativa de producciéon de energia que estd emergiendo
[12 11, I3]. Su aplicaciéon ha sido amplia, como en i) la producciéon de hidrogeno [14], ii)
tratamiento de agua residual|I5], [16], iii) biosensores [10] y iv) producciéon de energia luminica
para encender bombillas LED en lugares con dificil acceso a la energia eléctrica convencional
[17]. La ventaja de la aplicacion de CCM es que ademaés de la produccion de electricidad, estos
sistemas disminuyen la emision de materia organica en vertimientos. Sin embargo, los indculos
que hasta ahora han sido utilizados son microorganismos que se encuentran en forma natural
y abundante, tales como lodos anaerébicos provenientes de agua residual, material de desecho
de rellenos sanitarios, sedimentos de rios y sedimentos marinos [18]. Hasta la fecha, no se han
encontrado altas producciones de energia para uso razonable [19] [3, [I0]. Estudios de hace 40
anos, sugirieron que las MFC podrian ser utilizadas para aplicaciones como: a) Generadores
eléctricos individuales para residencias, b) fuente de energia para dispositivos electrénicos, c)
Barcos y d) Robots autosostenibles. Sin embargo, no se ha encontrado de que ahora se esté
aplicando. Por tanto es necesario buscar otros inéculos electro-génicos que potencialmente
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Capitulo 1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 2
puedan aumentar la produccién de electricidad.

Por otra parte el proceso de Fijacién de Nitrogeno consiste en la transformaciéon del nitrégeno
molecular a formas asimilables como NO32, NH, ", urea, entre otros. Los tnicos organismos
vivos que son capaces de fijar nitrogeno son los procariontes [2]. La fijacion biologica de ni-
trogeno es un proceso anaerobio y demanda altas cantidades de energia (16 ATP /molécula de
Ns2) [20] y esta energia se obtiene de la oxidaciéon de la materia orgénica. A escala de labo-
ratorio se han logrado enriquecer cultivos mixtos de Bacterias Fijadoras de Nitrogeno (BFN)
en biorreactores para obtener compuestos nitrogenados [21], 22]. La particularidad de que la
fijacion de nitrogeno se dé en condiciones anaerobias y necesite la liberaciéon de grandes can-
tidades de energia (electrones) lo hace potencialmente idoneo para ser utilizado en celdas de
combustibles microbianas [23].

No se han encontrado estudios que evalten la capacidad de produccién de electricidad de
consorcios fijadores de nitrégeno. Estos inéculos pueden llegar a ser mas eficientes en la pro-
duccion de electricidad que los inéculos utilizados convencionalmente. Adicionalmente uno de
los subproductos de la fijacién biol6gica de nitrégeno en biorreactores es el amonio, y este
subproducto es 100 % aprovechable como biofertilizante [22]. Finalmente, este trabajo busca
involucrar el proceso de Fijacién Biologica de Nitrogeno en Celdas de Combustibles Micro-
bianas. La capacidad metabdlica de las BFN podria ser la clave para aumentar los procesos
de generacién de electricidad. Esta es una propuesta de sostenibilidad hacia la generacién de
fuentes alternativas de electricidad y el aprovechamiento de los subproductos de la fijacién
biolégica de nitrégeno.



Capitulo 2

ANTECEDENTES

De la produccion mundial de electricidad el 76.3 % vienen de fuentes no renovables y el
23.7% de fuentes renovables de energia. De esta produccion de electricidad por fuentes re-
novables el 16.6 % es hidraulica, 3.7 % eolica, 1.2 % solar, 0.4 % geotérmica y el 2.0% es de
la Biomasa. La produccion de electricidad a partir de la Biomasa fue de aproximadamente
464 TWh para el ano 2017. Los paises pioneros en generaciéon de electricidad a partir de la
Biomasa son: Estados Unidos (69 TWh), Alemania (50 TWh), China (48 TWh), Brasil (40
TWh) y Japon (36 TWh) seguido de Inglaterra e India [4].

De la cantidad de electricidad producida a partir de la Biomasa el 71 % es generada por
Biomasa Soélida, 20 % por Biogas, 8 % por Residuos Sélidos Municipales y 1% por Biocom-
bustibles (etanol o biodiesel). El uso de la Biomasa para la generacion de electricidad ha
aumentado en un promedio anual de 8 % aproximadamente con un crecimiento acelerado, par-
ticularmente en paises como China, Japén, Alemania y Reino Unido. Alrededor de 1.2 mil
millones de personas (17 % de la poblacion mundial) viven sin electricidad, la gran mayoria se
encuentra ubicada en la regién de Asia-Pacifico y en el Africa subsahariana. Los sistemas de
energia renovable continiian desempenando un papel cada vez mas importante en la presta-
cion de servicios de energia para estas poblaciones [24]. Por ello, el desarrollo de tecnologias
que generen electricidad a partir de fuentes renovables sin emisiones de COs han sido més
deseadas. En Colombia, el Gobierno Nacional en los ultimos afios ha invertido en el desarrollo
y aplicacién de tecnologias no convencionales de producciéon de energia que funcionen con
recursos renovables, para solucionar el problema de la crisis energética mundial y contribuir a
un medio ambiente més limpio [25].

Las Celdas de Combustibles Microbianas (CCM) es un ejemplo de tecnologia de ge-
neracion de electricidad a partir de la biomasa, que ha sido desarrollada y estudiada no solo
por su capacidad de generacion eléctrica sino también para el tratamiento de agua residual
[26, 11]. El concepto de CCM fue demostrado por Potter en 1910 [27], donde produjo electrici-
dad a partir de cultivos de Escherichia Coli y Saccharomyces sp usando electrodos de titanio.
Este hallazgo no generd ningin interés, sélo hasta 1980 cuando se descubrié que la densidad
y potencia de la corriente podria aumentarse significativamente por la adiciéon de mediadores
de electrones [I0], estos son compuestos organismos que facilitan y promueven el transporte
de electrones desde el interior de la bacteria hacia la superficie del 4nodo.

Los estudios de generacion de electricidad en CCM han crecido exponencialmente en los 1l-
timos 10 anos segtin las bases de datos de indexacion (Scopus, 2018). El objetivo ha sido
encontrar las condiciones 6ptimas para la méaxima generacion de electricidad. Se ha estudiado
factores como el diseno, configuraciones, rendimientos, materiales y biodiversidad [28, [11]. Al-
gunos autores describen que ciertas combinaciones especificas de factores inciden en el desem-
peno eléctrico de una CCM y analizan el comportamiento de una o dos variables, sin embargo,
es complejo establecer una condicién 6ptima que logre los mejores resultados [19]. Diferentes
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Capitulo 2. ANTECEDENTES 4

estudios han sido enfocados en identificar metabolismos microbianos que favorezcan la produc-
cion de electricidad [29] 80]. Sedimentos marinos, suelo, agua residual, lodos activados han sido
utilizados como fuente de microorganismos o inéculos que son capaces de generar electricidad
a partir de la degradacion de la materia organica. Ha sido objeto de estudio, entender como la
comunidad microbiana transfiere los electrones a los electrodos [31]. Géneros como Geobacter,
Shewanella, Rhodoferax, Pseudomonas, Clostridium han sido reportados como buenos in6cu-
los para transferencia de electrones y con ello la generacion de electricidad [32].

Se han evaluado las ventajas y desventajas comparadas con otros sistemas que utilizan la
Biomasa para la generacion de electricidad, como por ejemplo, la digestion anaerobia [33].
El namero de publicaciones en América Latina (<17 estudios) relacionadas con este tipo de
dispositivo es escaso, siendo México, Brasil y Colombia los que han reportado avances en
el campo (Scielo, 2018). Estos estudios han buscado la evaluacién de indculos nativos y su
identificacion. En términos generales la produccién de electricidad en una CCM a escala de
laboratorio es muy baja, no obstante, en algunos reportes se describen aplicaciones asociadas
a sistemas electronicos de bajo consumo [30, [3]. Ha habido un crecimiento en el interés de ex-
perimentar con otras arquitecturas y escenarios que involucran mayores volimenes, del orden
de 100-1000 L de agua residual con contenido variable de materia organica [I8], con lo que se
esperaria mayores niveles de densidad de potencia.

Por otra parte se han desarrollado aplicaciones de CCM en otros campos. a) Se ha descrito el
uso de CCM en un robot Eco Bot II que permite la realizacién de funciones de movimiento,
sensado, computacion y comunicaciéon. Este dispositivo tiene incorporado una CCM para obte-
ner un sistema eléctricamente auténomo [3]. b) Biosensores para medir la Demanda Biologica
de Oxigeno [30]. ¢) El tratamiento de agua residual a pequena escala para la eliminacion de
proteinas y otro tipo de compuestos quimicos presentes en agua [34]. En conclusion, a pesar
de que las producciones de electricidad han mostrado densidades de potencia entre 1 mW.m™
- 20 W.m? para algtin uso razonable, las CCM han ganado rapidamente atencién en una
variedad de aplicaciones. Por ello una cantidad de opciones existe por explorar, como el uso
de in6culos nativos que no se han evaluado antes y que generen productos de valor agregado
para posteriores aplicaciones. Las celdas de combustible microbiano esta emergiendo como
una tecnologia de produccién de electricidad sustentable con otras aplicaciones en el campo
de la bioprospeccion.



Capitulo 3

MARCO TEORICO

3.1. Celdas de combustibles microbianas, CCM

La CCM consiste basicamente en dos compartimentos, andédico y catddico, que estan se-
parados por un electrolito, en ocasiones por una membrana permeable de intercambio de
protones. El compartimiento anddico se debe conservar en condiciones anaerébicas donde una
biopelicula oxida la materia orgénica y genera didéxido de carbono, protones y electrones. Los
electrones viajan a través de una resistencia que conecta el &nodo con el catodo, originando
una pequena corriente que puede ser medida y utilizada para realizar trabajo. Los protones
son transferidos por medio de la membrana permeable al compartimiento catédico que se en-
cuentra normalmente en condiciones aerdbicas, en esta caAmara se combinan los protones, los
electrones y el oxigeno generando agua [35]. Una CCM convierte un sustrato biodegradable
directamente a electricidad. La Figura [3.I] muestra el esquema general de una CCM.

e e
1
Anodo Catodo

\_(__..-—"“"-"O

— >

Figura 3.1: Celda de Combustible microbiana [I]

Las reacciones quimicas globales que se llevan a cabo en una CCM que utiliza acetato
como fuente de carbono (combustible) son [3]:

Reaccion Anodo:
CH3;COO™ + 2H50 — 2009 + 7TH' 4 8¢~

Reaccion Catodo:
Oy +4e” +4HT — 2H0
5



Capitulo 3. MARCO TEORICO 6

Las ventajas que tienen las CCM sobre otras tecnologias usadas para la generacion de
energia a partir de materia organica son:

= La conversion directa de sustrato a electricidad permite altas eficiencias de conversion.

= Operan eficientemente a temperatura ambiente, incluidas bajas temperaturas, mientras
se le provea de alimento y las bacterias.

= No requieren del tratamiento del biogas generado en la celda.

= No requieren de energia extra para airear el citodo, pues éste puede ser aireado pasiva-
mente.

= Tienen aplicacién potencial en lugares alejados con ausencia de infraestructura eléctrica,
convirtiéndose en una opcién més de energia renovable para los requerimientos de energia
a nivel mundial

3.2. Factores involucrados en la producciéon de electricidad

3.2.1. Electrodos

Los electrodos son los dispositivos donde ocurre la transferencia de carga. En este caso los
microorganismos hacen parte de ellos ya que es su interior ocurre la principal transferencia de
carga. FEl colector anédico es el que captura los electrones producidos por la oxidacién de la
materia organica y el catddico es el que recibe los electrones y ocurre el proceso de reducciéon
con el oxigeno atmosférico. Se han utilizado diferentes tipos de materiales para los electro-
dos, Hierro, Platino, Grafito. Los electrodos de Platino y Grafito son los més comunmente
utilizados, siendo los de titanio mejores conductores de electrones pero son los mas costosos.
CCM con electrodos de platino tienen mayores producciones de electricidad que los de grafito.
Algunas personas tienden a pensar que amplias superficies de electrodos podria facilitar las
reacciones en el electrodo, sin embargo se ha reportado que la superficie del catodo tiene poco
efecto en la produccion de electricidad [3].

3.2.2. Combustible

El combustible es la fuente de electrones en la CCM. Los electrones son generados por
la oxidacion de la materia organica mediante el metabolismo microbiano. La generacién de
corriente varia ampliamente con el tipo y concentraciéon del combustible utilizado en un CCM.
Usualmente altas concentraciones de combustible generan mayores cantidades de electricidad.
Acido acético, glucosa, acido butirico, 4cido propidnico, glicerol, agua residual doméstica,
efluentes lignoceluldsicos, agua residual de industria de alimentos han sido utilizados como
combustible en un CCM (Ver Tabla 3.1) [14].

3.2.3. Membrana selectiva de protones

La membrana selectiva de protones es la membrana que separa el compartimiento andédico
del catodico y es la que permite el paso de protones de la cAmara anddica a la catédica para la
generacion de agua. Se han utilizado nafion, ultrex, polietileno, poly-estireno/divinilbenceno),
puente de sal, tabique de porcelana. El Nafion es el méas utilizado como membrana selectiva
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por su alta permeabilidad selectiva a los protones, pero investigadores estan buscando opciones
menos costosas y sustentables [3].

3.2.4. Microorganismos

Existen muchos microorganismos que tienen la habilidad de transferir los electrones ge-
nerados por la oxidaciéon de la materia organica al a&nodo. En la Tabla 3.1 se muestran los
microorganismos que han sido usados en CCM. Sedimentos marinos y fuentes de hidricas,
suelo, agua residual, son ricos en estos microorganismos [3]. Un nimero reciente de publica-
ciones discuten la identificaciéon de los microorganismos y la construccién su metagenoma con
el proposito de entender como es el mecanismos de transferencia de electrones en una CCM.
Cuando un CCM es inoculada con sedimentos marinos, lodos anaerobios o cultivos mixtos
usualmente presentan méas rendimiento en la produccién de electricidad que las CCM con
cultivos puros.

Cuadro 3.1: Microorganimos ampliamente utilizados en CCM [3]

Microorganismos Sustrato
Actinobacillus succinogenes Glucosa
Aeromonas hydrophila Acetato

Alcaligenes faecalis, Enterococcus gallinarum,
Pseudomonas aeruginosa, Clostridium beijerinc- Almidén, glucosa

kii

Geobacter metallireducens Acetato

Klebsiella pneumoniae Glucosa

Rhodoferax ferrireducens Glucosa, xilosa, sacaro-

sa y maltosa

3.3. Parametros que se evalian en CCM

Algunos de los pardmetros que se usan para la evaluacion del rendimiento en una CCM
son: eficiencia energética, resistencia interna, voltaje, densidad de corriente y potencia.

= La eficiencia energética en una CCM se expresa como el producto de la eficiencia coulom-
bica (CE) y la eficiencia de potencial (PE).

Cp Vp
EE—C’E-PE—(Ct -100)-(Vt -100)
Donde Cp es el total de Coulombs calculados por la integraciéon de la grafica resultante
de Corriente contra el Tiempo. Ct es la cantidad teérica de Coulombs que pueden ser
producidos por la completa oxidaciéon de la materia organica. Vp es el potencial medido
entre el anodo y catodo. Vt es el potencial tedrico. La mayoria de los estudios solo
reportan la eficiencia coulombica [10].
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= La resistencia interna puede ser calculada por el uso de la pérdida total de energia.
La pérdida total de energia en una CCM se describe en términos de voltaje méximo
disponible:

E = OCV — IRy = OCV — I(Ra+ Rm + Re + Re)

Rini es la resistencia interna y Ra, Rm, Rc y Re son la resistencia anédica, membrana
catodica y la del electrolito respectivamente. Re puede ser expresada como:

1

Re=7%

Donde 1 es la distancia de los electrodos (cm) y A es el area de la seccion transversal
(cm?). K es la conductividad especifica (ohm™.cm™) del electrolito.

» La densidad de potencia (DP) en (W.cm™) se expresa como la potencia en Watts por
unidad de area (cm?) del electrodo anédico. También se puede expresar como la potencia
en Watts por unidad de volumen del sustrato. La DP se calcula de la siguiente manera:

P=(~7) 6 P=(

" )

I-v I-v
U

Donde I es la corriente (A), V es el potencial (volts), A es el area de la superficie del

electrodo anédico (m?) y U es el Volumen del sustrato de la cAmara anddica [36].

3.4. Aplicaciones de las CCM

3.4.1. Sensores ambientales

El contenido de materia organica en una solucién suele evaluarse en términos de demanda
bioquimica de oxigeno (DBO). Los métodos clésicos para la determinacion de la DBO toman 5
(DBOs) a 7 (DBOy) dias de incubacion. DBOs y DBO7 son buenos métodos para la evaluacion
de la calidad del agua, son baratos y aplicable a una amplia gama de muestras, sin embargo,
requiere mucho tiempo para obtener resultados reproducibles. La CCM se puede aplicar como
un biosensor para la determinacién rapida de DBO. Los microorganismos son los sensores y
la corriente eléctrica o de potencial son los indicadores. Esto es posible gracias a la relacién
lineal que existe entre la cantidad de materia orgénica y la corriente generada [30].

3.4.2. Obtencién de hidrégeno

Se han utilizado CCM para el tratamiento de los residuos agroindustriales provenientes
de las industrias alimenticias para obtener bio-hidrégeno como combustible. El tratamiento
de las aguas residuales para la produccién de hidrégeno en CCM se ha ensayado usando
bacterias fermentativas en varios tipos de procesos. Sin embargo, estos procesos no han sido
ampliamente utilizados debido a la poca recuperaciéon de hidrégeno a partir de la materia
orgénica (1.4 -2.5 mol de hidrégeno por mol de hexosa) y los altos costos de operacion. A
medida que los efluentes se conviertan en fuentes potenciales de energia, la recuperacién o
tratamiento de estos residuos en subproductos ttiles pueden reducir el costo del tratamiento
y, en algunos casos, también reducen la dependencia de los combustibles fosiles [37].
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3.4.3. Generacion de energia

La produccién de energia en forma de electricidad es la aplicacion méas evidente y directa
de las CCM. Los microorganismos funcionan como fuente de energia auto sostenibles durante
largos periodos de tiempo en areas remotas, proporcionando energia eléctrica in situ de peque-
nos aparatos eléctricos, tales como sensores de linea y transmisores de datos. Estos aparatos
electronicos son tutiles en alta mar. Para solucionar el problema de la corriente eléctrica de
baja tension, condensadores y transformadores pueden ser utilizados. Este principio se demos-
tro recientemente con un S-CCM (CCM tipo sedimentario), que consiguié hacer funcionar un
sensor meteorolégico y transmisor de datos, consumiendo aproximadamente 18 mW. Esto fue
posible gracias a la aplicacion de un estabilizador de voltaje y un condensador [37].

3.4.4. Tratamiento de agua residual

Las CCM forman una tecnologia prometedora para el tratamiento de aguas residuales,
como un método de recuperacion de energia en forma de hidrégeno o electricidad. Estudios
han demostrado que las bacterias en una CCM se pueden usar como sistema de tratamiento de
agua residual industrial. Sin embargo, la cantidad de energia producida hasta ahora es baja y
no se ha establecido claramente que el uso de CCM puede reducir significativamente el nivel de
materia organica en el agua. Recientemente, se ha demostrado que una CCM alimentada con
agua residual doméstica puede tratar niveles practicos paralelos a la generaciéon de electricidad.
La cantidad de energia generada puede ser considerada alta en comparaciéon con estudios
anteriores [37, [11].

3.5. Ciclo global del nitrégeno

La atmosfera contiene alrededor de 105 toneladas de Na. El ciclo del nitrégeno involucra
las transformaciones de unas 3x10° toneladas de Ny por afio. El ciclo del nitrogeno es la serie
continua de procesos naturales en los cuales el nitrogeno se transforma a distintos estados
de oxidacion y reduccion, de nitrogeno molecular Ny a amoniaco (NHg), luego a compuestos
organicos carbono nitrogenados, 6xidos de nitrogeno y finalmente Ny cerrando el ciclo [2].
Particularmente, las bacterias pueden realizar en su totalidad cada uno de los pasos en las
transformaciones requeridas para completar y balancear el ciclo del nitrégeno, ganando por
su parte energia y biomasa gracias a la amplia diversidad en sus metabolismos [38]. Fowler
y colaboradores (2015) presentan graficamente (ver Figura los procesos y flujos que se
realizan a nivel de la biosfera del nitrégeno.

3.5.1. Fijaciéon de nitrégeno

El nitroégeno molecular (N2) es la tnica reserva de nitrégeno (N) accesible en la biosfera
[39], el mayor reservorio de esta molécula se encuentra en la atmosfera en una proporcion
aproximadamente del 78 %, y debe ser fijado a una forma reactiva para su aprovechamiento
en la biosfera. La fijaciéon de nitrégeno es la transformacién mediante la reducciéon del N
molecular a formas asimilables por las plantas y microorganismos, principalmente nitritos
(NO22), nitratos (NO32) y amonio (NH"). Entre las transformaciones a gran escala que
atrapan el No presente en la atmésfera se destacan: la fijacion biolégica por procesos de 6xido
reduccion, luminica y la industrial mediante la combustion de hidrocarburos fésiles [38].
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3.5.2. Fijacion Biolégica de nitrégeno

El nitrégeno molecular para ser asimilado, debe ser reducido. Los tinicos seres vivos capa-
ces de realizar esta reacciéon son las Eubacteria y Archea, por el proceso denominado fijacién
biologica de nitrogeno [38]. La fijacion bioldgica de nitrogeno es la utilizacion del Ny como
fuente de nitrogeno para la sintesis celular. Aproximadamente 203 toneladas de N anuales
son fijadas por estos microorganismos en la tierra y el océano [2], su operacion consiste en
el rompimiento de la unién triple entre ambos atomos de N, requiere grandes cantidades de
energia, se da a temperatura ambiente y presion parcial de No de 0.78 Atm; esto gracias a la
accion combinada del complejo enzimético de la nitrogenasa [23].

No +8HT + 8¢~ +16Mg+ ATP — 2NHs + 2Hy + COs + 16Mg + ADP + 16Pi

3.6. Bioprospecciéon

La bioprospeccién o prospeccién de la biodiversidad, se define como la busqueda sistema-
tica, clasificacion e investigacion de nuevas fuentes de compuestos quimicos, genes, proteinas
y otros productos que poseen un valor econémico actual o potencial, y que se encuentran en
los componentes de la diversidad biologica [40]. La bioprospeccion se perfila como un proceso
que involucra tres etapas: investigar, transformar en producto y comercializar. Para avanzar
en dicho proceso en el pais se requiere preferiblemente del trabajo conjunto de los sectores
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académico, empresarial nacional o internacional, comunitario y gubernamental [40]. La bio-
prospeccién es una préctica que, si bien puede considerarse antigua, durante los tltimos veinte
anos ha adquirido un margen de actualidad extraordinario, debido a los avances tecnolégicos
que se han dado en farmacéutica, biotecnologia y agricultura. Lo anterior ha permitido desci-
frar gran parte de la fisiologia de los seres vivos, con el objetivo de explorar la potencialidad de
las llamadas sustancias bioactivas y la opcién de encontrar en ellas la solucién a importantes
problemas de salud [40].

En Colombia los estudios de bioprospeccioén en microbiologia han estado principalmente orien-
tados hacia la produccién de bioinsumos agricolas, biorremediacién, diagnoéstico y aplicaciones
en salud animal, vegetal y humana, algunos estudios en ecologia microbiana y aplicaciones a
nivel industrial, entre otros [4I]. La gran mayoria de investigaciones obtienen financiaciéon
a través de proyectos cuyo desarrollo se da principalmente en universidades e institutos de
investigacion, observando que se hace énfasis en investigacion béasica; las etapas de desarro-
llo tecnolégico y de produccién estan dadas primordialmente en empresas privadas, o como
resultado de la alianza entre grupos de investigacion béasica y socios inversionistas [40].



Capitulo 4

OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
» Adaptacion de un in6culo proveniente de reactor biolégico fijador de nitrogeno para la
generacion de electricidad en celdas de combustibles microbianas.
4.2. Objetivos especificos

= Enriquecer y Obtener un in6culo adaptado para la fijacion de nitrégeno, en un reactor
biologico.

s Determinar las condiciones de maxima producciéon de potencia de un inéculo fijador de
nitrégeno en una celda de combustible microbiana.

s Caracterizar microbiologicamente la biopelicula desarrollada en el anodo de las celdas
de combustibles microbianas.

4.3. Hipotesis

» Consorcios especializados en la fijacién de nitrégeno produciran mayor potencia en una
celda de combustible microbiana que un inéculo de lodos residuales indiferenciado.

12
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METODOLOGIA

5.1. Seleccion de in6culo

(Inéculo RFN). Se tomaron 250 mL de un in6culo proveniente de un reactor biologico en
operacion en el Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia del grupo GAOX. Este reactor
llevaba en operacion 1 afo y las condiciones de operacion fueron las mismas utilizadas para
el presente estudio (ver Tabla . Los microorganismos presentes en ese indculo ya estaban
seleccionados y preadaptados para la fijaciéon de nitrégeno.

(Inéculo RNoF). Por otra parte, se tom6 1 L de muestra de lodo proveniente de una laguna
anaerobia de un sistema de tratamiento de agua residual industrial, que recibe como afluentes
residuos liquidos de una industria productora de alimentos derivados del aztcar. La toma del
in6culo fue en mezcla completa y fue llevado conforme a lo recomendado por el Standard
Methods [42] al Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Biotecnologia de la Universidad
del Valle para su uso.

5.2. Montaje y operacion de reactores

Estos dos indculos fueron utilizados para montar dos reactores: 1) Reactor Fijador de
Nitrogeno (RFN) y 2) Reactor No Fijador de Nitrogeno (RNoF). La operacion de los reactores
fue de tipo SBR (Sequencing Batch Reactor) [43] y su operacién consistio en ciclos repetitivos
de las siguientes fases:

= Alimentacién: Se aliment6 el reactor con medio fresco de composicion detallada en la
Tabla 5.1

= Reaccion. Fase Aerobia: Por un periodo de 48 h el reactor estuvo en mezcla completa
y aireacion.

= Reaccién. Fase Anaerobia: Durante 15 min se burbujeé el reactor con una mezcla de
CO4 /Ny para desplazar el Oy y se dejo por 24 h el reactor sin aireacion. Esta etapa del
ciclo de operacién se utilizé6 como medida para el control de la presencia de protozoos
dentro de los reactores.

» Sedimentacion: Se retir6 el sobrenadante del reactor y se llen6 nuevamente con medio
fresco y asi se repite ciclo. El sobrenadante fue utilizado para las mediciones fisicoqui-
micas de control de estabilidad del reactor.

Los reactores consistieron en recipientes de vidrio de 1 L. Las condiciones de operacién de
los reactores se detallan en la Tabla [5.2

13
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Cuadro 5.1: Composiciéon del medio nutriente que se utilizé en el Reactor Fijador de Nitrogeno
(RFN) y No Fijador de Nitrogeno (RNoF).

RFN RNoF
Compuesto Cantidad Cantidad
Solucion A*
KH;POy4 0,100 g 0,100 g
KoHPO4 0,900 g 0,900 g
NaCl 0,100 g 0,100 g
CaCly.2H20 0,100 g 0,100 g
MgSO4.7THoO 0,100 g 0,100 g
NasMoO,4.2H50 0,005 g 0,005 g
MnSO4.4H-0O 0,005 g 0,005 g
FeSO4.7H20 0,010 g 0,010 g
Soluciéon B 50,000 mL 50,000 mL
(NH4)QSO4 0,000 0,725 g
Solucion B**
Sacarosa 2,000 g 2,000 g
Piruvato de Sodio 1,000 g 1,000 g
Manitol 2,000 g 2,000 g
Glucosa 2,000 g 2,000 g

*Cantidad para preparar 1,0 L de medio
**Cantidad para preparar 50 mL de solucién

Cuadro 5.2: Condiciones de operacion de los reactores para obtencion de fijadores de nitrogeno.

Parametro Valor Unidad
Volumen inéculo 250 mL
Volumen de Medio Nutriente 500 mL
Volumen nutil 750 mL
Tiempo Mezcla Aerobia 48 h
Tiempo Mezcla Anaerobia 24 h
Sedimentacién 2 h
Aireacion 10 L.min aire

5.2.1. Seguimiento del reactor

Durante el tiempo de operaciéon de los reactores se realizd el seguimiento de parametros
como pH, amonio, y biomasa al final de cada ciclo. Se tomé muestra al final de la etapa
de enriquecimiento de los reactores para caracterizacién microbiolégica del inéculo mediante
técnicas de biologia molecular (extraccion de ADN, DGGE y secuenciacién). Una vez que
habia exceso de biomasa (<250 mL) se retiraba del reactor y se almacena a temperatura
ambiente. Esta biomasa fue utilizada como el inéculo para las CCM.
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5.3. Generacion de electricidad en Celdas de Combustible Mi-
crobianas

Para seleccionar las mejores condiciones de produccién de electricidad se realizé un diseno
experimental factorial 2x3 con dos repeticiones. La unidad experimental fue una CCM de 300
mL y la variable de respuesta fueron densidad de corriente (uA.m2), voltaje de la biocelda
(mV) y potencia (mW.m™2). Los factores y niveles del disefio experimental fueron:

» Factor 1: Tipo de superficie de adherencia en el anodo: (1) Etilenglicol (C2HgO2), (2)
Etilendiamina (CoHgN3) y (3) Acido Oxélico (CoHz04)

» Factor 2: Tipo de in6culo: (1) Biomasa provenientes del Reactor fijador de nitrogeno
(RFN) y (2) Biomasa proveniente del reactor no fijador de nitrogeno (RNoF).

5.3.1. Montaje de la unidad experimental (CCM)

Se utiliz6 CCM de 300 mL como unidad experimental. La CCM tuvo electrodos de grafito
comercial (Soldarco) cubiertos superficialmente con platino (0,11 mg Pt.cm™). La membrana
selectiva de protones fué Nafion®). La Figura muestra el esquema general de la CCM que
fue utilizada en el diseno experimental. La Tabla [5.3.1| muestra los pardametros de operaciéon y
construcciéon de las biocelda.

Figura 5.1: Esquema general de la unidad experimenta (CCM).

Cuadro 5.3: Parametros de operacion y construccion de las bioceldas (valores por biocelda).

Parametro Valor Unidad
Area anodica 62,05 cm?
Area catodica 59,83 cm?
Diametro d&nodo 0,95 cm
Diametro catodo 0,79 cm

Cantidad catalizador 0,11  mg Pt.cm™

Tratamiento dnodos. Con el proposito de observar la adherencia de los microorganismos
a la superficie del 4nodo se realizaron modificaciones quimicas a las mismas que consistieron
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en grupos funcionales alcohol (Etilenglicol, CoHgO2), amino (Etilendiamina, CoHgN2), y aci-
do (Acido Oxalico, CoH204). Los dnodos de las bioceldas fueron sometidos a dos tipos de
tratamiento térmico y quimico:

1. El tratamiento térmico consistié en exponer los anodos a 450 °C por 1 h.

2. El tratamiento quimico consistié en exponer los d&nodos en soluciones de FEtilenglicol
(CoHgO32), Acido Oxalico (CoH20,) v Etilendiamina (CoHgN2) 0,1 M durante 6 horas.

LLenado de las bioceldas: Las bioceldas fueron llenadas con 100 mL de inéculo alma-
cenado. Después de que se asentara la biomasa se completé el volumen de la biocelda con 200
mL de medio liquido con cuidado de no resuspender la biomasa. El medio liquido utilizado
fue el mismo utilizado para la alimentacién de los reactores. Una vez llenadas las bioceldas
con el in6culo y el medio liquido se cubrié con aluminio para evitar cualquier perturbacién o
contaminacion.

5.3.2. Seguimiento de la unidad experimental

Las variables de respuesta fueron densidad de corriente (pA.m ), voltaje de la biocelda
(mV) y potencia (mW.m2). Se tomo registro del voltaje (mV) cada 24 horas. Una vez que las
bioceldas registraron valores positivos de voltaje, se realizaron las curvas de polarizacién para
observar la eficiencia eléctrica global de cada celda en aquellos dias donde se registr6 el mayor
voltaje.

Para tomar los datos eléctricos (mV y uA) sin perturbar el sistema, se elaboré una placa
electrénica que estuvo conectada a la biocelda. En la placa se anclaron los conectores para
medir corriente y voltaje. Se agregaron a la placa resistencias de 12, 100 €2, 500 Q21 kQy 5
k). Esto permiti6é la mediciéon de las variables eléctricas y la elaboraciéon de las curvas de
polarizacioén.

5.3.3. Anadlisis de la informaciéon

Se realiz6 anélisis de la varianza (ANOVA) para encontrar si existen diferencias signifi-
cativas en las variables experimentales. Se realizaron pruebas pos-kANOVA para encontrar la
combinaciéon Tratamiento-Inéculo que generd la mayor electricidad.

ho,= No hay variaciones significativas en las variables experimentales
ul = u2;bl = b2
h;= Si hay variaciones significativas en las variables experimentales

ul # u2;bl # b2

5.4. Analisis microbiolégico

Se realizaron pruebas de cultivabilidad y analisis de diversidad del gen 16S de ADNr y
nif H de la biopelicula desarrollada en el &nodos en las bioceldas.



Capitulo 5. METODOLOGIA 17

5.4.1. Pruebas de Cultivabilidad

Se realizaron conteos estimados de microorganismos por medio de cultivabilidad de la
biopelicula del anodo de las bioceldas. Para ello se realizdé un raspado de la biopelicula y se
realizaron diluciones en solucién salina (0,85 % de NaCl). Se sembraron las diluciones 102, 103
y 10 en los medios de cultivo selectivos EMB (por sus siglas en inglés, Eosin methyl Blue),
Cetrimide, Enterococcosel y Salado manitol. Estos medios de cultivo permiten el recuento de
Enterobacterias, Pseudomonas, Enterococos, Estafilococos Respectivamente.

5.4.2. Extraccion de ADN, PCR y Secuenciacion

Extraccion de ADN. Se realiz6 un raspado de la biopelicula del &nodo de las bioceldas
y se diluy6 en etanol para una concentracion final de 70 %. Se adicion6 500 ul. de muestra
en un tubo eppendorf que contenia 1000 ul: de buffer de lisis (Tris 100 mM, EDTA 200 mM,
NaCl 1,5 M, CTAB 1% y SDS 2%). Las células fueron mecanicamente destruidas utilizando
Vortex por 1 min e incubacién por 30 min a 70 °C en oscuridad. La muestra fue centrifugada a
13000 rpm durante 15 min y el sobrenadante fue transferido a un tubo eppendorf que contenia
1000 uLi de Fenol:Cloroformo:Isoamilico (25:24:1). La muestra lisada fue mezclada por 30 s y
centrifugada a 13000 rpm durante 10 min. El sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo
que contenia 1000 uL: de Cloroformo:Isoamilico (24:1) que se mezcl6 por 30 s y se centrifugod
a 13000 por 10 min. El sobrenadante se transfiri6 a un tubo nuevo que contenia 100 ul. de
Acetato de Sodio (3 M) y 600 uL de Isopropanol, se incubé a -20 °C por 30 min. Esta mezcla
se centrifugd a 13000 rpm por 30 min a 4 °C. Se descarto el sobrenadante y se adicion6 500 ul,
de etanol (70% y 4 °C). Posteriormente se centrifugé a 13000 rpm durante 30 min, se retir6
el sobrenadante y se incub6 la muestra a 65 °C por 30 min. El ADN se resuspendi6 en 100
uL. de buffer TE. La cuantificacién del ADN se realizé en un Nanodrop Thermo scientific 2000.

PCR. Se amplificé la region V1-V4 del gen 16S Ribosomal. Se utilizaron los primers
27F /519R (primers universales para bacterias generales). Se utilizaron los reactivos HotS-
tarTaq Plus Master Mix Kit (Qiagen, Valencia, CA) para la reaccion de PCR. Las condiciones
de reacciéon fueron las siguientes: 30 ciclos de 94 °C por 3 min, 94 °C por 30 se 53 °C por 40
s, 72 °C por 1 min y con una elongacién final de 72 °C por 5 min. Los productos de PCR
fueron purificados utilizando Agencourt Ampure beads (Agencourt Bioscience Corporation,
MA, USA) siguiendo las condiciones del fabricante. La visualizacion de los productos de PCR
se llevo a cabo en gel de 2% de agarosa con bromuro de etidio.

También, se realiz6 la amplificacion del gen nif H. Este gen se ha reportado como el marcador
por excelencia para detectar la presencia de bacterias fijadoras de nitrogeno [44]. La amplifica-
cion del gen nif H se realizé mediante PCR convencional. Para ello, se usdé una combinacién de
primers PolF y PolR [44]. Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: Precalentamiento
95 °C 5 min, Denaturacion 94 °C 30 s, Hibridacion 54 °C 30 s, Extensiéon 72 °C 30 s, Extension
final 72 °C 10 min. La visualizacién de los productos de PCR se llevo a cabo en gel de agarosa
0,8 % con bromuro de etidio.

DGGE. Se llevd a cabo la técnica Electroforesis en Gel con Gradiente de Desnaturaliza-
cion (DGGE) para evaluar la diversidad bacterias fijadoras de nitrogeno en las bioceldas. Se
realiz6 una PCR anidada a partir de los productos de PCR convencional con el propdsito
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de anadir la cadena de nucle6tidos GC. Se implement6 la combinacion de primers PolF-GC
y PolR. Las condiciones de reacciéon fueron las mismas utilizadas para la PCR convencional
del gen nifH. Se llevo a cabo la electroforesis vertical en geles de acrilamida de 8 % con un
gradiente de desnaturalizacion de 40 a 70 % utilizando Buffer TAE 1X. La corrida tuvo una
duracién de 16 h a 100 V y 60 °C. La revelaciéon del gel se realizé por medio de exposicién
en una solucién fijadora por 20 min, solucién de nitrato de plata de 0.016 % por 30 min y
finalmente en una solucién reveladora agitando suave y constantemente por 15 min hasta la
aparicion de las bandas. El gel se visualizé en un transiluminador de luz blanca.

Secuenciacion ADN. Se utilizaron los productos de PCR de 16S ADNr para preparar la
libreria de ADN siguiendo el protocolo de Ilumina MiSeq. La secuenciacion fue realizada
por el Laboratorio MRDNA (www.mrdnalab.com, Shallowater, TX, USA) con la plataforma
[Mlumina MiSeq siguiendo las indicaciones

5.4.3. Andlisis resultados de secuenciacion

Los resultados de la secuenciacién fueron procesados utilizando el software libre QIIME
1.9.0 (http://qgiime.org/). Se tomo en cuenta las lecturas de secuencias con un valor de q mayor
a 25. Posteriormente se removié la plantilla (barcode), el primer y se descartaron las quime-
ras. Las Unidades Taxonémicas Operacionales (OTU) fueron definidas por agrupamiento de
97 % de similaridad (3 % divergencia) y cada OTU fue comparado con la base de datos para
la asignacion taxonémica. La base de datos de comparacion utilizada fue (https://www.arb-
silva.de/), actualizada 2018. Se realizaron analisis de alpha y beta diversidad. Se realizo la
asociacion de las funciones microbianas mediante la comparacion entre las bacterias encontra-
das y las bases de datos de proteinas UniProtKB/Swiss-Prot (http://www.uniprot.org/).
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RESULTADOS

6.1. Obtencion de in6culo fijador de nitrégeno para las Biocel-
das

Se utilizé6 un inbéculo proveniente de una laguna anaerobia que trata efluentes liquidos de
una industria productora de alimentos derivados de aziicar para el montaje de un reactor
tipo SBR [43]. Cada ciclo de operacion durd 72 horas. Se realizé seguimiento de pH durante
el tiempo de operaciéon de los reactores el cual fue de 104 dias. El pH al final de cada ciclo
de los REN y RNoF oscilo entre 7.60+/-2.44 UND y 6.10+/-1.67 UND respectivamente. A
continuacion (Figura se muestra la concentracion de Biomasa y NHy " durante 48 h de
operaciéon de un ciclo de los reactores. Estos datos fueron tomados al final del la fase de
operaciéon de los reactores, es decir, el dltimo ciclo de operacion.
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Figura 6.1: Variacion de las concentraciones de Biomasa (g.L'!) y Amonio (mg.L!) de los
reactores durante el ultimo ciclo de operacion de 48 horas. (a) Reactor Fijador de Nitrogeno
(RFN) y (b) Reactor No Fijador de nitrogeno (RNoF).

Segun los resultados anteriores, los reactores alcanzan una fase estacionaria aproximada-
mente a las 10 horas de operacion. Se utiliz6 el pH como medida de control de estabilidad de
los reactores. Una vez que habia exceso de biomasa (<250 mL), este exceso era retirado del
reactor y almacenado a temperatura ambiente. Esta biomasa fue utilizada como el in6culo para
las CCM. El in6culo utilizado para montar el reactor REN (Fijador de Nitrogeno) proviene de
un reactor biologico alimentado y operado bajo las mismas condiciones del presente estudio,
siendo que este reactor estuvo en operacién durante 1 ano. Los microorganismos presentes en
ese inoculo estaban seleccionados y preadaptados para la fijacién de nitrogeno.
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Diseno experimental y montaje de las CCM

Terminado el tiempo de operacién de los RFN y RNoF, se procedi6é a la construccion,
inoculacion y puesta en marcha de las CCM. Los anodos de las bioceldas fueron sometidos a
3 diferentes tratamientos quimicos, para observar la adherencia de los microorganismos a la
superficie de los anodos. Los tratamientos fueron Alcohol OH" (Etilenglicol, CoaHgOz2), Amino
NH," (Etilendiamina, CoHgN3) y Acido COOH- (Acido Oxaélico, CoHaOy). La operacién de las
bioceldas duré 95 dias, registrando valores de voltaje positivos en algunas bioceldas después
de 30 dias. En la Figura[6.2] se muestra los valores de voltaje en inglés Close Circuit Potential,

(CCP) de las bioceldas que registraron valores positivos de CCP. Los valores negativos de
CCP no fueron tenidos en cuenta para en anélisis.
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Figura 6.2: Voltaje de la biocelda durante el tiempo de operaciéon. Exp 1 y Exp 2: Replica

1y 2 respectivamente. Bioceldas tratadas con OH™: Etilenglicol, NHy™: Etilendiamina, COO™:
Acido Oxalico. F: indéculo del Reactor Fijador, NoF: in6culo del reactor No Fijador.

Las graficas anteriores muestran que este tipo de microorganismos requieren 26-41 dias para
formar la biopelicula en el &nodo y generar valores positivos de voltaje, asociado a la ausencia
de oxigeno molecular en el &nodo. De acuerdo a los valores de corriente y voltaje registrados de

cada biocelda, la Tabla [6.2] muestra la Potencia y Densidad de corriente maximas alcanzadas
por las bioceldas.

Los resultados de densidad de corriente y potencia en las bioceldas indican que no hay
diferencias significativas entre el tratamiento de los 4nodos. Sin embargo, si existen diferencias
significativas entre el indculo utilizado. Sin embargo, los resultados anteriores muestran que
la repetibilidad es baja entre las réplicas de los experimentos, al usar cultivos mixtos (agua
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Cuadro 6.1: Potencia y Densidad méxima de Corriente de las bioceldas
Potencia Densidad corriente Resistencia externa

Biocelda Dia (mW.m-2) (mA.m2) (ohm)
NHy /F 69 0,6308 0,0045 5000
OH/NoF (1) 67 2,0007 0,0081 5000
OH"/NoF (2) 64 3,0070 0,0188 1000
NHy /NoF (1) 70 0,1130 0,0044 500
NHs"/ NoF (2) 61 4,9998 0,0243 1000
COOH"/ NoF (1) 60 1,8558 0,0148 1000
COOH/ NoF (2) 69 1,7704 0,0146 5000

residual o reactores biologicos) se debe admitir que existe una intrinseca falta de repetibilidad
en los experimentos derivados de la gran variabilidad en las comunidades microbianas [45], [46].

6.3. Analisis Microbiol6gicos de los &nodos

Se realiz6 un raspado de la biopelicula formada en el &nodo y se realizo pruebas microbiol6-
gicas dependientes de cultivo y secuenciacién masiva. Para establecer si existe una correlacién
entre la generacion de corriente y la presencia y/o ausencia de ciertos grupos microbianos.

6.3.1. Recuentos microbiolégicos

Se realizé recuento en medios de cultivo selectivos. Los medios utilizados fueron EMB,
Cetrimide (AC), Enterococcosel (AEC) y Salado Manitol (ASM). La Figura muestra los
recuentos estimados después de 48 h de incubacién a 37 °C. Los medios de cultivo utilizados son
especificos para el crecimiento de grupos de Firmicutes (p.e Pseudomonas) y Enterobacterias.
Estos grupos bacterianos son los mas representativos que han sido reportados como grupos
exoelectrogénicos [47]
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Figura 6.3: Recuentos de UFC en los medios selectivos usados, para las bioceldas que registra-
ron valor positivo de voltaje. Bioceldas tratadas con OH™: Etilenglicol, NHs™: Etilendiamina,
COO: Acido Oxélico. FN: inoculo del Reactor Fijador, NoF: inéculo del reactor No Fija-
dor. Medios de cultivo: AC: Agar Cetrimide, AEC: Agar Enterococcosel, ASM: Agar Salado
Manitol.
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6.3.2. Diversidad de BFN

Se extrajo el ADN del biofilm de los 4nodos de las bioceldas para evidenciar la presencia y
diversidad de bacterias fijadoras de nitrogeno mediante DGGE, y reconocer si existen patrones
o diferencias en las comunidades de fijadoras de nitrogeno y la produccién de electricidad. El
control (+) utilizado fue una muestra de ADN que ha amplificado anteriormente el gen nifH
(datos no mostrados). La Figura muestra la revelacion del DGGE de la amplificacion del
gen nifH y la diversidad de bacterias fijadoras de nitrégeno en las bioceldas.

Figura 6.4: Imagen de la separacion por electroforesis de las Bacterias fijadoras de nitrégeno
en el biofilm de las bioceldas. 1) RFN Tiempo inicial 2) RNoF Tiempo inicial 3) NHy/FN 4)
NH;/NoF 5) COO™/NoF 6) OH /NoF. Bioceldas tratadas con OH": Etilenglicol, NHy™: Etilen-
diamina, COO": Acido Oxalico. FN: inéculo del Reactor Fijador, NoF: inéculo del reactor No
Fijador. Los ntmeros debajo de la imagen corresponden a la cantidad de OTU’s encontrados
en cada muestra, segin el andlisis de imagen.

6.3.3. Diversidad de Bacterias Generales

Se realiz6 secuenciacion de la region V1-V3 (27F-519R) del gen 16S ARNr. Mas de 55.000
lecturas vélidas fueron obtenidas por cada biocelda mediante el proceso de limpieza y filtro de
calidad. El promedio de longitud de secuencia fue de 516.7 pb. Un total de 77,510 unidades
taxonomicas operacionales (OTU’s) fueron obtenidas, representadas en 20 filos y 478 géneros
usando 97 % de identidad como limite de agrupamiento. Los filos mas predominantes fueron
Proteobacteria (50,02 %), Bacteroidetes (19,64 %), Firmicutes (18.44%) y Verrucomicrobia
(2.79%). Estos grupos microbianos representan el 91.05% de toda la comunidad. Las cla-
ses mas dominantes (Figura fueron Alphaproteobacteria (27.97%), Clostridia (18.18 %),
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Betaproteobacteria (14.36 %), Bacteroida (11.98 %), Gammaproteobacteria (6.70 %) y Flavo-
bacteriia (3.47%).
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Figura 6.5: Abundancia relativa de las clases predominantes en la biopelicula del anodo de
las CCM.

Se construyeron curvas de rarefaccion usando un indicador de diversidad (chaol). Las
curvas de rarefaccion de las secuencias bacterianas (Figura muestran que los OTU’s en-
contrados fueron suficientes para capturar la diversidad de la comunidad en todas las bioceldas
analizadas.
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Figura 6.6: Curvas de rarefaccion de los OTU’s encontrados en los anodos de las bioceldas

Los géneros mas predominantes en las bioceldas fueron en promedio Bacteroides (7.90 %),
Ruminococcus (6.63 %), Azospirillum (6.36 %), Brevundimonas (6.07 %), Azospira (5.15%) y
Clostridium (4.87%). Ver Figura . En el Anexo 1 se recopila la abundancia relativa de los
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géneros encontrados en el biofilm de las bioceldas.
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DISCUSION

7.1. Obtencion de biomasa para las CCM

Se emplearon reactores biolégicos alimentados selectivamente para la obtencion de biomasa
activa que posteriormente fue utilizada en las CCM. El sustrato utilizado realiz6 una presiéon
selectiva de las comunidades microbianas presentes en los reactores. Asi, el RFN gracias a la
ausencia de fuentes de nitrégeno en el sustrato favorecié la presencia y funcion de las bacterias
fijadoras de nitrogeno y el RNoF por su exceso de nitrogeno favorece otras comunidades no
fijadoras de nitrégeno. La Figura 6.1 muestra cémo en ambos reactores alcanzan una fase esta-
cionaria aproximadamente a partir de las 10 horas de reaccién. La poca cantidad de amonio en
el medio del RFN indica que todo el nitréogeno producido via la ruta anabdlica de la fijacion
de nitrégeno es consumido directamente y distribuido en la cadena trofica. Por otra parte,
el cambio de amonio en el medio del RNoF es resultado del consumo en la fase exponencial
de crecimiento. Las diferencias en la cantidad de biomasa en los reactores son gracias a la
limitacion y/o exceso de la fuente de nitrégeno de cada reactor. Asi, se obtienen dos tipos de
biomasa que alimentados selectivamente favorecen la presencia de ciertos grupos troficos. Esta
biomasa fue el in6culo para posteriormente las CCM.

Dentro de la fase de operacion de los reactores fue indispensable implementar una etapa
anaerobia en cada ciclo ya que de acuerdo a la procedencia del in6culo hay presencia de pro-
tozoos y estos macro-organismos se alimentan de las bacterias presentes en los reactores. Por
ello, implementar tiempos de anaerobiosis periédicamente inhibe la proliferacién de estos orga-
nismos. Esto es importante a considerar ya que es fundamental para la obtencién de biomasa
en los reactores.

7.2. Generacion de electricidad en CCM

Durante los 95 dias de operacion las bioceldas con el &nodo sometidas al tratamiento con
etilenglicol (OH") y 4cido oxalico (COOH") en presencia de inoculo fijador de nitrogeno (RFN)
registraron valores negativos de CCP (datos no mostrados) y después de 50 dias de operacion
se desmontaron. Las bioceldas con el 4nodo tratadas con Etilenglicol (OH) y Acido oxalico
(COOH)con el in6culo RNoF, mostraron una potencia méaxima generada de 3.01 mW.m™ y
1.86 mW.m™ respectivamente. Cabe resaltar que las bioceldas tratadas con (NHy") e indculo
RFN fueron las tnicas que registraron valores positivos de CCP con una potencia maxima
de 0.63 mW.m™2. Estudios recientes han reportado que hacer uso de tratamientos quimicos
y/o térmicos en la superficie de los dnodos aumenta un 39.5% la generacion de corriente
[11, [14]. Estos tratamientos se basan en el incremento de la superficie del anodo facilitando
la formacion de la biopelicula de las bacterias electrogénicas, la transferencia del electrén y
por consiguiente el aumento de la generacion de corriente. Sin embargo los mecanismos que
afectan directamente el rendimiento todavia no son muy establecidos [48]. La potencia mé-
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xima generada 5.0 mW.m™ fue de la biocelda tratada con (NHy™) y con el in6culo RNoF.
En Latinoamérica (Scielo.org), no se han reportado niveles significativamente mas altos de
generacion de Potencia para este tipo de sistemas [49] 50].

Se ha reportado que tratamientos quimicos con acidos (COOH") o alcoholes (OH") incor-
poran grupos funcionales derivados del oxigeno como carboxilicos, carbonilos, hidroxilos que
contribuyen a la transferencia de electrones [48]. Los grupos funcionales que contienen grupos
carboxilos (COO") favorecen la formacion de puentes de hidréogeno con cadenas peptidicas en
los citocromos o cadenas transportadoras de electrones de las bacterias, favoreciendo asi la
transferencia del electron de la bacteria al anodo [I1]. Los analisis de varianza ANOVA indi-
caron que no hay diferencias significativas (pvalue=0.7115) entre los tratamientos realizados
a los 4nodos de las bioceldas. Los grupos funcionales derivados de nitrégeno u oxigeno pueden
contribuir a la transferencia de electrones y la unién bacteriana se da en funcién de su carga
al pH del medio. El efecto del tratamiento quimico sobre la superficie de los electrodos es
sinérgico, las cargas positivas atraen las bacterias cargadas negativamente [51], es decir atraen
los electrones generados por la oxidacion de las diferentes fuentes de carbono.

Por otra parte, se encontr6 existen diferencias significativas (pvalue=0.0178) entre el tipo de
inoculo. La combinacion de Indculo-Tratamiento de los &nodos no genera un efecto significati-
vo en la generacion de corriente (pvalue=0.7115). Las diferencias de la generacion de potencia
y densidad de corriente entre las bioceldas son gracias a los microorganismos adheridos a los
4dnodos y por consiguiente de la procedencia del in6éculo. Los microorganismos presentes en el
in6culo preadaptado para la fijacién de nitréogeno, han sido previamente seleccionados para un
metabolismo especifico y probablemente se han perdido otros tipos de microorganismos exoe-
lectrogenicos mas eficientes. Adicionalmente estas comunidades sugieren que no desarrollaron
mecanismos de adherencia al anodo [52] y con ello menor cantidad de corriente. Sin embargo,
ya que el inéculo no seleccionado para la fijacion de nitrogeno (RNoF') permitio la presencia
de microorganismos fijadores y no fijadores de nitrégeno, es probable que la presencia de otros
grupos permitiera una mayor abundancia de organismos exoelectrogénicos.

7.3. Recuentos microbiolégicos

Segin los anélisis de varianza, no hay diferencias significativas en los conteos realizados
para cada medio selectivo utilizado y las bioceldas. Sin embargo se pueden observar algunas
diferencias entre los conteos realizados de cada medio de cultivo (Figura 6.3). No se observo
conteo del género Enterococcus (Agar Enterococcosel) en la mayoria de las bioceldas, solo se
encontrd recuento (2x10°) en la biocelda NHa/NoF (Etilendiamina/Inéculo del reactor No
Fijador). Unos de los grupos microbianos que han sido reportados como exoelectrogénicos son
del filo Firmicutes y Proteobacteria. Siendo Proteobacteria el filo méas importante de bacterias
exoelectrogénicas [53]. Los recuentos reflejan una mayor presencia de bacterias pertenecientes
al filo Proteobacteria (Agar EMB) en todas las bioceldas. Por otra parte, aunque el género
Pseudomona se ha reportado como exoelectrogénico, no es de los més importantes en estos
sistemas. Los recuentos encontrados en la biocelda NHy /FN (Etilendiamina / Inéculo del reac-
tor fijador) sugieren que la presencia de Pseudomonas y Enterococcus podrian estar asociados
a la baja cantidad de corriente generada, reflejando que los grupos de Enterobacterias son los
mas importantes dentro del sistema.
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Sin embargo, el género Estafilococos (Agar Salado Manitol) perteneciente al filo de Firmi-
cutes aparece en casi todas las bioceldas y se mantiene relativamente constante. Indicando
que las diferencias encontradas en la generacién de electricidad entre las bioceldas no son aso-
ciadas directamente a la presencia de Estafilococos. La mayor representatividad de bacterias
fijadoras de nitrogeno (BFN) esta en los filos Proteobacteria y Firmicutes [54]. Los recuentos
indican una mayor presencia de Proteobacteria y Firmicutes y sugieren que las BFN presentes
en los in6culos estan directamente involucradas en la generacion de corriente. La biocelda que
gener6 la mayor cantidad de corriente (NHy/NoF, 5.0 mW.m™2) fue la que se encontré recuento
de todos los medios utilizados. Esto sugiere que la presencia de diferentes grupos microbianos
propicia una interaccién sinérgica, siendo Proteobacteria y Firmicutes los filos méas involucra-
dos en la generacion de electricidad y en los que tiene mayor presencia de bacterias fijadoras
de nitrégeno.

7.4. Diversidad de BFN

La estructura de la comunidad microbiana en el &nodo de las CCM sometidas a diferentes
tratamientos fue determinada usando analisis de DGGE al final de la operacién de las bio-
celdas. La Figura 6.4 muestra los perfiles de los microorganismos de los in6culos originales y
la biopelicula adherida al 4nodo en las 4 bioceldas que presentaron la mayor generacién de
corriente. El andlisis de los fragmentos de ADN (bandas) de DGGE fue realizado usando el
software libre GelQuest (https://www.sequentix.de/gelquest/). Cada banda del DGGE repre-
senta una especie o especies relacionadas en la comunidad microbiana (OTU’s) y la intensidad
de la banda representa la “abundancia relativa” de cada especie.

La diversidad de BFN presentes en los inoculos (tiempo inicial, To) y biopelicula adherida
al anodo (tiempo final, Tf) muestran una alta diversidad. El indculo proveniente del reactor
fijador de nitréogeno aunque la diversidad es menor seleccioné solo 8 OTU’s, mientras que en
el inoculo proveniente del reactor no fijador permitié la presencia de més grupos de BFN (19
OTU’s). No existen diferencias significativas en la diversidad total de BEN. Sin embargo, se
pueden observar diferencias en las bioceldas. La biocelda NHy™/NoF favorecié la presencia
de méas BFN (22 OTU’s) comparado con el indculo del reactor FN (8 OTU’s). Aunque las
bioceldas donde se gener6 la mayor cantidad de corriente provienen del indculo del reactor que
no esta adaptado para la fijacion biologica de nitrégeno (NoF), no desplazo las poblaciones
ya existentes de BEN y por el contrario permitié la presencia de méas grupos. En las bioceldas
se vieron enriquecidas por las condiciones ambientales del sistema (altas concentraciones de
fuente de carbono y ausencia de oxigeno atmosférico). Los resultados anteriores muestran la
alta diversidad de BFN adheridos al anodo de las bioceldas que estéan asociadas a la generaciéon
de electricidad.

7.5. Analisis de los resultados de secuenciaciéon

Los filos méas predominantes fueron Proteobacteria (50,02 %), Bacteroidetes (19,64 %), Fir-
micutes (18.44 %) y Verrucomicrobia (2.79 %). Siendo Proteobacteria y Firmicutes los filos méas
importantes que se han reportado como exoelectrogénicos. Los filos Bacteroidetes y Verruco-
microbia no se han asociado con la capacidad de generacién de electricidad. Sin embargo, los
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filos mas predominantes presentes en las bioceldas representan el 68.46 % de microorganis-
mos exoelectrogénicos y el 88.43 % se han reportado como BFN. De acuerdo a los resultados
de analisis de diversidad microbiana presentes en las bioceldas (Figura 6.5) las clases maés
predominantes fueron Alphaproteobacteria (27.97%), Clostridia (18.18 %), Betaproteobacteria
(14.36 %), Bacteroida (11.98 %), Gammaproteobacteria (6.70 %) y Flavobacteriia (3.47 %). Re-
presentando el 82.66 % de la comunidad. Las clases Alpha, Beta y Gamma-proteobacteria son
conocidas por su gran papel en la produccion de electricidad. Adicionalmente la clase Clostri-
dia es un gran referente por la presencia de BFN, lo que sugiere que las bacterias fijadoras y
exoelectrogénicas pudieron establecerse y desarrollar una biopelicula que estuviera involucrada
en la produccién de electricidad.

Las curvas de rarefaccion bacteriana de cada biocelda muestran que los OTU’s encontrados
fueron suficientes para capturar la diversidad de la comunidad. El in6culo inicial (provenientes
de los reactores) muestra la menor diversidad microbiana. Sin embargo, las bioceldas favore-
cieron la presencia de nuevos OTU’s, siendo las bioceldas tratadas con COO™ y NH; las que
presentaron una mayor diversidad microbiana. La biocelda que generé la mayor densidad de
potencia (NHs/NoF, 5 mW.m2) no fue de las que present6 la mayor cantidad de OTU’s. En el
anodo se seleccionaron bacterias que estuvieran involucradas en la generacién de electricidad,
mientras que en la biocelda NHy/FN (0.63 mW.m2) aunque presenté la mayor diversidad
microbiana, las bacterias establecidas en el &nodo no necesariamente son exoelectrogénicas, y
dentro de la red trofica los electrones que son generados por el metabolismo probablemente se
depositados sobre aceptores finales alternativos (sulfato, nitrato, entre otros) y el aceptor final
es diferente del oxigeno molecular, generando asi una disminucién significativa de la produc-
cion de electricidad [55]. Dentro de la comunidad microbiana establecida en el anodo, existen
bacterias electroquimicamente activas que transfieren los electrones directamente al 4nodo a
través de proteinas de membrana como los citocromos tipo ¢, o de conductos proteicos deno-
minados pili que sirven como nanoconductores. Otras bacterias que no pueden hacerlo debido
a la naturaleza no conductiva de su membrana celular, requieren de mediadores de electrones
exogenos o endogenos [3].

Los géneros mas representativos encontrados en las bioceldas fueron Bacteroides (9.84 %),
Azospirillum (8.99 %), Brevundimonas (8.18 %), Ruminococcus (5.70 %), Clostridium (4.75 %),
Acidovorax (3.63 %) y Alcaligenes (3.38 %). Estos géneros adicionalmente han sido reportados
como fijadores de nitrogeno. Del total de las especies encontradas en las bioceldas (757 OTU’s)
el 27.08 % corresponden a bacterias fijadoras de nitrogeno segin las bases de datos consulta-
das (Uniprot, 2018). De estos géneros, en promedio representan el 57.09 % de la comunidad
microbiana. Es decir, mas de la mitad de toda diversidad encontrada en las bioceldas son
poblaciones de BFN. Los géneros mas abundantes presentes en las bioceldas que corresponden
a BFN son Bacteroides, Azospirillum, Brevundimonas, Ruminococcus y Clostridium.

Los resultados anteriores dan una senal de que la presencia de BFN en la biopelicula del
anodo de las bioceldas estan fuertemente asociadas a la generacion de electricidad y gracias a
la presencia de estas comunidades microbianas se obtuvieron hasta 5 mW.m™ de densidad de
potencia. De los grupos microbianos mas representativos en la biocelda que se generé mayor
densidad de potencia (NHa/NoF, 5 mW.m™2) el 43.32 % son BFN, mientras que en la biocelda
con la menor generacion de corriente (NHy/FN, 0,63 mW.m™2) el 22.30 % son BFN.
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Es de anotar que a pesar de la representatividad de los grupos fijadores de Nitrogeno supone-
mos que el metabolismo energético es el que represento6 la diferencia mas importante. Ambos
in6culos el adaptado para la fijaciéon tanto como el que no lo fué, se alimentaron con medio el
mismo medio, el primero libre de Nitrogeno (C/N=>50) y el otro enriquecido con Carbono y
Nitrogeno (C/N=16). En estas condiciones esperariamos que el metabolismo asociado al Ni-
trogeno predominante en el carente de Nitrégeno sea el anabélico. La reduccién del nitrégeno
atmosférico es un proceso complejo que requiere un gran aporte de energfa para que se dé. La
molécula de nitrégeno esta compuesta de dos dtomos de nitrégeno unidos por un enlace triple
covalente, lo que hace a la molécula altamente inerte y no reactiva. La Nitrogenasa cataliza la
ruptura de este enlace y la adicion de tres 4tomos de hidrogeno a cada atomo de nitrogeno [23].

Estos organismos obtienen esta energia (electrones) mediante la oxidacion de moléculas or-
ganicas, muchas de ellas presentes en las células. Los microorganismos que fijan el nitrégeno
requieren 16 moles de trifosfato de adenosina (ATP) para reducir cada mol de nitrégeno [23].
Estos mecanismos metabdlicos, dejarian de esta forma pocos electrones y protones libres que
se se transporten hacia el exterior de la célula, disponibles para generar electricidad. Por el
contrario cuando se adiciona Nitrogeno se favorecen otros tipos de metabolismos como lo es la
nitrificacion y desnitrificacion [56]. Tanto la Nitrificacion como la desnitrificaciéon son procesos
complejos que le permiten a células obtener energia en forma de ATP. Estos procesos se dan
generalmente usando el mecanismo de transporte de electrones a través de la membrana y
propiciando un flujo de protones hacia el periplasma. Para el caso de las bioceldas la reduc-
cion del final del proceso es reemplazada por el transporte de los electrones desde el anodo.
La ecuacién completa de este metabolismo es:

2NADH + xADP + xPi+ Oy — 2NAD + xATP + 2H>0

Sin embargo en términos generales en una CCM la produccién de energia, a escala de
laboratorio es muy baja, no obstante, en algunos trabajos se describen aplicaciones asociadas
a sistemas electronicos de bajo consumo [3]. En este orden de ideas, la perspectiva es experi-
mentar con otras arquitecturas de celda y otros escenarios que involucren grandes voliimenes
de materia organica [18], con lo que se esperaria mayores niveles de densidad de potencia.
Esta aseveracion aplica para muchos estudios realizados en otros sustratos y generalmente es
aceptado entre los grupos investigadores, que el incremento en la concentraciéon del sustrato
aumenta la produccion de energia en la CCM [I]. No obstante, también se ha reportado en
diversos estudios, que la concentraciéon del sustrato al igual que la diversidad del sustrato
disponible en solucién, podria generar en comunidades microbianas mixtas, la competencia
entre bacterias electrogénicas y no electrogénicas, en detrimento de la produccién de energia.
Las bacterias reductoras de metales, como aquellas pertenecientes a las familias Shewanella,
Rhodoferaz y Geobacter son bastante comunes en experimentos en CCM’s, ya que estas pue-
den emplear el 4nodo como el aceptor final de electrones [3], sin embargo no fueron las més
representativas en el presente estudio.



Capitulo 8
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

8.1. Conclusiones

En el presente estudio se realizé la operacién y puesta en marcha de celdas de combusti-
ble microbianas con el objetivo de mostrar la adaptacién de bacterias fijadoras de nitrégeno
presente en in6culos favorecen la generacién de corriente. Los tratamientos realizados a los
4dnodos de las bioceldas no influyeron de manera significativa en el desarrollo de la biopelicula
y por consiguiente en la generaciéon de corriente. Sin embargo, la fuente de indculo utilizado
en las bioceldas si generd una diferencia en la densidad de potencia generada. Las Bacterias
Fijadoras de Nitrogeno presentes en los indculos se enriquecieron y fueron capaces de for-
mar una biopelicula en el &nodo y establecer una comunidad microbiana de microorganismos
exoelectrogénicos. Se alcanzé a generar 5 mW.m™2 en la biocelda tratada con Etilendiamina
e in6culo proveniente del reactor No fijador de nitrogeno. En esta biocelda la proporcién de
bacterias Fijadoras de Nitrogeno en el anodo fue de 42.32 % lo que sugiere que la produccion
de electricidad se vio favorecida por la presencia de estos microorganismos.

8.2. Recomendaciones

En futuras perspectivas, es bien establecido el papel que juegan los microorganismos en
la generacion de corriente y como esta se ve afectado con las interacciones microbianas pre-
sentes en el 4nodo. Por ello es importante enfocar la atencién en un mecanismo de accién y
realizar un seguimiento conforme se desarrolla la biopelicula, cuales organismos estan direc-
tamente involucrados en el generacion de corriente y observar si la fuente de microorganismos
es un potencial in6culo para la generacién de corriente. Es fundamental la presencia de mi-
croorganismos reductores de metales, como aquellas pertenecientes a los géneros Shewanella,
Rhodoferax y Geobacter. Estos microorganismos son ampliamente conocidos por su gran ca-
pacidad de generar corriente y se podrian potenciar las generaciones con la presencia de estos
grupos microbianos.

Cabe resaltar que el presente trabajo es una aproximacion al uso de microorganismos enrique-
cidos en reactores bioldgicos que han sido alimentados para seleccionar un tipo de comunidad
microbiana de interés como alternativa de bioprospeccién en la generaciéon de electricidad.
Aunque no se evalué la producciéon de la produccién de un subproducto de valor agregado.
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Apéndice A

ANEXOS

A.1. Anexo 1l

Abundancia relativa de los Géneros encontrados en el biofilm de las bioceldas.

Género To.RNoF To.F OH /RNoF NH; /F NHy; /RNoF COO /RNoF
acidovorax 0,03 0,05 3,39 0,08 9,04 2,03
acinetobacter 0,00 0,00 0,00 0,02 0,59 0,31
alcaligenes 0,02 0,05 3,59 1,27 2,09 6,56
aquimonas 0,72 0,07 1,74 3,12 0,41 0,84
arcobacter 0,01 0,01 0,02 0,02 3,62 0,45
azospira 2,36 17,29 3,29 6,13 0,70 1,14
azospirillum 0,31 1,87 15,50 1,03 5,94 13,50
azotobacter 7,04 0,34 0,09 2,51 0,06 0,07
bacillus 0,03 0,44 0,02 0,02 0,26 0,09
bacteroides 1,85 6,20 4,73 13,82 11,03 9,78
bordetella 0,02 0,32 1,94 0,06 2,71 2,28
brevundimonas 0,84 2,85 6,86 2,47 11,21 12,18
burkholderia 0,02 0,03 1,29 0,04 2,22 0,40
candidatus 1,06 0,01 0,00 0,06 0,00 0,00
xiphinematobacter

caulobacter 0,34 0,09 0,02 0,72 0,05 0,04
chloroflexus 0,23 0,03 0,03 0,42 0,03 0,02
chryseobacterium 0,07 0,63 0,41 0,12 0,60 0,87
chthoniobacter 1,10 0,04 0,02 0,34 0,07 0,00
cloacibacterium 0,02 0,04 0,48 2,53 0,01 0,04
clostridium 1,78 8,45 4,35 3,62 5,74 5,28
comamonas 0,03 0,12 2,55 6,61 1,60 2,69
cyanothece 1,71 0,68 0,07 0,07 0,36 0,15
delftia 0,00 0,00 0,14 0,08 0,45 0,67
desulfotomaculum 0,06 0,05 0,20 0,14 0,83 0,23
desulfovibrio 0,01 0,00 0,00 0,05 0,03 2,03
devosia 0,01 0,04 0,27 0,02 0,28 0,29
enterobacter 0,01 0,87 0,04 0,00 0,01 0,03
flavobacterium 0,15 0,51 3,41 0,66 3,85 3,67
gordonia 0,02 1,90 0,44 0,04 0,98 0,89
halothermothrix 0,00 0,00 0,01 0,01 1,69 0,01
hydrogenophaga 0,04 0,12 0,05 0,70 0,17 0,25
hyphomonas 2,07 0,27 0,55 4,70 0,66 1,13
isosphaera 0,01 0,06 0,34 0,11 0,51 0,39
klebsiella 0,09 7,58 0,04 0,02 0,03 0,02
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Género To.RNoF To.F OH /RNoF NH; /F NHy /RNoF COO /RNoF
lachnoclostridium 0,02 1,11 0,01 0,03 0,26 0,12
leifsonia 0,19 0,02 0,02 1,45 0,02 0,02
marinoscillum 6,36 12,31 3,27 1,35 5,26 0,47
martelella 1,23 0,69 0,18 2,44 0,64 0,74
microbacterium 0,02 0,58 0,50 0,14 0,02 0,39
mycobacterium 0,01 0,09 0,09 0,28 0,33 0,14
opitutus 1,48 0,10 6,20 0,97 0,13 0,40
oscillibacter 0,01 0,67 0,02 0,01 0,08 0,07
oscillospira 0,01 0,60 0,15 0,14 0,58 0,21
Other 2,96 3,10 4,59 3,55 5,07 5,23
pedobacter 1,93 2,65 0,04 1,14 0,10 0,04
phenylobacterium 0,08 0,06 0,18 0,20 0,14 0,08
planctomyces 7,08 0,09 0,12 6,20 0,04 0,05
polyangium 0,03 0,50 0,00 0,02 0,23 0,09
propionibacterium 0,01 0,02 0,69 0,07 0,44 0,04
propionicimonas 0,03 0,16 0,01 0,32 0,06 0,23
prosthecobacter 0,24 3,00 0,02 0,03 0,01 0,06
proteiniborus 0,00 0,00 0,00 0,01 0,04 2,24
pseudoflavonifractor 0,00 0,16 0,39 0,05 0,29 0,24
pseudolabrys 0,21 0,02 0,34 0,10 0,01 0,08
pseudomonas 0,03 0,11 0,26 1,07 0,09 0,03
pseudoxanthobacter 0,01 0,58 1,71 0,03 0,34 0,67
pseudoxanthomonas 0,29 0,02 0,04 1,68 0,25 0,33
psychrobacillus 0,01 0,75 0,00 0,00 0,00 0,00
ralstonia 0,03 0,03 1,55 0,11 1,04 0,75
reyranella 0,29 0,02 0,39 0,08 0,08 0,07
rhizobium 0,07 0,09 1,77 1,35 5,78 4,31
rhodovastum 0,00 0,00 0,19 0,02 0,54 0,40
roseomonas 0,20 0,02 1,04 0,24 0,12 0,47
ruminococcus 5,25 11,72 3,91 14,96 1,82 2,11
runella 0,38 0,75 0,01 0,02 0,00 0,01
sedimentibacter 0,06 0,20 10,22 0,11 0,18 1,52
sphingobacterium 11,05 2,99 0,31 1,06 1,54 0,62
sphingobium 0,01 0,00 0,70 0,14 0,41 0,07
sphingomonas 0,06 0,06 0,21 0,08 0,51 0,08
sphingopyxis 2,27 0,88 3,12 6,79 1,11 2,19
sporomusa 0,12 0,02 0,02 0,28 0,21 0,04
stenotrophomonas 0,01 0,11 0,21 0,44 0,13 0,28
terrimonas 21,68 2,88 0,24 0,14 0,10 0,07
vampirovibrio 0,02 0,99 0,12 0,10 1,46 3,61
verrucomicrobium 13,79 0,42 0,35 1,09 0,17 0,06
xanthomonas 0,10 0,09 0,84 0,08 2,31 2,98

zoogloea 0,33 0,30 0,06 0,03 0,24 0,03
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A.2. Anexo 2. Glosario

= ADN: Sigla de acido desoxirribonucleico, proteina compleja que se encuentra en el
nticleo de las células y constituye el principal constituyente del material genético de los
seres vivos.

» Anodo: Electrodo positivo. Electrodo positivo de una cuba electrolitica al cual se dirigen
los aniones de la disolucion.

= Agua residual: Agua que procede de viviendas, poblaciones o zonas industriales y
arrastra suciedad y detritus.

s Archaea: Clasificacién taxonémica que se le da a un grupo de microorganismos que
tienen la caracteristica de ser procariotas (carentes de nucleo) y encontrarse en ambientes
extremos.

s ATP: Adenosintrifosfato. Enzima rico en energia, compuesto fundamental en los proce-
sos bioquimicos de acoplamiento energético.

= Biomasa: Materia orgénica originada en un proceso biolégico, espontaneo o provocado,
utilizable como fuente de energia.

= Biopelicula: Biofilm, tapiz bacteriano o tapete microbiano es un ecosistema microbiano
organizado, conformado por uno o varios microorganismos adheridos a una superficie viva
o inerte, con caracteristicas funcionales y estructuras complejas.

= Bioprospeccion: Bisqueda sistematica, clasificacion e investigacion de nuevas fuentes
de compuestos quimicos, genes, proteinas, microorganismos y otros productos con valor
econémico actual o potencial, que forman parte de la biodiversidad.

= Biosensores: Dispositivo que utiliza materiales de origen biolégico para detectar y
cuantificar una sustancia.

= Bio-rreactores: Recipiente disenado para que en su interior se produzcan reacciones
quimicas o biologicas.

= Biorremediaciéon: Empleo de microorganismos para la recuperaciéon del medio ambien-
te o para el tratamiento de materiales.

= Catodo: Electrodo negativo. Electrodo negativo de una cuba electrolitica al cual se
dirigen los cationes de la disolucién.

= Cultivos Mixtos: Agrupacion de varios tipos de microorganismos en un medio de
cultivo.

= Demanda bioquimica de oxigeno: Pardmetro que mide la cantidad de oxigeno con-
sumido al degradar la materia orgénica de una muestra liquida. Se expresa en mg.L-1

de O2

s Efecto invernadero: Elevacion de la temperatura de la atmosfera proxima a la corteza
terrestre, por la dificultad de que se disipe la radiacion calorifica, debido a la presencia de
una capa de gases, especialmente didéxido de carbono, procedentes de las combustiones
industriales y otras actividades.
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= Eubacteria: Clasificacion taxonémica que se le da a un grupo de organismos que tienen
la caracteristica de ser procariotas (carentes de nicleo).

» Inbéculo: Microorganismos o sus partes (esporas, fragmentos miceliales, etc.) capaces
de provocar infeccién o simbiosis cuando se transfieren a un huésped. Organismos os o
patogenos transferidos de un ambiente a otro.

= Lodos: Mezcla de microorganismos, materia organica y agua, que puede resultar de
diferentes procesos.

= Lodos activados: Proceso biolégico empleado en el tratamiento de aguas residuales
convencional, que consiste en el desarrollo de un cultivo bacteriano disperso en forma de
floculo en un deposito agitado, aireado y alimentado con el agua residual, que es capaz
de metabolizar como nutrientes los contaminantes biol6gicos presentes en esa agua.

s Lodos anaerdbicos: Mezcla de microorganismos, materia organica y agua, donde pre-
valecen procesos metabdlicos en ausencia de oxigeno atmosférico.

= Metagenoma: Estudio del material genético, el cual es obtenido directamente de mues-
tras ambientales.

= Secuenciacion: Accion y efecto de secuenciar. Obtener la secuencia de nucledtidos que
conforman el ADN de cualquier organismo vivo.

= Sustrato: Lugar que sirve de asiento a una microorganismo, planta o un animal fijo.
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A.3.

AC
ADN
AEC
ATP
ASM
BFN
CCM
CcCP
CE
CEf
COq
COO-
DBO
DBOs
DBO~7
DGGE

NHy "

OTU
PCR
RFN
RNoF
SBR
STARD
TWh

Anexo 3. Abreviaciones

Agar Cetrimide

acido desoxirribonucleico

Agar Enterococcosel

Adenosin Tri Fosfato

Agar Salado Manitol

Bacterias fijadoras de nitrégeno
Celda de Combustible Microbiana
Closed Circuit Potential
Conductividad Eléctrica

Eficiencia Coulombica

Diéxido de carbono

Anodos sometidos a Acido Oxalico
Demanda Bioquimica de Oxigeno
Demanda Bioquimica de Oxigeno al 5to dia
Demanda Bioquimica de Oxigeno al Tto dia
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
Densidad de Potencia

Eficiencia energética

Agar Eosin Methyl Blue

Microbial Fuel Cell

Mega Toneladas

Metros Cubicos

Nitrégeno molecular

Nitrito

Anodos sometidos a Etilendiamina
Nitrato

Ton amonio

Oxigeno Disuelto

Anodos sometidos a Etilenglicol
Operational Taxonomic Units
Polymerase Chain Reaction
Reactor Fijador de Nitrogeno
Reactor No Fijador de Nitrégeno
Sequential Batch Reactor

Sistema de Tratamiento de Agua Residual Doméstica

Tera Watts por Hora

41



	Resumen
	PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
	ANTECEDENTES
	MARCO TEORICO
	Celdas de combustibles microbianas, CCM
	Factores involucrados en la producción de electricidad 
	Electrodos
	Combustible
	Membrana selectiva de protones
	Microorganismos

	Parámetros que se evalúan en CCM
	Aplicaciones de las CCM
	Sensores ambientales
	Obtención de hidrógeno
	Generación de energía
	Tratamiento de agua residual

	Ciclo global del nitrógeno
	Fijación de nitrógeno
	Fijación Biológica de nitrógeno

	Bioprospección

	OBJETIVOS
	Objetivo general
	Objetivos específicos
	Hipótesis

	METODOLOGÍA
	Selección de inóculo
	Montaje y operación de reactores
	Seguimiento del reactor

	Generación de electricidad en Celdas de Combustible Microbianas
	Montaje de la unidad experimental (CCM)
	Seguimiento de la unidad experimental
	Análisis de la información

	Análisis microbiológico
	Pruebas de Cultivabilidad
	Extracción de ADN, PCR y Secuenciación
	Análisis resultados de secuenciación


	RESULTADOS
	Obtención de inóculo fijador de nitrógeno para las Bioceldas
	Diseño experimental y montaje de las CCM
	Análisis Microbiológicos de los ánodos
	Recuentos microbiológicos
	Diversidad de BFN
	Diversidad de Bacterias Generales


	DISCUSIÓN
	Obtención de biomasa para las CCM
	Generación de electricidad en CCM
	Recuentos microbiológicos
	Diversidad de BFN
	Análisis de los resultados de secuenciación

	CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
	Conclusiones
	Recomendaciones
	Agradecimientos


	References
	ANEXOS
	Anexo 1
	Anexo 2. Glosario
	Anexo 3. Abreviaciones


