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Resumen

Las celdas de combustible microbianas de sedimento (CCMS) son sistemas
bioelectroquimicos que generan electricidad a partir de la energia quimica de compuestos
que son utilizados por los microorganismos. El voltaje se genera por la diferencia de
potencial entre un electrodo enterrado en el sedimento y el otro suspendido en el agua.

Algunos investigadores han estudiado la comunidad microbiana presente en las CCMS y
han relacionado la presencia de bacterias sulfato-reductoras con la generacién de
electricidad. Estas bacterias y el ciclo del azufre se han estudiado en ecologia microbiana
con un modelo denominado “columna de Winogradsky”. Este modelo consiste en un cilindro
con sedimento y agua, enriquecido con nutrientes. La columna de Winogradsky puede ser
operada como una CCMS al incorporar un circuito eléctrico y un par de electrodos que
conecte la capa del sedimento con la capa de agua.

En los sistemas con sedimento la comunidad microbiana puede cambiar a partir de la
disponibilidad de nutrientes. La concentracion de sulfato en el sedimento podria modificar
la abundancia de bacterias sulfato-reductoras y mejorar la generacion de voltaje al cambiar
el potencial de &nodo. La razén carbono/sulfato puede modificar la comunidad microbiana
y mejorar la generacion de voltaje en las CCMS.

Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue analizar la generacion de voltaje en la
columna de Winogradsky a partir del crecimiento de diferentes comunidades microbianas
obtenidas al modificar la fuente de carbono y la razén carbono/sulfato del medio de cultivo.

Se realizaron columnas de Winogradsky enriquecidas con sulfato y papel kraft para obtener
el consocio microbiano a partir de sedimento del estuario de Tecolutla, Veracruz. El
consorcio desarrollado se inocul6 en los sistemas para la generacién de voltaje con una
razoén masica carbono/sulfato de 1.14. Las celdas microbianas empleadas consistieron en
recipientes de vidrio cilindrico (46 mm de didmetro y 120 mm de alto) con 2 electrodos de
grafito (uno en la zona inferior y otro en la zona superior) conectados a sensores de voltaje
y a un sistema de adquisicion de datos con placas Arduino.

Se modificé la composicion del medio de cultivo para enriquecer los dispositivos y
determinar su efecto en la generacién de voltaje. Se aplicé un disefio factorial con nueve
tratamientos por triplicado con distinta razon masica carbono/sulfato: 0.04 (T1), 0.14 (T2y
T4), 0.57 (T3, TS5y T7), 2.29 (T6y T8) y 9.16 (T9), se usaron tres fuentes de carbono
(lactato, celulosa y papel) y se registré el voltaje generado durante 45 dias. Se analizaron
los resultados con el modelo de superficie de respuesta y se probaron las condiciones
propuestas por el modelo para incrementar la generacion de voltaje.

Se seleccionaron las condiciones mas contrastantes, en cuanto a la generacion de voltaje,
para analizar la comunidad bacteriana y asociar los grupos de bacterias con las condiciones
de nutrientes. Los tratamientos seleccionados fueron T5 y T6 con lactato (LT5 y LT6) y con
papel (PT5 y PT6). Se hicieron las columnas por quintuplicado y se tomaron muestras de



la zona superior, inferior y mezcla de la columna en el dia 19. Se realiz6 la extraccion de
ADN vy la identificacion de la comunidad bacteriana por secuenciacién masiva (MiniSeq de
lllumina) de la region V3 del gen 16S ARNTr.

También se seleccionaron dos condiciones (LT5 y PT5) para estudiar la cinética y el
gradiente de condiciones en la columna de Winogradsky en un periodo de 31 dias. En estas
celdas se midieron parametros fisicoquimicos y se determiné la concentracién de sulfatos,
sulfuros, azufre, carbohidratos totales, clorofila y biomasa.

Se logré obtener un consorcio microbiano en la columna de Winogradsky que se usé para
inocular los dispositivos para la generacion de voltaje. En la primera condiciébn con una
razén masica carbono/sulfato de 1.14 se gener6 un voltaje variable que alcanzé valores
cercanos a los 200 mV.

Se obtuvieron diferentes voltajes al cambiar la fuente de carbono y la razén masica
carbono/sulfato en los 9 tratamientos del disefio factorial. Al utilizar el lactato se registraron
algunos picos de produccién de voltaje, con un valor maximo de 286 mV; sin embargo, la
generacién de voltaje en el tiempo fue poco constante y no se observé un patron al modificar
la razén carbono/sulfato en los diferentes tratamientos. En contraste, al utilizar celulosa o
papel como sustrato, se observé un efecto de la razén carbono/sulfato en la generacion de
voltaje. En el tratamiento T9 la generacién de voltaje se inhibid casi por completo. En los
tratamientos T1 y T7, se registré un voltaje estable cercano a los 140 mV por varios dias.
En el tratamiento T5 se generd un voltaje variable entre los 200 y 300 mV durante 40 dias
al usar celulosa y hasta 380 mV al usar papel.

El analisis de los resultados del disefio factorial se realiz6 con el modelo de superficie de
respuesta. La grafica de efecto de los factores mostré que el voltaje disminuye al
incrementar la concentracion de carbono (en forma de celulosa o papel) y el voltaje aumenta
al incrementar la concentracion de sulfato. Al probar las condiciones calculadas por el
modelo de superficie de respuesta se obtuvo un incremento en la generacion de voltaje que
alcanz6 400 mV con celulosa y un maximo de 600 mV con papel.

Se compar6é la comunidad bacteriana donde se favorecié la generacion de voltaje
(tratamiento PT5) con el resto de los tratamientos (LT5, LT6 y PT6) en los que el voltaje fue
menor. En los tratamientos LT5, LT6 y PT6 se presentaron géneros anaerobios en la zona
inferior y superior de la columna. En LT6 los géneros mas abundantes fueron
Desulfomicrobium y Clostridium. En LT5, se presentaron ademas otros géneros como
Chlorobaculum, Proteiniclasticum, Pelobacter, Mangroviflexus y Acidaminobacter. En PT6,
Chlorobaculum fue abundante en la zona superior. En cambio, en el tratamiento PT5
(condicién con mayor generacion de voltaje), se presentaron bacterias anaerobias en la
zona inferior, y en la zona superior se presentaron bacterias facultativas (Draconibacterium,
Novosphingobium y Muricauda) y bacterias aerobias (Kordiimonas, Loktanella,
Luteolibacter y diatomeas).



La cinética microbiana en las columnas de sedimento permiti6 conocer el gradiente de
condiciones de los tratamientos LT5 (con baja generacion de voltaje) y PT5 (con mayor
produccion de voltaje). Las concentraciones del sulfato disminuyeron en la zona inferior y
superior de ambos tratamientos por la actividad de las bacterias sulfato-reductoras. En el
tratamiento LT5 se obtuvieron condiciones reductoras (potencial redox negativo,
condiciones anaerobias y alta concentracion de sulfuros) a lo largo de toda la columna. En
contraste, en el tratamiento PT5 se encontraron condiciones reductoras en la zona inferior
y oxidantes en la zona superior. El cambio en el potencial redox implicé un cambio en el
potencial de los electrodos, lo que permitié la generacion de voltaje en el tratamiento PT5.

El uso de una fuente de carbono diferente y distinta razén mésica carbono/sulfato en la
columna de Winogradsky equipada con un circuito eléctrico generé una comunidad
bacteriana diferente y un cambio en la generacién de voltaje. El sulfato favorecié el
desarrollo de bacterias sulfato-reductoras asociadas a una condicion anaerobia en la zona
inferior y la celulosa (una fuente de carbono de lenta degradacion) permitié el desarrollo de
una comunidad aerobia en la zona superior. A partir de los resultados obtenidos en esta
investigacion es posible proponer un enriguecimiento adecuado para incrementar la
generacién de electricidad en las CCMS.



Abstract

Sediment microbial fuel cells (SMFC) are bioelectrochemical systems that generate
electricity from the chemical energy of compounds that are used by microorganisms. The
voltage is generated by the potential difference between an electrode buried in the sediment
and the other suspended in the water.

Some researchers have studied the microbial community present in the SMFC and have
related the presence of sulfate-reducing bacteria with the power generation. These bacteria
and the sulfur cycle have been studied in microbial ecology through a model called
"Winogradsky column”. This model consists of a cylinder with sediment and nutrient-
enriched water. The Winogradsky column can be operated as a SMFC by incorporating an
electrical circuit and a pair of electrodes that connect the sediment layer with the water layer.

In systems with sediment, the microbial community can change based on the availability of
nutrients. Sulfate concentration in the sediment could modify the abundance of sulfate-
reducing bacteria and improve voltage generation by changing the anode potential. The
carbon/sulfate ratio can modify the microbial community and improve voltage generation in
SMFC.

Therefore, the objective of this research was to analyze the voltage generation in the
Winogradsky column from the growth of different microbial communities obtained by
modifying the carbon source and the carbon/sulfate ratio of the culture medium.

Winogradsky columns enriched with sulfate and kraft paper were prepared to obtain the
microbial consortium from the Tecolutla estuary sediment, in Veracruz. The developed
consortium was inoculated in the systems for voltage generation with a carbon/sulfate mass
ratio of 1.14. The microbial cells used consisted of cylindrical glass containers (46 mm in
diameter and 120 mm high) with 2 graphite electrodes (one in the lower zone and the other
in the upper zone) connected to voltage sensors and a data acquisition system with Arduino
boards.

The composition of the culture medium was modified to enrich the devices and determine
their effect on voltage generation. A factorial design was applied with nine treatments in
triplicate with different carbon/sulfate mass ratios: 0.04 (T1), 0.14 (T2 and T4), 0.57 (T3, T5
and T7),2.29 (T6 and T8) and 9.16 (T9). Three carbon sources (lactate, cellulose and paper)
were used and the generated voltage was recorded for 45 days. The results were analyzed
with the response surface model and the conditions proposed by the model to increase the
voltage generation were tested.

The most contrasting conditions, in terms of voltage generation, were selected to analyze
the bacterial community and associate the groups of bacteria with the nutrient conditions.
The selected treatments were T5 and T6 with lactate (LT5 and LT6) and with paper (PT5
and PT6). Columns were made in quintuplicate and samples were taken from the top, bottom
and mix of the column on day 19. DNA extraction and identification of the bacterial



community was performed by massive sequencing (lllumina MiniSeq) V3 region of the 16S
rRNA gene.

Two conditions (LT5 and PT5) were also selected to study the kinetics and the gradient of
conditions in the Winogradsky column over a period of 31 days. Physicochemical
parameters were measured in these cells and the concentration of sulfates, sulfides, sulfur,
total carbohydrates, chlorophyll and biomass were determined.

A microbial consortium was obtained on the Winogradsky column that was used to inoculate
the devices for voltage generation. In the first condition with a carbon/sulfate mass ratio of
1.14, a variable voltage was generated that reached values close to 200 mV.

Different voltages were obtained by changing the carbon source and carbon/sulfate mass
ratio in the 9 factorial design treatments. With lactate, some peaks of voltage production
were recorded, with a maximum value of 286 mV; however, the voltage generation over time
was not very constant and no pattern was observed when modifying the carbon/sulfate ratio
in the different treatments. In contrast, when using cellulose or paper as substrate, an effect
of the carbon/sulfate ratio on voltage generation was observed. In the T9 treatment the
voltage generation was almost completely inhibited. In treatments T1 and T7, a stable
voltage close to 140 mV was recorded for several days. In the T5 treatment, a variable
voltage between 200 and 300 mV was generated for 40 days when using cellulose and up
to 380 mV when using paper.

The analysis of the results of the factorial design was carried out with the response surface
model. The graph of the effect of the factors showed that the voltage decreases with
increasing concentration of carbon (cellulose or paper) and the voltage increases with
increasing concentration of sulfate. When testing the conditions calculated by the response
surface model, an increase in voltage generation was obtained, reaching 400 mV with
cellulose and a maximum of 600 mV with paper.

The bacterial community where voltage generation was favored (PT5 treatment) was
compared with the rest of the treatments (LT5, LT6 and PT6) in which the voltage was lower.
Inthe LT5, LT6 and PT6 treatments, anaerobic genera were present in the lower and upper
zones of the column. In LT6 the most abundant genera were Desulfomicrobium and
Clostridium. In LT5, other genera such as Chlorobaculum, Proteiniclasticum, Pelobacter,
Mangroviflexus and Acidaminobacter were also present. In PT6, Chlorobaculum was
abundant in the upper zone. In contrast, in the PT5 treatment (condition with higher voltage
generation), anaerobic bacteria were present in the lower zone, and facultative bacteria
(Draconibacterium, Novosphingobium and Muricauda) and aerobic bacteria (Kordiimonas,
Loktanella, Luteolibacter and diatoms) were present in the upper zone.

The microbial kinetics in the sediment columns allowed knowing the gradient of conditions
of the LT5 (with low voltage generation) and PT5 (with higher voltage production) treatments.
Sulfate concentrations decreased in the lower and upper zones of both treatments due to
the activity of sulfate-reducing bacteria. In the LT5 treatment, reducing conditions were



obtained (negative redox potential, anaerobic conditions and high concentration of sulfides)
throughout the entire column. In contrast, in the PT5 treatment, reducing conditions were
found in the lower zone and oxidizing conditions in the upper zone. The change in the redox
potential implied a change in the potential of the electrodes, which allowed the generation
of voltage in the PT5 treatment.

The use of a different carbon source and a different carbon/sulfate mass ratio in
Winogradsky column equipped with an electrical circuit generated a different bacterial
community and a change in voltage generation. Sulfate favored the development of sulfate-
reducing bacteria associated with an anaerobic condition in the lower zone and cellulose (a
slow-degrading carbon source) allowed the development of an aerobic community in the
upper zone. Based on the results obtained in this research, it is possible to propose a
suitable enrichment to increase the generation of electrical energy in SMFC.



INTRODUCCION

Los combustibles fésiles se han utilizado para generar la electricidad que impulsa la
industrializacion y el crecimiento econémico de los paises, pero no pueden sostener
indefinidamente la economia mundial [1,2]. El uso de estos combustibles genera gases de
efecto invernadero que contribuyen al problema del calentamiento global [2,3]. Ademas, es
un recurso energético no renovable y su agotamiento amenaza el uso de esta fuente de
energia en el futuro [2]. Por lo anterior, existe un gran interés en el empleo de las energias
renovables a nivel mundial, como respuesta a la creciente demanda de energia y a la
necesidad de cumplir con la proteccién al ambiente y contribuir con la mitigacién del
calentamiento global [4].

Actualmente se buscan nuevas alternativas para obtener combustibles renovables a partir
de organismos. La biomasa es una fuente de energia que proviene de materia organica
reciente que puede ser quemada o transformada en biocombustible, es decir, un
combustible liquido o gaseoso. El biodiesel es un combustible que proviene de aceites
vegetales o grasas animales. Estos combustibles renovables se pueden obtener a partir de
residuos de agricultura y desechos generados por actividades humanas. La combustién de
estos materiales renovables también involucra liberacion de gases de efecto invernadero.
Sin embargo, el dioxido de carbono liberado de la biomasa es parte del ciclo global del
carbono y este gas sera nuevamente secuestrado por los organismos autétrofos para
generar biomasa [4]. Ademas, se han desarrollado otras tecnologias para generar
electricidad como las celdas de combustible microbianas [2].

Las celdas de combustible microbianas (CCM) son sistemas bioelectroquimicos que
representan un nuevo enfoque para generar electricidad a partir de la energia quimica de
compuestos (combustible) que son utilizados por los microorganismos [1,3]. Se han
utilizado diferentes sustratos [5] y se han propuesto diferentes disefios [3] para incrementar
la eficiencia y la generacion de electricidad en estos sistemas. Existen variantes de las
CCM, estas incluyen aquellos dispositivos que tienen plantas [6,7] y las que tienen
sedimento [8,9].

Las celdas de combustible microbianas de sedimento (CCMS) son dispositivos que
permiten la generacion de bioelectricidad por la diferencia de potencial entre un electrodo
enterrado en el sedimento y el otro electrodo suspendido en el agua [8,10]. En estos
dispositivos las bacterias degradan los compuestos quimicos y liberan electrones y
protones. Después, se produce una transferencia de carga al anodo y los electrones viajan
desde el anodo hasta el catodo a través de un circuito externo [9,11]. La generacion de
electricidad en estos dispositivos se puede prolongar por varios dias [10,12]; se ha llegado
a registrar un voltaje entre 200 a 350 mV hasta por 100 dias [10].

Se han propuesto algunas estrategias para incrementar la generacion de electricidad en
estos dispositivos. La zona catddica con exposiciéon a la luz favorece la actividad



fotosintética de algas y microalgas, lo que incrementa la oxigenacion. El oxigeno es el
aceptor final de electrones en el sistema y se genera un mayor voltaje [13—15]. También se
han probado diferentes concentraciones de materia organica [10], diferentes
concentraciones de celulosa, para mejorar el rendimiento de voltaje [9,11] y se han utilizado
otros sustratos como el acetato [16].

Hay estudios sobre la comunidad microbiana presente en las celdas de combustible
microbianas de sedimento y se ha relacionado la presencia de bacterias sulfato-reductoras
con la generacion de eléctricidad [10,17]. Las bacterias sulfato-reductoras y el ciclo del
azufre se han estudiado en ecologia microbiana a través de un modelo denominado
“columna de Winogradsky” [18,19].

Este modelo consiste en un cilindro con sedimento y agua enriquecido con nutrientes [18—
21]. La columna de Winogradsky puede ser operada como una celda de combustible
microbiana de sedimento para la generacion de electricidad. Esto se logra al incorporar un
circuito eléctrico que conecte la capa mas profunda (sedimento) con la capa superficial
(agua) para medir la diferencia de potencial generada en el sistema [22]. El potencial
generado en las celdas de combustible microbianas de sedimento se puede modificar en
funcion de los nutrientes que, a su vez, cambian la composicion de la comunidad microbiana
[23].

La materia orgénica presente en el sedimento puede ser degradada por diferentes grupos
de bacterias que se desarrollaran en funcién de los nutrientes disponibles. En presencia de
sulfato las bacterias sulfato-reductoras seran abundantes y realizaran la degradacion; por
el contrario, en ausencia de este nutriente, se desarrollaran bacterias acetogénicas y
metanogénicas [24]. En el caso de un reactor anaerobio, los grupos de bacterias se
modifican en funcion de la razon lactato/sulfato. En estos reactores, una alta concentracion
de sulfato, respecto al lactato, induce el crecimiento de bacterias sulfato-reductoras y por lo
tanto la sulfurogénesis, mientras que si se utiliza una alta concentracion de lactato, respecto
al sulfato, se favorece la presencia de bacterias acetogénicas y metanogénicas [25].

En la columna de Winogradsky los ciclos del carbono y del azufre ocurren simultdneamente
a través de comunidades microbianas que utilizan celulosa y sulfato [18,19]. La
concentracion de sulfato en el sedimento podria modificar la abundancia de bacterias
sulfato-reductoras y con ello mejorar la generacién de voltaje al cambiar el potencial de
anodo [26].

Aunque se ha estudiado el efecto de la razén carbono/sulfato en el desarrollo de una
comunidad microbiana en reactores anaerobios, aun no se ha probado el efecto que puede
tener la proporcion de celulosa y sulfato en la generacién de voltaje en las celdas de
combustible microbianas de sedimento. El uso de distintas fuentes de carbono y su relacion
con el sulfato puede modificar el desarrollo de diferentes comunidades microbianas,
cambiar el potencial de los electrodos y esto repercutir en la generacion de voltaje.



1. ANTECEDENTES

Las bases para desarrollar este trabajo se encuentran en distintas disciplinas como la
electroquimica que ha empleado dispositivos bioelectroquimicos para transformar la
energia quimica en energia eléctrica en las denominadas celdas de combustible
microbianas [27] y la ecologia microbiana que ha estudiado a las comunidades microbianas
y el ciclo del azufre en la columna de Winogradsky [18,19].

1.1 Sistemas bioelectroquimicos

Los sistemas bioelectroquimicos son dispositivos en los cuales intervienen
microorganismos para llevar a cabo reacciones quimicas en los electrodos (anodo y/o
catodo) colocados en el sistema (Fig. 1.1). Cuando la energia libre de Gibbs de la reaccién
es positiva es necesario aplicar energia eléctrica para que la reaccion quimica se lleve a
cabo, con la finalidad de obtener algun producto (como hidrégeno) y a esta se le llama celda
de electrolisis microbiana. En cambio, cuando la energia libre de Gibbs es negativa, la
fuerza electromotriz es positiva, lo que implica la generacion de electricidad a partir de
compuestos quimicos y a esta se le denomina celda de combustible microbiana [27].

1.2 Celdas de combustible microbianas

Las celdas de combustible microbianas (CCM) tipicas (Fig. 1.2) estdn compuestas por dos
camaras: la primera, anaerébica que cuenta con un electrodo (anodo) que recibe la
transferencia de carga de los electrones, y la segunda, aerébica donde se encuentra el
catodo y se lleva a cabo la reduccién del oxigeno [1]. Este sistema permite obtener energia
eléctrica proveniente de la transformacién de energia quimica presente en los compuestos
organicos a través del metabolismo de los microorganismos. La transferencia de carga
(electrones) se realiza desde el compuesto quimico al anodo, y viaja hasta el catodo a
través de un circuito eléctrico y los protones se difunden de la camara anddica al catodo,
generando una corriente eléctrica [28]. EI mecanismo de transferencia de carga puede
llevarse a cabo de forma directa o indirecta (Fig. 1.3) [27,29-31].

Se ha propuesto que algunas bacterias pueden transferir electrones fuera de la célula al
anodo de forma directa; estas bacterias reciben el nombre de bacterias exoelectrégenas
[1]. Estas bacterias pueden realizar la transferencia de carga a través de proteinas de
membrana involucradas en el transporte de electrones (citocromo c) que podrian
transportar los electrones directamente desde la célula hasta el electrodo (Fig. 1.3 A)
[1,27,29,31]. También, se ha reportado la presencia de nanocables (pili conductivo) que son
proyecciones que se extienden decenas de micras fuera de la célula y tiene la capacidad
de conducir electricidad al electrodo (Fig. 1.3 B) [1,27,31]. Ademas, se ha investigado a
bacterias filamentosas, de la familia Desulfobulbaceae, que al estar unidas forman un cable



de pocos centimetros y que tiene la capacidad de conducir electrones y podrian transferirlos
al electrodo [32,33]. Los microorganismos que pueden donar electrones a un electrodo o
aceptar electrones del electrodo reciben el nombre de microorganismos electroactivos [27].

La transferencia de carga al electrodo de forma indirecta es a través de compuestos
guimicos organicos o inorganicos presentes de forma natural o producto del metabolismo
microbiano, como quinonas, fenazinas, fenoxacinas, sulfuro, entre otros [27,29-31]. Estos
compuestos son especies redox mediadoras que actian como un aceptor de electrones
reversible y transfirieren electrones de la bacteria al &nodo (Fig. 1.3 C); por lo tanto, una
molécula puede servir para miles de ciclos redox [31].

a) Celda de electrolisis microbiana b) Celda de combustible microbiana
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Figura 1.1. Estructura general de los sistemas bioelectroquimicos: a) Celda de electrdlisis
microbiana (MEC) y b) Celda de combustible microbiana (CCM). En la MEC se genera un producto
a partir de los nutrientes y la aplicacion de energia eléctrica. En la CCM se genera energia eléctrica

a partir de los nutrientes (combustible). Modificado de Rozendal et al. [27].
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Figura 1.2. Celda de combustible microbiana (CCM) y sus elementos: camara anédica
(anaerébica) con su electrodo (anodo), camara catédica (aerébica) con su electrodo (catodo),
membrana, oxigenacion (natural o artificial) y multimetro. Modificado de Logan [1].
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Figura 1.3. Mecanismo de transferencia de carga al &nodo de forma directa: A) por medio del
citocromo, B) por medio de nanocable; y de forma indirecta: C) a través de mediadores redox.
Modificado de Schroder [31].
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El voltaje generado en las celdas de combustible microbianas es dificil de predecir porque
existen procesos biolégicos de las bacterias que son variables como la colonizacion del
electrodo, distinta velocidad de crecimiento y la generacion de diferentes potenciales en
funcion de los nutrientes disponibles. Sin embargo, es posible calcular los limites maximos
de voltaje analizando las relaciones termodinAmicas de los donadores de electrones
(sustratos) y los aceptores de electrones [1].

La ecuacion de Nernst (ecuacién 1.1) permite calcular el potencial considerando los
reactivos y productos del proceso redox (6xido-reduccion),

RT ; [productos]P

Eems = E° — (ec. 1.1)

nF [reactivos]”

donde: E° es el potencial de la reaccion redox, R la constante de gases (8.31447 J/molK),
T es temperatura absoluta (K), n es el nUmero de electrones, F es la constante de Faraday
(96,485 C/mol), y el cociente de las actividades de los productos divididas por los reactivos
elevados a sus respectivos coeficientes estequiométricos [1,34].

El potencial total de la celda (Eemr) €s la diferencia de los potenciales del catodo (E°catodo) Y
el anodo (E°snodo) (€CUACiON 1.2):

o o

Eemf = Ecétodo - Eénodo (ec. 1.2)

Se han disefiado distintas celdas de combustible microbianas modificando la configuracion
de la celda y la geometria. Una modificacién importante de estos dispositivos consiste en
que el catodo esté expuesto al aire obteniendo asi una celda con una camara [3]. También
se han probado diferentes materiales para los electrodos, tamafio de electrodos y la
proporcion anodo y catodo [1,29]. Se ha analizado el efecto del uso de membrana para el
paso de protones. Se han utilizado cultivos puros de distintos microorganismos y consorcios
microbianos [35]. Se han probado diferentes sustratos, desde los mas simples como
acetato, alcoholes, monosacaridos, hasta los mas complejos que incluyen celulosa y
lixiviados [5]. La modificacién de estas caracteristicas ha dado como resultado la propuesta
de diversos dispositivos, con distintas eficiencias en la generacion de electricidad en las
celdas microbianas.

Una variante de las celdas de combustible microbianas son las celdas de combustible
microbianas de sedimento (CCMS). Estas tienen sedimento con agua intersticial en la zona
inferior y agua en la zona superior. Generalmente son celdas cilindricas con el anodo
enterrado en el sedimento y el catodo sumergido en el agua (Fig. 1.4) [8,10]. Si se incorpora
un circuito eléctrico con dos electrodos en la columna de Winogradsky se obtiene una celda
de combustible microbiana de sedimento. Este circuito permite medir la diferencia de
potencial generado entre las capas mas profundas y superficiales del sistema [22].
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Figura 1.4. Celda de combustible microbiana de sedimento. El &nodo se encuentra enterrado en el
sedimento y el catodo sumergido en el agua conectados por un circuito externo para el paso de
electrones. Modificado de Zhu et al. [8].

En este tipo de celdas la generacién de electricidad se puede prolongar por varios dias,
semanas e incluso meses [10,12]. Se ha registrado un voltaje entre 200 a 350 mV durante
100 dias dependiente de la carga de materia orgénica en el sedimento y de la comunidad
microbiana [10]. Algunas celdas de combustible microbianas de sedimento (CCMS)
requieren de luz y la generacion de electricidad depende de este factor cuando la
comunidad del catodo es fototréfica como es el caso de las microalgas y cianobacterias, o
cuando tienen algas en lugar de un sistema de aireacion [13,15].

En las celdas de combustible microbianas de sedimento se ha utilizado la celulosa como
donador de electrones [9]. Con este sustrato se han obtenido resultados muy contrastantes;
Zhu et al. [8] reportaron una generacion de un voltaje menor a 45 mV en una celda operada
durante 350 dias. En cambio, Sajana et al. [11] registraron hasta 975 mV en una celda
monitoreada por 45 dias. La degradacion de la celulosa es un proceso complejo realizado
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por la enzima celulasa (que tiene tres componentes: exoglucanasas, endoglucanasas y
celobiasa). Esta genera productos tales como: acetato, propionato, butirato que son
utilizados por los microorganismos hasta su degradacion completa [11]. Por lo anterior, la
degradacién de la celulosa es relativamente lenta, lo que permite que la produccion de
electricidad se prolongue por varios dias [8]. También se ha utilizado al acetato como
donador de electrones en una celda de combustible microbiana de sedimento que ha
generado un voltaje maximo de 300 mV [16].

Existe ademas otra variante de las celdas que aprovecha las condiciones presentes en
ambientes naturales. Estas celdas reciben el nombre de celdas de combustible microbianas
bénticas (CCMB) [36]. En ellas se genera un gradiente de condiciones entre el sedimento
del fondo marino y el agua, similar al que se forma en las celdas de combustible microbianas
de sedimento [36,37]. Se ha propuesto utilizar estas celdas bénticas (CCMB) instaladas en
los sedimentos naturales para proporcionar energia a sensores y dispositivos que permitan
realizar un monitoreo ambiental en sitios remotos [38].

A pesar de que se han probado distintos sustratos y condiciones, aun se desconoce el
efecto de muchos factores en la generacién de bioelectricidad. Pocos trabajos han realizado
una optimizacion de factores para incrementar la generacion de voltaje de forma estadistica.
En una celda de combustible microbiana se evalué el efecto de los factores y se modifico
la composicion del medio de cultivo al cambiar la concentracion de glucosa, cloruro de
potasio y bicarbonato de sodio. A través del método de superficie de respuesta se logré un
incremento de voltaje de 684 mV a 738 mV al utilizar 8.5 g/L de glucosa, 0.8 g/L de KCl y
0.2 g/L NaHCO3 [39]. Ademas, se increment0 la generacion de voltaje en un 17 % (hasta
861 mV) al cambiar las condiciones de operacién que incluyeron la temperatura, el pHy la
concentracion de sal en el electrolito entre el &nodo y el catodo de la celda [40]. De esta
manera, se ha demostrado que la manipulacién de los factores involucrados en las celdas
microbianas pueden tener influencia en la generacion de electricidad.

1.3 Comunidades bacterianas en celdas de combustible microbianas

Se ha estudiado la comunidad de microorganismos en distintos sistemas, asi como la
modificacion de su composicién a partir del cambio de nutrientes y materiales con los que
se construyen los dispositivos. Estos sistemas incluyen las celdas de combustible
microbianas y las celdas de combustible microbianas de sedimento.

En las celdas de combustible microbianas, la comunidad microbiana se ha modificado a
partir de la fuente de carbono [41,42]. Al utilizar lactato y glucosa como fuente de carbono
se desarrollaron los phyla Proteobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes en diferentes
porcentajes y se presentaron otros grupos segun la fuente utilizada. La clase
Betaproteobacteria fue mas abundante con glucosa, mientras que las clases
Gammaproteobacteria y Epsilonproteobacteria fueron mas abundantes con lactato. Con
ambas fuentes de carbono se desarrollo la clase Deltaproteobacteria, a la que pertenecen
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las bacterias reductoras del sulfato, las cuales contribuyen con la generacion de electricidad
[41]. El uso de glucosa, acetato y el liquido del lodo anaerobio de una planta de tratamiento
de aguas residuales, promovieron el desarrollo de diferentes comunidades bacterianas con
algunos géneros con actividad electroquimica como Geobacter, Clostridium vy
Pseudomonas [42].

La comunidad bacteriana proveniente de muestras de sedimento ambiental puede
modificarse en funcion del material del anodo en la celda de combustible microbiana de
sedimento. Al utilizar grafito como electrodo el phylum dominante registrado fue
Proteobacteria (86 %) y al utilizar magnesio como anodo, los phyla dominantes fueron
Proteobacteria (56 %) y Firmicutes (35 %). La comunidad fue mas diversa al utilizar
magnesio, con los grupos Deltaproteobacteria (35%), Bacilli (19%), Clostridia (15 %) vy
Gammaproteobacteria (11 %). Con este tipo de electrodo y esta comunidad se registraron
voltajes entre 1.8 a 2.3 V, mientras que con grafito el voltaje registrado fue de 0.6 a 0.8 V
[17].

Un grupo de principal interés son las comunidades de bacterias con metabolismo
relacionado al azufre. Estas bacterias desempefian funciones importantes en el ciclo
biogeoquimico del azufre y han sido usadas para la generacion de voltaje en celdas de
combustible microbianas [30]. Las bacterias sulfato-reductoras reducen el sulfato a sulfuro,
este Ultimo es un mediador redox eficiente para el &nodo porque puede donar electrones
[43] y es capaz de cambiar el potencial anddico [26,41]. En celdas de combustible
microbianas de sedimento también se ha estudiado la composicién de la comunidad
bacteriana del anodo y se ha relacionado el incremento de la generacion de electricidad
con el aumento de las bacterias sulfato-reductoras [10]. Ademas se ha reportado la
presencia de la familia Desulfobulbaceae en la superficie del anodo y altas concentraciones
de sulfuro en celdas de combustible microbianas de sedimento con generacion de
electricidad [44]. En este tipo de celdas, también se presentd el mayor porcentaje de
Deltaproteobacteria (76%) y un alto porcentaje de bacterias reductoras de sulfato, azufre y
hierro [6].

Algunos grupos de bacterias presentes en las celdas de combustible microbianas y que son
responsables de la generacidon de electricidad también se pueden encontrar en las
columnas de Winogradsky. Anteriormente se mencioné que la columna de Winogradsky
puede ser operada como un sistema bioelectroquimico al incorporar electrodos y un circuito
eléctrico.
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1.4 Columna de Winogradsky

La columna de Winogradsky fue desarrollada por el microbi6logo ruso Sergei Winogradsky
(1856-1953), considerado fundador de la microbiologia moderna y de la ecologia
microbiana [18,19]. La columna de Winogradsky constituye un modelo para el estudio de
las comunidades microbianas y el ciclo del azufre. Este sistema consiste en un recipiente
cilindrico cerrado con sedimento y agua expuesto a la luz y enriquecido con nutrientes.
Generalmente el enriquecimiento consiste en una fuente de sulfato (sulfato de magnesio o
sulfato de calcio), una fuente de celulosa (papel o restos vegetales) y una fuente de carbono
inorganico (carbonato de calcio o bicarbonato de sodio). Estos compuestos se agregan de
0.7 a 3.5 % con respecto al peso del sedimento y la columna se incuba por varios dias con
luz [18,19,21]. En este sistema se favorece el desarrollo de diferentes comunidades
microbianas, incluyendo los microorganismos fototréficos y con el tiempo se genera un
gradiente vertical de condiciones que incluyen la concentracion de oxigeno, sulfuro de
hidrégeno, pH y potencial redox (Fig. 1.5).

Columna de Winogradsk 4 N\ [~z N\ 7 ~N
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Figura 1.5. Columna de Winogradsky. El esquema muestra el gradiente de condiciones que se
generan (concentracion de oxigeno, acido sulfhidrico y potencial redox), los grupos de
microorganismos y su metabolismo. Modificado de Rogan et al. [18].
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En el sedimento de la columna se generan condiciones anaerobias que favorecen la
presencia de bacterias hidroliticas, fermentativas, acetogénicas, metanogénicas, sulfato-
reductoras y fototréficas del azufre [19]; considerando la presencia de estos grupos de
bacterias en la columna de Winogradsky se pueden presentar diversas reacciones
metabdlicas como las que se presentan en la Tabla 1.1. Algunas bacterias del género
Clostridium son capaces de hidrolizar la celulosa a través de enzimas celulasas que
generan carbohidratos (Tabla 1.1; ec. 1). A partir de los carbohidratos se generan otros
compuestos mas simples como resultado de la fermentacidn alcohdlica, lactica y propidnica
(Tabla 1.1; ec. 2, 3y 4, respectivamente) y la acetogénesis (Tabla 1.1; ec. 5) [11,45,46].
Las bacterias metanogénicas forman metano a partir de dos rutas. En la acetoclastica usan
el acetato como fuente de carbono (Tabla 1.1; ec. 6) y en la hidrogenotréfica utilizan
hidrégeno y diéxido de carbono (Tabla 1.1; ec. 7) [45]. Las bacterias sulfato-reductoras
reducen el sulfato (SO42) a sulfuro (S?) (Tabla 1.1; ec. 8, 9 y 10), lo que oscurece el
sedimento y se presenta una acumulacion de sulfuro de hidrégeno. Este compuesto sube
en la columna y es oxidado a azufre o hasta sulfato por bacterias fototréficas verdes y
purpuras del azufre (Tabla 1.1; ec. 11 y 12) [19]. La coloracién del sedimento se modifica
en funcion de los pigmentos resultantes del crecimiento abundante de estos grupos de
microorganismos. Arriba de esta zona, se encuentran condiciones microaerobias con
microorganismos facultativos. En la capa superior, predomina una zona aerobia con
bacterias oxidantes del azufre como Thiobacillus (Tabla 1.1; ec. 13), bacterias heterotroficas
gue realizan respiracion aerdbica (Tabla 1.1; ec. 14) y microorganismos que realizan
fotosintesis oxigénica, como micoalgas y cianobacterias (Tabla 1.1; ec. 15) [18-20].

La riqueza de especies en una columna de Winogradsky es muy grande. Existe una alta
diversidad que puede estar representada por 12 a 30 phylay 102 a 323 géneros [19], incluso
se han registrado hasta 64 phyla y 822 géneros [47]. Debido al gradiente de condiciones es
posible identificar microorganismos de comunidades que son utilizados como
bioindicadores en funcidn de la profundidad de la columna [19,20].

La clase Alphaproteobacteria es abundante en la zona superior de la columna y decrece su
abundancia al incrementar la profundidad [19]. ElI orden Sphingomonadales (clase:
Alphaproteobacteria) es abundante en el agua de la zona superior de la columna [20]. Las
clases Betaproteobacteria y Deltaproteobacteria son abundantes en la zona superior pero
también se encuentran en zonas mas profundas. El phylum Cyanobacteria es otro
bioindicador de la zona superior de la columna [19], junto con otros microorganismos
fototréficos como diatomeas (Naviculales), algas verdes (Oscillatoriales) y algas cafés
(Fucales), aunque estas también se han encontrado en la zona intermedia de la columna
[20].
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Tabla 1.1. Ecuaciones de reaccion de la diversidad metabdlica presente en la columna de

Winogradsky.
Proceso Ecuacion de reaccion Ezm
Hidrdlisis (C¢H1206) + H,0 = CoH 3,06 + (C¢H1206) -1 1
C¢H1,04 » 2 CH3;CH,0H + 2 CO, 2
Fermentacién C¢H,,06 - 2 CH;CH(OH)COOH 3
3 C4H 204 » 4 CH;CH,COOH + 2 CH;COOH +2C0,+2H,0 4
Acetogénesis 2C0,+4H, » CH;COOH + 2 H,0 5
Metanogénesis CH;CO00~ + HY > CH,+ CO, 6
4H,+ CO, - CH,+ H,0 7
2 CH;CH(OH)CO0O~™ +350~ - 6 HCO; +3HS™ + H* 8
Sulfato-reduccién CH3;C00™ + S0~ +3HY > 2C0, + H,S + 2 H,0 9
4H,+ S0 +H* > HS™ +4H,0 10
Fotourgficas del 12 HyS + 6 CO, + luz — CgHyp0g + 1259 + 6 H,0 11

azufre (fotosintesis
anoxigénica)
Oxidantes del

3H,S+ 6C0, + 6 Hy0 + luz > CgHy,04 +3S02™ + 6 HY 12

0
azufre 2H,S+ 0,—- 2S° +2H,0 13
Respiracion

aerébica CeH1206 +6 0, » 6 CO, + 6 H,0 14
Fototréficas

(fotosintesis 6 Hy0 + 6 CO, + luz > CgHy204 + 6 0, 15
oxigénica)

Las ecuaciones de reaccion se tomaron y modificaron de diversas referencias [24,25,45,48] tomando en cuenta
los grupos de bacterias presentes en la columna de Winogradsky [19,20].

La clase Clostridia y orden Clostridiales son los grupos dominantes del phylum Firmicutes
y son bioindicadores de zonas mas profundas, su abundancia incrementa con la
profundidad. Algunas bacterias participan en el ciclo del azufre y su presencia en la columna
de Winogradsky indica que se esta llevando a cabo este ciclo, tales como la familia
Peptococcaceae del phylum Firmicutes, que son reductores del azufre. Las familias
Desulfobulbaceae, Desulfomicrobiaceae, Desulfovibrionaceae y Desulfobacteraceae de la
clase Deltaproteobacteria son bacterias reductoras del sulfato. Las bacterias fototroficas del
azufre de las familias Chlorobiaceae, Ignavibacteriaceae y Sinobacteraceae oxidan el
sulfato y el azufre [19]. Las bacterias sulfato-reductoras y fototréficas del azufre también
son consideradas como bioindicadores de zonas medias e inferiores de la columna por su
metabolismo anaerobio [20]. Las bacterias quimolitotréficas nitrégeno-oxidantes e
hidrégeno-oxidantes se encuentran en la zona media e inferior de la columna [20].

Existe dominancia de algunos grupos de bacterias por o que es comun encontrar pocas
especies muy abundantes y muchas especies raras [19]. A pesar de que se han encontrado
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hasta 64 phyla, solo 11 de ellos constituyen el 90% del total de la comunidad; y de los 822
géneros, sélo 81 son abundantes en la columna [47].

También se ha estudiado el cambio de la estructura de la comunidad microbiana en la
columna de Winogradsky a través del tiempo. Algunos géneros de Cyanobacteria,
Chloroflexi, Nitrospirae y Planctomycetes incrementan en abundancia con el tiempo,
mientras que miembros de Proteobacteria decrecen [47].

Las especies presentes en este tipo de sistemas pueden tener un gran potencial en la
busqueda de energias renovables como la generacién de biocombustibles y bioelectricidad
[49].

La diversidad de este sistema se puede estudiar a través de indices propuestos en ecologia
para el estudio de comunidades. En el ambiente se encuentra un nimero variable de
comunidades que no estan delimitadas en un entorno homogéneo y se han desarrollado
métodos para medir la diversidad con relacion a la estructura de parametros ambientales
[50].

Tal es el caso de la diversidad alfa, que considera la riqueza de especies y la estructura de
la comunidad. La rigueza de especies toma en cuenta el nUmero de especies distintas en
el sistema. La estructura de la comunidad se refiere a la abundancia de las distintas
especies. Cuando una o pocas especies presentan muchos individuos se dice que la
dominancia es alta, mientras que si muchas especies estan representadas por un nimero
similar de individuos se dice que la uniformidad o equidad de la comunidad es alta. Existen
diferentes indices que indican la riqueza de especies, la dominancia y la equidad.

La diversidad beta mide el grado de cambio de especies entre diferentes comunidades en
un gradiente de condiciones ambientales. Existen indices cualitativos que consideran la
presencia o ausencia de las especies entre un sitio y otro. También hay indices cuantitativos
que consideran la abundancia de cada especie entre un sitio y otro [50].

1.5 Bacterias que participan en el ciclo biogeoquimico del azufre

Las bacterias que participan en el ciclo del azufre pertenecen a varios grupos y son capaces
de oxidar o reducir diferentes compuestos de este elemento que incluyen, desde la forma
mas oxidada (el sulfato), hasta la forma mas reducida (el sulfuro) [24,30]. La figura 1.6
resume los diferentes pasos en el ciclo del azufre con la oxidacién y reduccion de los
compuestos. Las bacterias sulfato-reductoras utilizan el sulfato como aceptor final de
electrones en su proceso de respiracion generando sulfuro de hidrégeno [24]. En este
proceso el sulfato entra a la célula y participan una serie de enzimas que reducen el sulfato
en varios pasos (Fig. 1.6 A) [51]. Algunas bacterias sulfato-reductoras son: Desulfobacter,
Desulfobacterium, Desulfococcus, Desulfotomaculum, Desulfovibrio y Desulfomicrobium
[30]. El azufre puede ser reducido (Fig. 1.6 B) por Desulfuromonas, Desulfurella,
Desulfuromusa, Geobacter, Sulfurospirillum, Nautilia, entre otros.
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El sulfuro puede ser oxidado aerObicamente por bacterias quimiolitotréficas como
Thiobacillus, Beggiatoa y Sulfolobus; o puede ser oxidado anaerdbicamente por bacterias
fototroficas del azufre como Chlorobium, Chromatium y Ectothiorhodospira [24,30]. La
oxidacién del sulfuro puede ser completa hasta sulfato o incompleta hasta azufre (Fig. 1.6
C). Ademas, se presenta la desproporcién (Fig. 1.6 D), que consiste en una fermentacién
inorganica en la que los compuestos de azufre con un estado de oxidacion intermedio sirven
como donantes y aceptores de electrones que se aprovechan en diferentes procesos
celulares y es realizada por Desulfobulbus, Desulfocapsa, entre otros [30].

Existen otros procesos que incluyen los procesos asimilativos (Fig. 1.6 E), en los que el
sulfato es incorporado como grupo tiol (-SH) para formar enlaces en las proteinas. La
desulfurilacion (Fig. 1.6 F) que es el proceso por el cual se descompone este enlace tiol, es
realizado por Methylophaga, Roseobacter, Pseudomonas, Desulfovibrio y Alcaligenes
[24,30]. En las columnas de Winogradsky muchos de estos organismos estan presentes y
llevan a cabo los procesos metabolicos para completar el ciclo del azufre [18—20].

Azufre organico

Figura 1.6. Transformacioén de los compuestos en el ciclo del azufre. A) Sulfato-reduccion, B)
Reduccion del azufre, C) Oxidacion del azufre, D) Desproporcidn, E) Asimilacién del sulfato y F)
Desulfurilacién. Modificado de Liang et al. [30].
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En los sistemas anaerobios con un bajo potencial redox, existe una competencia entre
bacterias sulfato-reductoras, bacterias fermentativas y metanogénicas. La presencia de
sulfato favorecera la degradacion de la materia organica en un ambiente sulfato-reductor;
mientras que su ausencia favorecera la degradaciéon de materia organica en un ambiente
metanogénico (Fig. 1.7) [24]. En los sistemas con sedimento se puede cambiar la
comunidad microbiana a partir de la composicion de nutrientes y favorecer la sulfurogénesis
[25]. El sedimento del océano y de la zona costera presenta sulfato, lo que favorece la
presencia de bacterias sulfato-reductoras. En contraste, en un sedimento con baja
concentracion de sulfato destaca la funcion de bacterias metanogénicas [52]. En un reactor
anaerobio la concentracion de bacterias y los procesos metabdlicos predominantes se
modifican en funcidn de la razén lactato/sulfato. Una alta concentracion de sulfato respecto
al lactato induce la sulfurogénesis con una mayor cantidad de bacterias sulfato-reductoras,
mientras que una alta concentracion de lactato respecto al sulfato favorece la presencia de
bacterias acetogénicas y metanogénicas [25].

a) Degradacién de materia organica b) Degradacién de materia orgénica
en ambiente con sulfato en ambiente sin sulfato
Macromoléculas organicas Macromoléculas organicas
(proteinas, polisacaridos y lipidos) (proteinas, polisacaridos y lipidos)
1 Hidrolisis Hidro‘lisis
Mondémeros (aminoécidos, Monomeros (aminoéddos
aztcares, acidos grasos) azucares, acidos grasos)
Fermentacion 1Fermentacnon
50,7
Compuestos (lactato, Reduccién Compuestos (lactato,
butirato, propionato) dei sulfato butirato, propionato)

SJ

SO’
Reduccion Fermentacion
del sulfato
Acetogénesis
@ Reduccnon Acetato >
del sulfato
Reduccnon
del sulfato Metanogénesis

Figura 1.7. Degradacion de materia organica: a) en un ambiente con sulfato donde se favorece el
desarrollo de bacterias sulfato-reductoras y la sulfurogénesis, b) en un ambiente sin sulfato donde
se favorece el desarrollo de bacterias metanogénicas. Modificado de Muyzer y Stams [24].
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existe una gran cantidad de estudios relacionados con sistemas bioelectroquimicos
utilizados para la generacion de electricidad, como fue previamente mencionado. A pesar
de lo anterior, aln es necesario buscar estrategias para incrementar la generaciéon de
electricidad al utilizar las celdas microbianas. Una alternativa poco explorada es el uso de
la columna de Winogradsky como celda de combustible microbiana de sedimento, asi como
el efecto que tiene la modificacion de la fuente de carbono y la proporcion carbono y sulfato
con la generacion de voltaje. La razon masica carbono/sulfato puede modificar la
composicion de la comunidad bacteriana que se establece en el dispositivo y esto puede
incrementar la abundancia de ciertos grupos, como las bacterias sulfato-reductoras que se
han asociado a la generacion de voltaje. Asi, el cambio en la composicion microbiana puede
producir una modificacion en el potencial anddico e incrementar la generacién de voltaje.
En este trabajo se propone probar el efecto de diferentes fuentes de carbono y distintas
relaciones carbono/sulfato con la finalidad de incrementar la generaciéon de voltaje y
profundizar en el conocimiento de las caracteristicas que debe tener la comunidad
bacteriana que permita favorecer la diferencia de potencial en columnas de Winogradsky
utilizadas como celdas de combustible microbianas de sedimento.

2.1 Preguntade investigacion

¢ Sera posible incrementar la generacion de voltaje en un sistema bioelectroquimico,
basado en la columna de Winogradsky, al cambiar el potencial de los electrodos con
diferentes comunidades microbianas obtenidas a partir de diferentes fuentes de carbono y
distintas proporciones de carbono y sulfato?

2.2 Hipotesis

Al modificar las fuentes de carbono y la razén carbono/sulfato en una columna de
Winogradsky equipada con un circuito eléctrico se modificara la comunidad bacteriana, el
potencial de los electrodos y se incrementara la generacion de voltaje en el dispositivo.
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3.

OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Analizar la generacién de voltaje en la columna de Winogradsky equipada con un circuito
eléctrico a partir del crecimiento de diferentes comunidades microbianas obtenidas al
modificar la fuente de carbono y la razén masica carbono/sulfato del medio de cultivo.

3.2 Objetivos especificos

1.

Obtener el consorcio microbiano a través del cultivo de sedimento ambiental en
columnas de Winogradsky y probar su capacidad para generar voltaje en la celda
microbiana.

Disefiar una celda microbiana tomando como modelo la columna de Winogradsky para
generar voltaje utilizando distintas comunidades microbianas a partir de diferentes
fuentes y concentraciones de carbono.

Implementar un sistema de adquisicion de datos con la plataforma y dispositivos
Arduino para el monitoreo del voltaje en la celda microbiana.

Determinar el efecto de diferentes fuentes de carbono, diferentes relaciones
carbono/sulfato y el efecto de la luz para incrementar la generacién de voltaje.
Obtener las condiciones de enriguecimiento mas adecuadas a través de un modelo de
superficie de respuesta y comprobar la generacion de voltaje en las celdas bajo esas
condiciones.

Identificar la comunidad bacteriana, a través de secuenciacién masiva, en la zona
anodica y catédica de las celdas microbianas; para relacionar la presencia y
abundancia de grupos taxonémicos con la generacion de voltaje.

Analizar la dindmica en la celda microbiana a través del consumo de sulfato y la
generacion de sulfuros, azufre, biomasa y clorofila para relacionar los procesos
microbianos con la generacion de voltaje.

Realizar la determinacion electroquimica del potencial de los electrodos y la
voltamperometria ciclica en la celda microbiana con sedimento.

Integrar la informacion de los procesos predominantes en la celda microbiana

propuesta que podrian explicar la generacién de voltaje.
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4. MATERIALES Y METODO

El diagrama experimental (Fig. 4.1) muestra las actividades que se realizaron para cumplir
con cada uno de los objetivos especificos. Los elementos globales del método en este
trabajo de investigacion incluyen el desarrollo del consorcio microbiano en columnas de
Winogradsky a partir de muestras de sedimento ambientales. El disefio de la celda
microbiana de sedimento y el desarrollo del sistema de adquisicion de datos para registrar
el voltaje, temperatura e iluminancia. La elaboracion de celdas microbianas de sedimento
con distinto enriquecimiento (fuente de carbono, razén masica carbono/sulfato) y distinto
fotoperiodo. Con los resultados obtenidos se seleccionaron algunas condiciones para
identificar la comunidad bacteriana en la zona inferior y superior de la celda microbiana.
También se realizé la cinética microbiana de dos condiciones para relacionar la dinamica
de la columna de sedimento con la generacion de voltaje. Se determiné el potencial de los
electrodos y la voltamperometria ciclica de la zona superior de la celda microbiana. Por
ultimo, se integrd toda la informacion para identificar las condiciones que favorecen la
generacion de voltaje en las columnas de sedimento.

Obtencion del consorcio

. . Objetivo 1
microbiano
Realizacidn del 1
mstlernja"de — Construccion de celda microbiana | Objetivo 2
adquisicion de

datos l

Objetivo 3 Determinacion del efecto de

distintas fuentes de carbono (fasel)
3
Determinacién del efecto de distinta
razon papel/sulfato (fase II)
+ ~ Objetivo 4
Determinacion del efecto del
fotoperiodo (fase Ill)
— : — - Realizacion del
Realizacidon del disefio factorial J madelo de superficie |~
(razén carbono/sulfato) (fase IV) 1| de respuesta (fase V)
3 ; 2 Objetivo 5
Andlisis de la Estudio de la Analisis
comunidad cinética microbiana electroguimico
microbiana en la celda de la celda
Objetivo 6 | Obietivo 7 Objetivo 8 |
Objetivo 9 Integracion |

Figura 4.1. Diagrama experimental global que relaciona las actividades con los objetivos
especificos.
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4.1 Andlisis de las muestras de sedimento

Las muestras de sedimento se obtuvieron del estuario de Tecolutla, Veracruz México. Se
selecciond el sedimento lodoso de la zona del rio, ubicada en las coordenadas 20°28'15.10"
Ny 97°00'21.88" O, cerca de la desembocadura del rio (Fig. 4.2). En esta zona se presenta
una concentracion de sulfato y condiciones que pueden favorecer la presencia de bacterias
sulfato-reductoras [53]. Se utiliz6 una draga tipo Ekman para tomar una muestra de
aproximadamente 18 kg que permitiera caracterizar el sedimento, obtener el consorcio
microbiano y montar las celdas microbianas para la generacion de voltaje.

_’Z

Golfo de
México
Tecolutla

Gutiérrez
Zamora

Rio Tecolutla

Figura 4.2. Sitio de colecta de muestras de sedimento en Tecolutla, Ver.

Se realiz6 un analisis granulométrico del sedimento por el método de pipeta [54,55]. La
cantidad de particulas finas (limos y arcillas) se determina por la velocidad de sedimentacion
con base en la Ley de Stokes [54]. Se tomaron 5 muestras de sedimento de 15 g
aproximadamente, cada muestra se colocé en un vaso de precipitado y se agreg6 peréxido
de hidrégeno al 30 % (Fermont) para oxidar la materia organica. Posteriormente se tamizo
la muestra utilizando el tamiz de malla 4 @ (0.0625 mm). La fraccion que no pasa por la
malla se recuperd en una caja Petri, se secO y pesoO para obtener la fraccion gruesa. La
fraccion que paso por la malla se recuperé en una probeta de 1000 mL se adicioné 0.5 g
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de hexametafosfato de sodio (J.T. Baker) y se agité por 2 minutos. Después de agitar, se
contaron 20 segundos, se tomaron 25 mL con una pipeta volumétrica y se colocaron en una
caja Petri. La caja con la muestra se secO y pes6 para obtener el peso del sedimento
presente en esa muestra. Después de una hora se tomaron otros 25 mL de muestra con la
pipeta volumétrica, se colocaron en una caja Petri que se secl y peso. Se realizaron los
calculos para obtener el porcentaje de fraccidén gruesa, limo y arcilla [54,55]. El sedimento
se clasificé segun el triAngulo de nomenclatura de Trefethen [56].

El contenido de agua del sedimento se evalué mediante la pérdida de peso. Se calculé la
diferencia de peso del sedimento himedo y seco para expresar el porcentaje de humedad
[55]. El contenido de materia organica y carbonatos se determinaron por el método de
pérdida de peso por ignicion. Se tomaron 5 muestras de sedimento de 12 ¢
aproximadamente y se secaron en un horno a 60 °C. Las muestras se pulverizaron en un
mortero y se colocaron 2 g de sedimento seco en crisoles de porcelana a peso constante;
cada muestra se trabaj6é por duplicado. Los crisoles se colocaron en una mufla a 550 °C
durante 1 h y se colocaron en un desecador. Posteriormente, se pesaron y se realizaron los
calculos para obtener el porcentaje de materia organica. Para determinar el contenido de
carbonatos, los crisoles se colocaron nuevamente en la mufla a 950 °C por 1 h y se
colocaron en el desecador. También se pesaron y se realizaron los calculos para obtener
el porcentaje de carbono inorgénico [54,55].

La concentracion de carbohidratos totales en el sedimento se evalué mediante el método
de fenol-acido sulfarico [57]. La concentracién de sulfato en el agua intersticial del
sedimento se evalu6 mediante un método turbidimétrico [58]. Estas técnicas se describen
mas adelante en la seccién: “Cinética en la columna de Winogradsky”.

4.2 Obtencién del consorcio microbiano en columnas de Winogradsky

El consorcio microbiano se obtuvo a partir de la columna de Winogradsky montada con la
muestra de sedimento proveniente de Tecolutla. Se elaboraron 3 columnas en tubos de 22
mm de didmetro y 170 mm de largo enriquecidas con un medio de cultivo con sulfato de
magnesio (1 % peso), papel kraft (1 %) y carbonato de calcio (1 %) en agua destilada; la
relacion sedimento:medio de cultivo fue 2:1. Estas columnas se incubaron por 50 dias a
temperatura ambiente y con exposicion a luz constante (tubo LED horizontal, temperatura
de color de 6500 K) a una distancia de 20 cm. La iluminancia fue medida con un luxémetro
(Smart sensor, AS803) y tuvo un valor de 1775 £ 225 lux. Una vez desarrollado el consorcio,
se agité el tubo y se resembré en los sistemas para la generacion de voltaje, en los cuales
se midio la diferencia de potencial entre las capas mas profundas y las superficiales de la
columna de sedimento [22].
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4.3 Construccion de las celdas microbianas de sedimento y desarrollo de
un sistema de adquisicién de datos

Se considerd importante que los dispositivos empleados fueran de un tamafio menor a 200
mL para poder hacer todas las pruebas experimentales con diferente composicion del
medio de cultivo. Ademas, fue muy importante implementar un sistema de adquisicién de
datos para registrar el voltaje generado en los diferentes tratamientos.

431 Construccion de las celdas de combustible microbianas de sedimento

Las celdas microbianas empleadas consistieron en recipientes de vidrio cilindrico. Cada
una con un didmetro de 46 mm y 120 mm de alto y un volumen total de 145 mL con un
electrodo en la zona inferior y otro en la zona superior. Cada electrodo consistié en una
placa de grafito de 20 mm x 20 mm x 3 mm (area de 40 mm?), con muescas para enrollar
un alambre de cobre. La figura 4.3 muestra las dimensiones de la celda y la disposicion de
los electrodos. Antes de armar la celda, los electrodos se limpiaron con acido clorhidrico e
hidréxido de sodio [59]. Estos se sumergieron en 0.5 M HCI por 30 min y posteriormente en
0.5 M NaOH por 30 min, posteriormente se lavaron con jabén libre de fosfatos, se
enjuagaron, se colocaron en agua destilada y posteriormente se enroll6 un alambre de
cobre para colocarlos en la celda. Un electrodo se colocé en la parte inferior de la celda a
una distancia de 1 cm del fondo del recipiente y el otro electrodo se colocé a 4 cm de la
parte superior de la columna. Estos dispositivos con los electrodos se taparon y se
esterilizaron en autoclave a 121 °C (15 psi) por 20 min.

Se pesaron 60 g de sedimento humedo (lodo) en recipientes de vidrio de 250 mL y se
esterilizaron en autoclave a 121 °C (15 psi) durante 2.75 h con la finalidad de tener mayor
reproducibilidad al eliminar cualquier microorganismo presente y trabajar sélo con el
consorcio microbiano descrito en la seccién anterior. Posteriormente, en cada recipiente se
agregaron 60 mL de medio de cultivo (cada uno con diferente composicion como se
describe mas adelante) y se esterilizaron a 121 °C (15 psi) por 20 min. Se enfriaron
rapidamente y se inocularon con 8 mL de lodo del consorcio desarrollado anteriormente.
Cada recipiente se agitdé y su contenido se coloc6 en la celda con los electrodos, de tal
forma que al agregar el lodo y sedimentarse, el electrodo inferior permaneci6 enterrado en
el sedimento y el electrodo superior sumergido en el liquido, igual que en otras celdas de
combustible microbianas de sedimento [8,22].
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Figura 4.3. Columna de Winogradsky con la posicion de electrodos, sus dimensiones y el circuito
eléctrico con el sensor de voltaje (elaborado en SketchUp).

4.3.2 Desarrollo de un sistema de adquisicién de datos con Arduino

El sistema de adquisicion de datos se desarroll6 utilizando una placa de Arduino UNO, una
placa de expansion data logger y sensores de voltaje (FZ0430) para medir el potencial de
circuito abierto en la celda microbiana de sedimento. Adicionalmente se incluyé un sensor
de temperatura y humedad relativa (DHT11) para registrar estas variables ambientales y un
sensor de luz (con fotorresistencia LDR) para registrar los periodos de luz y oscuridad. Se
utilizaron diferentes “sketchs” (c6digos) para el uso de cada sensor, dependiendo de la fase
experimental. Cada sketch se realiz6 en el entorno de desarrollo integrado de Arduino
usando el lenguaje de programacion y tomando en cuenta las caracteristicas de los
sensores [60,61]. Los sketchs utilizados se muestran en el anexo 1. Los datos adquiridos
por los sensores se grabaron, cada minuto, en una memoria SD (Fig. 4.4).
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. sedimento
Consorcio
microbiano Sensor de voltaje Placa
Arduino
UNO

Agua
Sensor de temperatura
y humedad p
- ""
o X
Sedimento
Sensor de

luz
60 g de sedimento + &
60 mL de medio cultivo

Figura 4.4. Celda microbiana con los electrodos de grafito, sensores de voltaje, temperatura-
humedad y luz conectados al sistema de adquisicién de datos compuesto por una placa Arduino
UNO y una placa de expansion para memoria SD.

4.4 Determinacién de los efectos de la composicién del medio de cultivo y
fotoperiodo en la generacién de voltaje

Se modifico la composiciéon del medio de cultivo para favorecer el crecimiento de diferentes
comunidades microbianas en los dispositivos y determinar su efecto en la generaciéon de
voltaje. También se realiz6 una prueba que consistié en exponer algunos dispositivos a
diferentes periodos de luz y oscuridad, con la finalidad de inhibir la fotosintesis oxigénica
en la zona superior durante el periodo de oscuridad y evaluar su efecto en la generacion de
voltaje. Esto se realiz6 en 5 fases consecutivas que corresponden al objetivo 4 y 5 (Fig.
4.1):

Fase ) se probo el desempefio del sistema durante 45 dias con papel y otras fuentes de
carbono. Fase Il) se probaron 5 relaciones papel/sulfato por triplicado y se registré el voltaje
generado durante 20 dias. Fase lll) se evaluo el efecto de la oscuridad con un fotoperiodo
de 12 h luz y 12 h oscuridad durante 45 dias en 3 celdas del tratamiento C de la fase Il.
Fase V) se aplico un disefio factorial en el cual se probaron nueve tratamientos por
triplicado. Este se realizd con tres fuentes de carbono para registrar el voltaje generado
durante 45 dias. Fase V) los resultados obtenidos de la fase IV se analizaron con el modelo
de superficie de respuesta y se probaron las condiciones propuestas por el modelo (por
triplicado) para incrementar la generacion de voltaje. Los detalles de estas etapas se
describen a continuacion.
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44.1 Fase l: Prueba de desempefio con papel y otras fuentes de carbono

Estas celdas utilizé sedimento enriquecido con sulfato de magnesio (MgSQO4-7H20; J.T.
Baker), carbonato de calcio (CaCO3; Reasol) y papel tipo kraft (marca britz) triturado como
fuente de celulosa, todos estos compuestos se agregaron al 1 % peso con respecto al peso
del sedimento (60 g). El papel tiene un alto contenido de celulosa, esto se debe a que
durante su fabricacién la lignina y gran parte de la hemicelulosa que estan presentes en la
madera son removidos [62,63]. Se calculé la cantidad de carbono organico agregada
considerando la férmula quimica de la celulosa, (CsH100s)n; por lo tanto, al colocar 1 % de
papel, la cantidad aproximada de carbono orgénico fue de 0.444 % peso. También se
considerd la formula quimica del sulfato de magnesio para calcular la cantidad de sulfato
agregada que fue de 0.390 % peso. Esto corresponde a una razén masica carbono/sulfato
de 1.14. Estas celdas se elaboraron por triplicado, se incubaron a temperatura ambiente
(23.1 £ 1.3 °C), con iluminancia constante de 1775 + 225 lux (tubo LED 6500 K, 16 W)y se
midio el voltaje generado por 45 dias con el sistema de adquisicion de datos (sketch anexo
1-A).

Posteriormente se realizd una prueba preliminar cambiando la composicion del medio. En
un dispositivo se duplicé la concentracion de papel (es decir, se colocé el 2 % peso) y el
resto de los reactivos se mantuvo en 1 % peso, esto representd una razdn masica
carbono/sulfato de 2.29. En otro dispositivo se duplicé la concentracién de sulfato (es decir,
se coloc6 2 % peso) para obtener una razén masica carbono/sulfato de 0.57. El voltaje
generado se registré por 45 dias con el sistema de adquisicion de datos.

También se probaron fuentes de carbono simples: lactato de calcio y glucosa para
determinar el efecto en la generacion de voltaje. El medio de cultivo se preparé con la fuente
de carbono organico al 1 % peso, sulfato de magnesio al 2 % peso y carbonato de calcio al
1 % peso. Las celdas se elaboraron por duplicado, se incubaron a temperatura ambiente,
con iluminacién constante y se monitorearon por 45 dias con el sistema de adquisicion de
datos (sketch anexo 1-A).

4.4.2 Fase ll: Efecto de larazén masica papel/sulfato

En esta fase se probo el efecto de la proporcion de papel y sulfato cambiando Gnicamente
la concentracién de sulfato. Se utilizé papel tipo kraft como fuente de carbono y se probaron
diferentes proporciones de carbono y sulfato por triplicado, que corresponden a cinco
tratamientos con diferente razén masica carbono/sulfato: A) 0.14, B) 0.28, C) 0.57, D) 1.14
y E) 2.29. Estas celdas microbianas se elaboraron por triplicado, se incubaron atemperatura
ambiente (23.1 + 1.3 °C), con iluminancia constante de 1775 £ 225 lux (tubo LED 6500 K,
16 W) y se monitorearon con el sistema de adquisicion de datos durante 20 dias (sketch
anexo 1-A). La tabla 4.1 muestra las cantidades colocadas de los compuestos y la razén
masica carbono/sulfato. Los porcentajes de los compuestos se pesaron respecto al peso
del sedimento hiumedo (60 g) y se agreg6 carbonato de calcio al 0.5 % peso.
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Tabla 4.1. Tratamientos con 5 relaciones carbono/sulfato utilizando papel como fuente de carbono
y cambiando Unicamente la cantidad de sulfato: carbono (C) y sulfato (SOa4).

Composicién de Contenido de Composicion de  Contenido de Razén masica
Tratamiento P carbono organico* MgSOa4 7H20 (% sulfato (%
papel (% peso) C/SOq4
(% peso) peso) peso)

A 0.5 0.222 4 1.559 0.14
B 0.5 0.222 2 0.779 0.28
C 0.5 0.222 1 0.390 0.57
D 0.5 0.222 0.5 0.195 1.14
E 0.5 0.222 0.25 0.097 2.29

* Contenido aproximado de carbono organico

Con los resultados obtenidos de la fase Il se decidid utilizar el tratamiento C para aplicar un
fotoperiodo y probar el efecto de la oscuridad en la generacion de voltaje (fase Ill). También
se utilizaron los resultados de la fase Il para establecer las diferentes concentraciones de
carbono y sulfato en el disefio factorial de tres niveles que corresponde a la fase IV.

4.4.3 Fase lll: Efecto del fotoperiodo

Para evaluar el efecto de la oscuridad en la generacion de voltaje se utilizé un fotoperiodo
de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad durante 45 dias a temperatura ambiente (20.9
+ 1.3 °C). El enriquecimiento correspondio al tratamiento C de la fase I, papel (0.5 % peso)
como fuente de carbono (P) y sulfato de magnesio (1 % peso), razon masica carbono/sulfato
de 0.57. Los dispositivos de elaboraron por triplicado y la generacion de voltaje se monitore6
durante 45 dias. Se utilizé el sistema de adquisicion de datos de Arduino UNO con el sensor
de luz y el sketch del anexo 1-B.

Con los resultados de esta fase se determind que los dispositivos deben tener una
exposicion constante a la luz para favorecer la generacion de voltaje.
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4.4.4  Fase IV: Disefio factorial para evaluar la generacion de voltaje

En esta etapa se probd el efecto de 3 fuentes de carbono y la razén mésica carbono/sulfato
del medio de cultivo. Se utilizé un disefio factorial 32, es decir, 3 niveles de concentracion
(baja, media y alta) para 2 factores [64]. Los factores utilizados fueron: la fuente de carbono
(A) y el sulfato (B). Se generaron un total de 3 experimentos 32, cada uno por triplicado, es
decir, 27 celdas para cada fuente de carbono (lactato, celulosa y papel): en total se
elaboraron 81 celdas.

Se selecciono lactato de calcio, (C3zHs03).Ca-5H20, como sustrato simple y celulosa y papel
como sustratos complejos. Se utilizé la celulosa en forma de reactivo grado técnico cuya
composicion es conocida, (CsH100s)n, Yy papel tipo kraft que tiene un alto contenido de
celulosa [62,63]. El lactato y la celulosa ya han sido utilizadas previamente por distintos
autores en celdas de combustible microbianas [5,11,65,66]. En cuanto a la fuente de sulfato,
se utilizo sulfato de magnesio (MgSO.-7H,0) como compuesto necesario para el ciclo del
azufre en las columnas de Winogradsky [18,19,21].

La razén masica entre la fuente de carbono orgénico y el sulfato se modific6 tomando en
cuenta la estequiometria y las relaciones de nutrientes que podrian favorecer a las bacterias
sulfato-reductoras o a otros grupos de bacterias como metanogénicas y acetogénicas
[25,67]. El porcentaje de la fuente de carbono y sulfato se coloco con respecto al peso de
sedimento himedo.

Se realizaron los céalculos de peso molecular para colocar la misma cantidad de carbono de
cada una de las fuentes utilizadas. Las concentraciones definitivas de carbono fueron: 0.056
% peso (baja), 0.222 % peso (media) y 0.889 % peso (alta). El ajuste para la fuente de
carbono implicé colocar 0.24, 0.94 y 3.8 % peso de lactato de calcio pentahidratado, y 0.125,
0.5y 2 % peso de celulosa y papel.

También se hicieron los céalculos de la cantidad de sulfato, para los distintos niveles que
fueron: 0.097 % peso (bajo), 0.389 % peso (medio) y 1.559 % peso (alto), estos valores
corresponden a 0.25, 1y 4 % peso de sulfato de magnesio heptahidratado.

La combinacién de estos niveles permitié proponer 9 tratamientos con 5 proporciones de
carbono y sulfato distintas. La razén masica carbono/sulfato de los tratamientos fue: 0.04
(T1), 0.14 (T2 y T4), 0.57 (T3, TS y T7), 2.29 (T6 y T8) y 9.16 (T9) (Tabla 4.2). De esta
manera, en el tratamiento T1, se utilizé un exceso de sulfato y en la condicion T9, un exceso
de carbono organico. Ademas, a todos los tratamientos se les afiadié carbonato de calcio
(CaCO0:s) al 0.5 % peso como fuente de carbono inorganico.
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Tabla 4.2. Tratamientos 1 al 9 con 5 proporciones distintas de carbono y sulfato en el medio de
cultivo. Disefio factorial 32, con tres niveles: bajo, medio y alto con dos factores: carbono y sulfato.
Estos tratamientos se emplearon para las tres fuentes de carbono: lactato, celulosa y papel.

Factor:
Proporcién de carbono organico (C org)
Nivel Bajo Medio Alto
Corg = 0.056 % | Corg = 0.222 % | Corg = 0.889 %
T1 T2 T3
Corg/SO4 =0.04 Corg/SO4 =0.14 Corg/SO4 =0.57
Alto

S04 =1.559 %

T4 TS5 T6
Factor:
Sulfato Corg/SO4 =0.14 Corg/SO4 =0.57 Corg/SO4 =2.29
Medio

(MgS0. 7H20) | g6, ~ ' 389 04 o ® o

T7 T8 T9
Corg/SO4 = 0.57 Corg/SO4 = 2.29 | Corg/SO4 = 9.16

Bajo
S04 = 0.097 % : & ‘

Los circulos representan la cantidad de carbono organico (gris) y sulfato (blanco) en cada tratamiento.

Adicionalmente se montaron cinco celdas extra como control abiético, estas consistieron en
celdas con los tratamientos T1, T3, T5, T7 y T9 para cada fuente de carbono, las cuales no
incluyeron el in6culo del consorcio microbiano.

Las celdas de combustible microbianas de sedimento se colocaron en un laboratorio de
ambiente controlado, a una temperatura de 20.6 = 0.5 °C, e iluminancia constante de 1775
+ 225 lux (tubo LED 6500 K, 16 W). Se llevé a cabo el monitoreo del voltaje generado
durante 45 dias con un sistema de adquisicion de datos con los sensores de voltaje (sketch
anexo 1-A; Fig. 4.5).
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Figura 4.5. Celdas microbianas conectadas a los sensores de voltaje y al sistema de adquisicion
de datos en el laboratorio de temperatura controlada.

4.45 Fase V: Analisis del modelo superficie de respuestay comprobacion

Andlisis del modelo superficie de respuesta

Los resultados del disefio factorial (fase V) se analizaron con el modelo superficie de
respuesta en Statgraphics Centurion I1X para obtener el efecto de los factores en la variable
respuesta y las condiciones para incrementar el voltaje [64].

Comprobacion de las condiciones sugeridas por el modelo de superficie de respuesta

Las condiciones propuestas por el modelo se utilizaron para la elaboraciéon de celdas con
razén masica carbono/sulfato de 0.34 para celulosa y 0.18 con papel. En este caso se
elaboraron 3 réplicas de cada una de las condiciones mencionadas, se incubaron a
temperatura ambiente (25 £ 0.9 °C) con iluminancia constante de 1775 + 225 lux (tubo LED
6500 K, 16 W) y se monitorearon por 45 dias con el sistema de adquisicion de datos (sketch
anexo 1-A).
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4.5 Analisis de la comunidad bacteriana en dispositivos con diferentes
nutrientes

En funcion de los resultados obtenidos en la generacion de voltaje (fase V), se realizé una
seleccion de las condiciones més contrastantes en cuanto a la generacion de voltaje para
analizar las comunidades bacterianas y determinar su relacién con la generacion de voltaje.
Los tratamientos considerados para esta fase fueron T5y T6 (Tabla 4.2) con el uso de papel
(PT5 y PT6) y de lactato (LT5 y LT6). Se seleccioné el tratamiento PT5 que favoreci6 la
generacion de voltaje y los tratamientos LT5, LT6 y PT6 que generaron un voltaje casi nulo
para distinguir los grupos de bacterias que favorecen la generacion de voltaje. En funcion
de los resultados se estableci6 el dia 19 para tomar las muestras y analizar la comunidad
bacteriana antes de que incrementara la generacion de voltaje en el tratamiento PT6. Se
hicieron las columnas por quintuplicado de estos 4 tratamientos para tener un total de 20
dispositivos. Estas celdas se incubaron a temperatura ambiente, con iluminancia constante
de 1775 + 225 lux (tubo LED 6500 K, 16 W).

45.1 Monitoreo del voltaje en los tratamientos para el andlisis de la comunidad
bacteriana

Estas celdas se monitorearon durante 19 dias para registrar la generacion de voltaje con el
sistema de adquisicién de datos (sketch anexo 1-A).

45.2 Extraccién de ADN para el analisis de metagendmica

De cada dispositivo se tomaron 3 muestras en el dia 19. La primera muestra fue de agua
(en la zona del electrodo superior), la segunda fue de sedimento (en la zona del electrodo
inferior) y la tercera, correspondi6 a una mezcla de toda la columna. La extraccién de ADN
se realizé con el kit de extraccion de Jena Bioscience para bacterias con modificaciones al
protocolo para aplicarlo a las muestras de sedimento (anexo 2). En el Laboratorio Divisional
de Biologia Molecular de la UAM-I, se midi6 la concentracién y pureza del ADN en el equipo
nanoDrop (2000 Thermo Scientific™) y se realizé la electroforesis en geles de agarosa al 1
% para determinar la integridad del ADN [68]. Las muestras se guardaron en congelacion a
-20°C para su analisis en el Laboratorio de Gendmica Microbiana del Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.C., unidad Mazatlan.

4.5.3 Andlisis de metagendmica 16S: Identificacion de la comunidad bacteriana

Se utilizaron los iniciadores 338F y 533R para amplificar la region V3 del gen 16S del ADN
por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). Para
la preparacion de la biblioteca se realizaron reacciones de PCR con los indices para marcar
los fragmentos de ADN de cada muestra y obtener los tagmentos (fragmentos etiquetados).
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Se llevo a cabo la purificacion con perlas y barra magnética. Posteriormente, se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 1 % y la cuantificacion de tagmentos. La biblioteca se
cargd en el depdésito numero 16 del cartucho de reactivo y se preparo la celda de flujo para
realizar la secuenciacion en el equipo MiniSeq de lllumina (Fig. 8.1, anexo 3) [69]. Después
de la secuenciacion los datos fueron analizados en el servidor del CIAD de Mazatlan, de
acuerdo con las instrucciones para el andlisis de metagendmica 16S para la identificacion
de grupos bacterianos en la pagina: https://sites.google.com/a/ciad.mx/bioinformatica/
home/metagenomica. Las secuencias se limpiaron, se convirtieron a formato fasta, se
eliminaron las secuencias quiméricas y por ultimo se utilizo el script mg_classifier y la base
de datos de SILVA 132 para asignar el taxdn correspondiente a cada secuencia.
Posteriormente se agruparon los resultados en unidades taxondmicas operacionales
(OTUs). Se realiz6 un analisis con las curvas de rarefaccion para determinar si el nUmero
de lecturas fue el adecuado para cada muestra.

45.4 Andlisis de la diversidad bacteriana

Los indices de diversidad alfa se calcularon en PAST 4.03 [70], para conocer la riqgueza y
estructura de la comunidad bacteriana. Los indices calculados fueron el de riqueza
especifica, diversidad de Margalef, el indice de equidad de Shannon, el indice de
dominancia de Berger-Parker y el indice de dominancia y equidad de Simpson. En cuanto
a la diversidad beta se utilizo el indice de Morisita-Horn; este indice es cuantitativo y es
sensible a la riqueza de especies y a las especies mas abundantes [50].

4.6 Estudio de la cinética microbiana en la columna de Winogradsky

Con base en los resultados, se seleccionaron sélo dos condiciones para estudiar la cinética
microbiana y el gradiente de condiciones en la columna de Winogradsky. El tratamiento T5
de lactato (LT5) y de papel (PT5) representaron las dos condiciones mas contrastantes en
cuanto a la generacion de voltaje y también mostraron una comunidad bacteriana distinta
en el dia 19.

El estudio de la cinética microbiana en los dispositivos consistié en el analisis y sacrificio de
tres celdas correspondientes a los dias 0, 2, 5, 10, 17, 22, 27 y 31. Estas celdas se
incubaron a temperatura ambiente (26 £ 1.1 °C) con iluminancia constante de 1775 + 225
lux (tubo LED 6500 K, 16 W). Se midieron pardmetros fisicoquimicos y se tomaron muestras
para determinar la concentracion de sulfatos, sulfuros, azufre, carbohidratos totales,
clorofila y biomasa. También se registro el voltaje con el sistema de adquisicion de datos
(sketch anexo 1-A). Se realiz6 un andlisis estadistico para relacionar las variables con la
generacion de voltaje.
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46.1 Determinacion de parametros fisicoquimicos

La determinacién de parametros fisicoquimicos se realizé con diferentes sensores. En la
zona superior e inferior de la columna se determiné la concentracion de oxigeno disuelto
(OD) (marca: DFRobot, SEN0237-A), el potencial redox (marca: Oumefar), y el pH (marca:
BLANDSTRS). En la zona superior se realizé la medicion de conductividad eléctrica (marca:
KETOTEK), sélidos totales disueltos (STD) y la temperatura (marca: Haofy), y la salinidad
con un refractobmetro (marca: ATC).

4.6.2 Determinacién de concentracion de sulfatos, sulfuros y azufre

Sulfatos

Para determinar la concentracion de sulfatos se tom6 un volumen entre 50 y 300 uL de
muestra y se diluyeron en agua destilada para tener 1 mL, se agregd 1 mL del reactivo
acondicionador y se agit6. Estos 2 mL se transfirieron a un microtubo con 60 mg de cloruro
de bario, se agit6 en vortex durante 1 min y posteriormente se realizd la lectura de
absorbancia en un espectrofotometro (HACH, DR-2500) a una longitud de onda de 420 nm
[58]. La curva patron (Fig. 8.2, anexo 4) y los calculos utilizados para realizarla se muestran
en el anexo 4.

Sulfuros

La muestra para sulfuro de hidrégeno se colocé en un microtubo con 500 uL de NaOH al
0.5 N para incrementar el pH, evitar la pérdida de sulfuro y conseguir su precipitacion [71],
se dejé reposar por una noche y se elimind el sobrenadante (quedando 200 pL).
Posteriormente se agregaron 1,800 uL del reactivo de cobre, se agitdé e inmediatamente se
midi6 la absorbancia a 480 nm en un espectrofotémetro (HACH DR-2500). Este protocolo
es una modificacién de la técnica para determinacion de sulfuros en medios de cultivo con
bacterias sulfato-reductoras [72]. La curva patron (Fig. 8.3, anexo 5) y el procedimiento para
realizarla se muestran en el anexo 5.

Azufre

El azufre es soluble en hexano y presenta una alta absorbancia a los 260 nm, lo que hace
posible determinar su concentracion en muestras ambientales [73]. Se colocaron 350 pL de
muestra de agua en un tubo eppendorf con 450 pL de hexano. El microtubo se agitd
verticalmente y en vortex durante 60 s. Se dej6 reposar para que se formaran 2 fases y se
recuperé la fase superior (hexano) para colocarla una celda de cuarzo de 350 uL. La
absorbancia se midi6 en el espectrofotometro UV-Vis (Agilent Cary 7000 UMS) a 274 nm.
Para las muestras de sedimento se tomaron 30 a 50 L y se colocaron en un tubo eppendorf
con 400 uL de hexano, se agitd y se recuperd la fase de hexano y se midié en el
espectrofotometro. La curva patrén (Fig. 8.4, anexo 6) y los calculos utilizados para
realizarla se muestran en el anexo 6.
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46.3 Determinacién de concentracidn de carbohidratos totales

La determinacion de carbohidratos totales se realizd tomando una muestra de sedimento
de 50 yL, a la que se le agregaron 1,000 pyL de agua destilada y 1,000 uL de la solucion de
fenol. Se agit6 en vortex y se colocaron 3 mL de H,SO4. Se agitd en vortex, se dejé reposar
durante 30 min y se centrifugé a 3,000 g durante 10 min. Posteriormente se realizé la lectura
en un espectrofotometro (Spectronic 21D) a 485 nm. Los tubos se enjuagaron, secaron y
pesaron conservando el sedimento para relacionar la cantidad de carbohidratos con la
muestra de sedimento [57]. Esta técnica también se utilizé para determinar carbohidratos
en agua. Se realizaron 2 curvas patron, una con glucosa (Fig. 8.6, anexo 7) y la otra con
almidon (Fig. 8.7, anexo 7) y los calculos utilizados se muestran en el anexo 7.

4.6.4 Determinacién de concentracidn de biomasa

La cantidad de ADN ambiental se ha relacionado con la cantidad de biomasa bacteriana
[74]. Para ello se realiz6 la extraccion de ADN de las muestras de agua de la zona superior
de la columna (cercana al electrodo superior) y del sedimento (cerca del electrodo inferior).
Se midi6 la concentracién de ADN en el nanoDrop 2000 (Thermo Scientific) y se calcul6 la
concentracion de ADN como un indicador de la biomasa bacteriana presente en las
muestras.

4.6.5 Determinacion de concentracion de pigmentos fotosintéticos

Para determinar la concentracién de pigmentos fotosintéticos se tomé 1.5 mL de muestra
de la zona superior de la columna (cerca del electrodo) y se colocé en un microtubo. Se
centrifugd 10 min a 10,000 rpm en una microcentrifuga (Costar, modelo 10M), se desechéd
el sobrenadante y se agregaron 1.5 mL de acetona. El microtubo se agit6 verticalmente
hasta deshacer el precipitado y se agité en vortex. Se dejé reposar por 30 min en oscuridad.
Se centrifugd durante 1 min a 10,000 rpm y se realizaron las lecturas de absorbancia en el
espectrofotémetro (Agilent Cary 7000 UMS) [75,76]. Se realizé un barrido de absorbancia
de dos muestras (Fig. 8.8; anexo 8) y se seleccionaron las longitudes de onda 664 y 647
nm para hacer los calculos y determinar la concentracion de clorofila con la ecuacion:
Clorofila a (pg/mL) = -1.93(A647) + 11-93(A664) [75—77].

4.7 Analisis electroquimico

Se utiliz6 un sistema de tres electrodos (electrodo de referencia, electrodo de trabajo y
contraelectrodo) en la celda microbiana de sedimento correspondiente al tratamiento PT5
(Fig. 4.6) para determinar el potencial de circuito abierto y la voltamperometria ciclica a
través de un potenciostato BioLogic VMP3. El potencial del electrodo de trabajo fue
monitoreado en relacion al electrodo de referencia [78]. Se empled un electrodo de sulfatos
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(electrodo de referencia) con un capilar de Luggin con una solucion saturada de sulfato de
potasio. Este capilar se utiliza para disminuir la distancia entre el electrodo de referencia y
el electrodo de trabajo. Para realizar el andlisis en la parte superior se utilizé el electrodo
de referencia con un capilar de Luggin de 70 mm de largo, un electrodo de trabajo de grafito
de 3 x4 x 50 mm cubierto con cinta teflén para dejar expuesta la menor area posible (3 x 4
mm) y como contraelectrodo una barra de grafito de 9 mm de didmetro x 100 mm de largo.
Para realizar la medicion de la parte inferior, el electrodo de referencia se colocd en un
capilar de Luggin de 120 mm de largo, el electrodo de trabajo fue una placa de grafito de
20 x 20 x 3 mm, y el contraelectrodo se bajé lo més posible. Las voltamperometrias se
hicieron en sentido anddico y posteriormente en sentido catddico. La ventana de potencial
se determind utilizando el medio de cultivo estéril en una celda abi6tica sin sedimento
tomando en cuenta los valores de pH. También se realiz6 la voltamperometria ciclica con
el tratamiento PT5 con la comunidad bacteriana. La ventana de potencial fue de -0.9 a 0.4
V con una velocidad de barrido de 2 mV/s [78].

A)

ro
O-[

Figura 4.6. Sistema de tres electrodos A) esquema (elaborado en SketchUp) y B) fotografia.
Electrodo de referencia dentro del capilar de Luggin (a), electrodo de trabajo (b) y contraelectrodo
(c) para realizar el potencial de circuito abierto (OCP) y la voltamperometria ciclica (VC) con el
potenciostato BioLogic VMP3
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4.8 Estrategia pararealizar la integracion

Se tomaron los resultados mas relevantes de cada seccion experimental y se integraron
para explicar la generacién de voltaje en las columnas de Winogradsky operadas como un
sistema bioelectroquimico. Se realizaron correlaciones entre el voltaje y los pardmetros
analizados en la cinética de la columna de Winogradsky. También se realizd un analisis de
componentes principales en PAST 4.03 [70] de las celdas de la cinética para determinar las
variables de mayor influencia sobre las caracteristicas de las celdas.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracteristicas del sedimento

El andlisis granulométrico indicé que en el sedimento utilizado en las celdas predominé el
limo con 48.1 £ 8.8 %, seguido por arena 29.2 + 12.5 % y por ultimo arcilla con 22.7 £ 5.0
%, siendo un sedimento limo-arcillo-arenoso (Fig. 5.1). Es comun encontrar sedimentos
lodosos con diferentes porcentajes de contenido de arena, limo y arcilla en ambientes
acuaticos costeros. Estos porcentajes pueden variar segun el sitio y el tiempo debido a la
hidrodinamica ambiental [79].

El contenido promedio de agua en el sedimento fue del 46.2 % peso/peso. La materia
organica represento entre un 6.7 £ 1.6 % (que corresponde a 67 £ 16 mg/g) del peso seco
de la muestra y el contenido de carbonatos fue de 6.9 =+ 0.9 % (69 + 9 mg/g). La
concentracion de carbohidratos totales en el sedimento fue de 8.2 + 1.1 mg/g; esto
representa menos del 13 % de la materia organica. Por lo general, una gran parte de la
materia organica de los sedimentos permanece sin identificar. Los carbohidratos totales
constituyen entre el 8 y el 48 % del carbono organico presente en sedimentos marinos
[80,81].

La concentracién de sulfato en el sedimento fue de 1.3 mg/g. El contenido de sulfatos puede
variar ampliamente en diferentes ambientes acuaticos. En sistemas de agua dulce la
concentracion es baja (10 yM a 500 yM), mientras que en ambientes marinos se reporta
un valor de 28 mM (2.69 mg/g) [53]. En una zona de mezcla de agua, como el estuario de
Tecolutla, se puede esperar una concentracién cercana a 1.3 mg/g de sulfato en el agua
intersticial del sedimento.
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Figura 5.1. Diagrama ternario de Trefethen para la clasificacion de sedimento con base en el
tamafio de particula [56]. Los puntos claros corresponden a las muestras analizadas y el punto
oscuro al promedio.

5.2 Obtencion del consorcio microbiano en columnas de Winogradsky

Las primeras columnas de Winogradsky que se elaboraron en tubos (22 mm de diametro y
170 mm de largo) permitieron obtener el consorcio microbiano. El enriquecimiento de estas
columnas favorecio el desarrollo de los microorganismos, lo que pudo apreciarse con los
cambios de coloracion caracteristicos de estas columnas [18,19]. En los primeros 5 dias se
observd un oscurecimiento del sedimento provocado por la actividad de las bacterias
sulfato-reductoras. Posteriormente, se desarrollaron manchas verdes caracteristicas de las
bacterias fototroficas del azufre que se extendieron hasta formar una zona verde que abarcé
una tercera parte de la columna de sedimento (Fig. 5.2). Esta comunidad bacteriana fue
usada para inocular los dispositivos para la generacion de voltaje.
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Figura 5.2. Apariencia de la columna de Winogradsky como resultado del crecimiento de la
comunidad microbiana durante los 40 dias de incubacion con un enriquecimiento de sulfato de
magnesio como fuente de azufre y papel tipo kraft como fuente de celulosa. La barra inferior
representa el periodo de oscuridad (negro) y de luz (blanco).

5.3 Celdas microbianas de sedimento y sistema de adquisicion de datos

En los objetivos 2 y 3 se consider6 el disefio de la celda microbiana de sedimento y la
implementacion del sistema de adquisicion de datos. El cumplimiento de estos objetivos fue
indispensable para realizar las fases experimentales en las que se prob6 el efecto de
diferentes fuentes de carbono y distintas proporciones de carbono y sulfato en la generacién
de voltaje. Los dispositivos empleados en este trabajo fueron de un volumen total de 145
mL, lo cual representa un tamafio pequefio si consideramos las celdas de combustible
microbianas de sedimento empleadas en otras investigaciones. Bhande et al. [9] y Sajana
et al. [11] emplearon celdas con un volumen cercano a los 20 L, Song et al. [82], Wang et
al. [14] y Zhu et al. [8] usaron celdas de 1.4 L, Ribot-Llobet et al. [16] usaron un recipiente
de 1Ly Commault et al. [13] usaron probetas de 500 mL.

El desarrollo del sistema de adquisicién de datos realizado basado en Arduino, representa
un aporte tecnologico significativo que permitio realizar la medicién de voltaje cada minuto
y guardarla. El voltimetro desarrollado es de alta impedancia y permiti6 medir el voltaje
generado en la celda microbiana de sedimento; sin este dispositivo no se hubiera podido
realizar el monitoreo de voltaje. En otros trabajos se realizé la medicion de voltaje cada dia
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con el uso de un multimetro [9,11]. También otros autores han empleado multimetros con
sistemas de adquisicién de datos (Keithley Instruments 2700, EE. UU.) para registrar el
voltaje generado en intervalos de 10 o 30 minutos [8,14,82]. Estos sistemas son caros con
un costo de hasta $ 3,900 dolares (Tektronix). En cambio, el costo para hacer el sistema de
adquisicion de datos con Arduino fue de alrededor de $ 50 ddlares. Con el dispositivo
utilizado fue posible registrar continua y simultdneamente el voltaje generado en muchos
dispositivos con diferente enriquecimiento.

5.4 Composicion del medio de cultivo y efecto del fotoperiodo en la
generacion de voltaje

5.4.1 Fase |I: Prueba de desempeiio con papel y otras fuentes de carbono

En esta fase se probé el efecto del papel y otras fuentes de carbono sobre la generacion
de voltaje. En los primeros sistemas empleados para medir el voltaje generado en las
columnas de sedimento se utilizd sulfato de magnesio (1 % peso), carbonato de calcio (1
% peso) y papel (1 % peso) como fuente de celulosa, esta razén masica carbono/sulfato
fue de 1.14. El voltaje generado a lo largo del tiempo fue variable (Fig. 5.3). Inicialmente se
observé, un pico de 80 mV en el primer dia, una disminucién de voltaje y posteriormente un
incremento de 230 mV entre los dias 3 al 5. La produccion de voltaje nuevamente disminuy6
entre los dias 8 a 15, y después se incrementd, con variaciones, hasta llegar a los 190 + 12
mV. Una de las réplicas alcanzé un maximo de 328 mV en el dia 5 y otra mostré un voltaje
cercano a los 300 mV después del dia 30. Las pequefias variaciones en el voltaje
corresponden a las variaciones de temperatura diurna (linea roja, Fig. 5.3). La cantidad de
voltaje generado con la razén masica carbono/sulfato de 1.14 se consideré aceptable
debido a que en otros trabajos se alcanz6 un voltaje de 300 mV [16] o incluso un voltaje
menor a 50 mV [8].

El potencial de celda se asocia a los potenciales redox de las especies quimicas presentes
en la parte inferior y superior del sedimento. Por lo tanto, los potenciales redox que podrian
contribuir a la generacién de voltaje son principalmente sulfato/sulfuro debido a procesos
anaerdbicos de reduccion de sulfato en la zona inferior de la columna y oxigeno/agua en su
zona superior. El potencial del par redox sulfato/sulfuro es de - 220 mV, mientras que el
potencial del oxigeno/agua es de - 820 mV [1,34] y pueden contribuir a la generacion de
voltaje en la columna de Winogradsky.
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Figura 5.3. Generacion de voltaje al utilizar papel y sulfato al 1 % (razén masica carbono/sulfato de
1.14). Las lineas negras corresponden a los resultados de las tres réplicas, el &rea sombreada al
promedio del voltaje y la linea roja a la temperatura ambiental.

Las pruebas que se realizaron posteriormente consistieron en duplicar la concentracion de
papel en un dispositivo y duplicar la concentracion de sulfato en otro dispositivo. Se observo
gue al duplicar la concentracion de papel a 2 % peso (razén masica carbono/sulfato de
2.29), la generacién de voltaje fue menor que al usar 1 % peso de esta fuente de carbono.
Mientras que, al duplicar la concentracion de sulfato a 2 % peso (razén masica
carbono/sulfato de 0.57), la generaciéon de voltaje fue mayor (Fig. 5.4). A partir de los
resultados obtenidos se decidi6 trabajar con una razén masica carbono/sulfato de 0.57 y
ademas se probaron otras fuentes de carbono. Las pequefas variaciones en el voltaje,
también corresponden a las variaciones de temperatura diurna.
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Figura 5.4. Generacion de voltaje al cambiar la composicion del medio: A) concentracién de papel
al 2 % (raz6n masica carbono/sulfato de 2.29). B) concentracion de sulfato al 2 % (razén masica
carbono/sulfato de 0.57).
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Se probo la glucosa y lactato de calcio como fuentes de carbono orgénico simples con una
razén masica carbono/sulfato de 0.57. Sin embargo, estas fuentes de carbono no
favorecieron la generacion de voltaje. Con la glucosa, se observé un pico inicial y después
se registro un voltaje inferior a los 100 mV durante 10 dias, lo que se puede considerar un
tiempo corto de generacién de voltaje (Fig. 5.5 A). Con el lactato se observo un pico de 100
mV en los primeros 5 dias y después el voltaje fue casi nulo (Fig. 5.5 B).
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Figura 5.5. Generacion de voltaje al utilizar fuentes de carbono simples: A) glucosa y B) lactato de
calcio con una razon masica carbono/sulfato de 0.57.

En otras investigaciones se han empleado lactato y glucosa como fuentes de carbono en
celdas de combustible microbianas [5]. En estos dispositivos se alcanz6 un voltaje de 160
mV [83] y 500 mV [84], respectivamente. Sin embargo, las condiciones de operacion en
estas celdas son distintas a las celdas con sedimento. En las celdas microbianas con
sedimento también se han utilizado fuentes de carbono simples y complejas. Ribot-Llobet
et al. [16] utilizaron acetato como donador de electrones y obtuvieron una generaciéon de
voltaje que alcanzo los 300 mV. Sin embargo, es mas frecuente el uso de celulosa en las
celdas de combustible microbianas de sedimento y se han reportado voltajes variables
desde 40 mV [8] hasta 680 mV [9].

Los compuestos orgénicos pueden ser oxidados completamente o incompletamente
dependiendo del aceptor final de electrones que se encuentre en el ambiente y del
metabolismo de las bacterias [45]. La glucosa se puede degradar hasta CO. en la
respiracion aerdbica (Tabla 1.1; ec. 14); o bien puede degradarse incompletamente en la
fermentacion a compuestos mas simples como etanol, acido lactico, acido propanoico y
acido acético (Tabla 1.1; ec. 2, 3 y 4) [48]. Estos compuestos organicos tienen diferente
capacidad para donar electrones y también pueden contribuir a la generacién de voltaje por
el potencial del par redox. Por ejemplo, el potencial del par redox CO2/glucosa (24 ) es de
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- 430 mV, el potencial del par redox CO/acetato (8 ) es de - 280 mV y el potencial del par
redox piruvato/lactato (2 e’) es de - 190 mV [1,31].

Al utilizar el papel como fuente de carbono se favorecio la generacién de voltaje (Fig. 5.3y
5.4). Esto puede estar relacionado con dos caracteristicas importantes: 1) El papel no es
soluble en agua y precipita con el sedimento. 2) Es un compuesto que puede donar varios
electrones al ser degradado. Con la hidrdlisis de la celulosa (presente en el papel) se liberan
moléculas de glucosa (Tabla 1.1; ec. 1). Cada molécula de glucosa puede ser degradada
incompletamente, lo que resulta en una gran variedad de pares redox que pueden contribuir
con la generacion de voltaje. En el caso de la glucosa también existe una degradacién que
genera una gran variedad de pares redox, sin embargo, la glucosa es soluble en agua y el
potencial generado en las zonas superior e inferior pueden ser similares y generar una
diferencia de potencial cercana a cero. En contraste, el lactato (una fuente de carbono
simple) puede donar menos electrones y generar menos pares redox al ser degradado lo
gue limita la generacion de voltaje.

Los resultados de la fase | indicaron que el papel fue una buena opcién para la generacion
de voltaje y que la razdén masica carbono/sulfato podria influir en la cantidad de voltaje
generado, por lo que se desarroll6 la fase Il, que utilizé papel como fuente de carbono con
diferentes razones masicas carbono/sulfato.

5.4.2 Fase Il: Efecto de la razén masica papel/sulfato

En esta fase se us6 papel como fuente de carbono y se evalué el efecto de la proporcién
de carbono y sulfato. La concentracion de papel se dej6 fija y se cambid la concentracion
de sulfato para obtener cinco tratamientos con distinta razon masica carbono/sulfato: A)
0.14, B) 0.28, C) 0.57, D) 1.14 y E) 2.29 (Fig. 5.6). Se observo un efecto positivo en la
generacion de voltaje con una mayor concentracion de sulfato. En todos los tratamientos
se registré un pico de voltaje antes del dia 6. Este pico fue mas alto en el tratamiento A
(mayor concentracion de sulfato, razén masica carbono/sulfato de 0.14) con un valor de 500
mV. Este pico de voltaje fue menor en el resto de los tratamientos conforme se disminuy6
la concentracién de sulfato y se aumenté la razén masica carbono/sulfato; por ejemplo, en
el tratamiento E, el voltaje fue de 300 mV. Estos picos de voltaje podrian estar relacionados
con el cambio de potencial del electrodo en la zona inferior dado por la concentracion de
sulfuro generado durante la sulfato-reduccion [34]. Después del dia 6, la generacion de
voltaje fue constante y en todos los tratamientos se mantuvo por arriba de los 200 mV.
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Figura 5.6. Generacion de voltaje al utilizar papel en 5 tratamientos con distinta razén masica
carbono/sulfato: A) 0.14, B) 0.28, C) 0.57, D) 1.14 y E) 2.29. Las lineas corresponden a los
resultados de las tres réplicas y el &rea sombreada al promedio.

Al cambiar la concentracion de sulfato para modificar la raz6n masica carbono/sulfato, se
observo poca variacion en la generacion de voltaje. Por este motivo, se decidié6 cambiar
tanto la concentracion de la fuente de carbono, como la de sulfato (fase IV). Ademas de
evaluar el efecto de la raz6n mésica carbono/sulfato también era necesario conocer el
efecto de la oscuridad en la generacion de voltaje por lo tanto en la fase lll se realiz6 un
fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad.
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5.4.3 Fase lll: Efecto del fotoperiodo

En este trabajo, se incluyo el andlisis de la influencia de la oscuridad en la generacion de
voltaje a través de un fotoperiodo, debido a que en otros trabajos se ha demostrado que la
luz tiene un efecto positivo en la generacion de electricidad en celdas de combustible
microbianas de sedimento, por la presencia de organismos fotosintéticos [13,15].

Al exponer las celdas a un fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad se registré un voltaje
intermitente (Fig. 5.7). Durante los periodos de exposicion a la luz se observo un incremento
en el voltaje y durante los periodos de oscuridad la cantidad de voltaje disminuyd. Commault
et al. [13] reportaron un patron similar en una celda de combustible microbiana de
sedimento; con un aumento en la generacion de corriente durante el periodo de luz y menor
cantidad de corriente en oscuridad.
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Figura 5.7. Efecto de la luz y oscuridad, fotoperiodo (12 h luz y 12 h oscuridad) en la generacion de
voltaje con el medio de cultivo con papel tratamiento C fase II. El fondo blanco representa el tiempo
de luz y el fondo gris el periodo de oscuridad.

La iluminacién es un factor importante que limita la distribucién de los grupos fototroficos a
lo largo de la columna de Winogradsky [18,19]. En este sistema, las bacterias sulfato-
reductoras oxidan las fuentes de carbono orgénico en la zona inferior (sedimento), mientras
que en la interfase agua-sedimento y en la zona superior, existen organismos fototréficos
aerobios (microalgas y cianobacterias) [19] que reducen el carbono inorganico y oxidan el
agua con produccién de oxigeno [48]. El oxigeno es el aceptor final de electrones y una alta
concentracion de este en la zona catddica favorece la generacion de electricidad [1].
Commault et al. [13] mencionan que la reduccién de oxigeno en la zona catddica es un
factor limitante para la generacion de electricidad y es necesario favorecer el desarrollo de
una comunidad microbiana fototrofica para incrementar la concentracion de oxigeno.
Contrario a lo anterior, otros trabajos han reportado una relacion inversa entre la generacion
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de electricidad y la iluminacion, es decir, la generacion de corriente aumentd durante la
oscuridad y disminuy6 con la iluminacién [85].

Evaluar el fotoperiodo es necesario para establecer las condiciones de operacion de este
tipo de sistemas para poder convertir la energia solar en energia eléctrica [86]. Los
resultados de esta fase corroboran que la iluminacién favorece la generacion de voltaje.

544 Fase IV: Disefo factorial

En esta fase se probd el efecto de 3 fuentes de carbono (lactato, celulosa y papel) con
diferentes proporciones de carbono y sulfato. Al cambiar la razén mésica carbono/sulfato
se favorecio el crecimiento de diferentes comunidades microbianas y por ende cambié la
apariencia de las celdas de combustible microbianas de sedimento en el tiempo (Fig. 5.8).
Las columnas con una alta concentracion de carbono organico (tratamientos T3, T6 y T9),
mostraron un sedimento mas oscuro desde los primeros dias hasta el final de la prueba (dia
45), tanto con lactato, como con celulosa y papel. Mientras que el resto de las celdas que
tenian una concentracion media y baja de carbono organico, mostraron un sedimento con
manchas verdes que crecieron con el paso del tiempo, las cuales se extendieron hasta
cubrir gran parte del sedimento en el dia 45.
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Figura 5.8. Apariencia de las celdas de combustible microbianas de sedimento con distinta razon
carbono/sulfato del medio de cultivo en el dia 45. Tratamientos T1 a T9 correspondientes al disefio
experimental de lactato.
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En cuanto a la generacion de voltaje se obtuvieron resultados muy contrastantes al utilizar
las diferentes fuentes de carbono. Como se indic6 en el método, las concentraciones de las
fuentes de carbono organico y sulfato se ajustaron para mantener las proporciones masicas
de nutrientes que podrian favorecer a las bacterias sulfato-reductoras o a bacterias
metanogénicas y acetogénicas [25,67]. A pesar de que el lactato no favorecié la generacién
de voltaje en la fase | (Fig. 5.5 B), se decidié incluir esta fuente de carbono en la fase 1V,
porque se esperaba encontrar una razon masica carbono/sulfato en la que se incrementara
la generacion de voltaje. Con el lactato de calcio se registraron algunos picos de produccion
de voltaje, los cuales alcanzaron un valor maximo de 286 mV. Sin embargo, la generacion
de voltaje en el tiempo fue poco constante y baja. Ademas, con este sustrato no se observé
un patron en el voltaje generado al modificar la razén carbono/sulfato en los diferentes
tratamientos (Fig. 5.9).
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Figura 5.9. Generacion de voltaje con distintas proporciones de carbono y sulfato al utilizar lactato
de calcio (L) y sulfato de magnesio en los distintos niveles: bajo, medio y alto. Las lineas
corresponden a los resultados de las tres réplicas y el &rea sombreada al promedio.
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En contraste, al utilizar celulosa como sustrato, se observéd un patrén en la generacion de
voltaje al cambiar la raz6n masica carbono/sulfato (Fig. 5.10). La generacién de voltaje se
inhibi6 casi por completo en los tratamientos CT6 y CT9 que tuvieron una alta concentracion
de celulosa respecto al sulfato. En contraste, en otras condiciones, con una menor
concentracién de celulosa, se registré un voltaje estable cercano a los 140 mV durante
varios dias (tratamientos CT1y CT7). Con los tratamientos CT4 y CT5 se gener6 un voltaje
variable entre los 200 y 300 mV durante 40 dias. Durante el monitoreo de las celdas, se
registré un pico inicial de voltaje en los primeros cuatro dias, seguido por una disminucion
(antes del dia 5), y un segundo pico en los tratamientos CT1, CT2, CT4, CT7,y CT8. En
algunos tratamientos se observé un tercer pico con una estabilizacion posterior en la
generacion de voltaje (en CT1, CT2y CT7), con valores cercanos a 140 mV. En otros casos
después del segundo pico, el voltaje fue variable (CT3, CT4, CT5 y CT8). En los
tratamientos CT6 y CT9 se registré un pico inicial y después un voltaje bajo.
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Figura 5.10. Generacioén de voltaje con distintas proporciones de carbono y sulfato al utilizar

celulosa (C) y sulfato de magnesio en los distintos niveles: bajo, medio y alto. Las lineas
corresponden a los resultados de las tres réplicas y el &rea sombreada al promedio.
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El uso de papel como fuente de carbono organico mostr6 un comportamiento, en la
generacién de voltaje, similar al obtenido con la celulosa (Fig. 5.11). Al usar este sustrato
con una concentracion alta de carbono y baja de sulfato también se inhibi6 la generacion
de voltaje. En el tratamiento PT9, se observo un pico inicial de voltaje y posteriormente no
se registrd voltaje por varios dias. En contraste, en los tratamientos PT1, PT4 y PT7, que
tuvieron una baja concentracién de papel, se registré una produccién de voltaje constante
por varios dias cercana a los 120 mV. Por otra parte, en los tratamientos PT2 y PT5, se
obtuvieron mejores resultados con un voltaje constante durante varios dias. En el
tratamiento PT2 se registraron valores cercanos a los 300 mV durante 30 dias. En el
tratamiento PT5 se registraron dos mesetas con una produccion de voltaje estable, una de
380 mV en los dias 10 al 24 y la otra de 280 mV en los dias 27 al 39. En estas celdas,
también se observaron de uno a tres picos de voltaje, seguidos por una estabilizacion
(tratamientos PT1, PT2, PT4y PT7), aunque en algunos casos se observaron fluctuaciones
(PT3, PT6 y PT8). Es importante mencionar que en los tratamientos PT3 y PT6 (con altas
concentraciones de papel) se registraron los picos de voltaje mas altos (500 mV) en los
primeros siete dias.
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Figura 5.11. Generacion de voltaje con distintas proporciones de carbono y sulfato al utilizar papel
(P) y sulfato de magnesio en los distintos niveles: bajo, medio y alto. Las lineas corresponden a los
resultados de las tres réplicas y el area sombreada al promedio.
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De esta manera se comprobé que la celulosa y el papel como fuente de carbono pueden
favorecer la generacion de voltaje en determinadas concentraciones y proporciones.

La relacion entre fuente de celulosa y sulfato se modificé considerando la proporcion de
nutrientes que podrian favorecer el desarrollo de bacterias sulfato-reductoras u otros grupos
bacterianos, como bacterias acetogénicas y metanogénicas [25]. Estos grupos de bacterias
se han vinculado con la generacién de voltaje, tanto sulfato-reductoras [66] como
metanogénicas [87]. Por ejemplo, la alta concentracion de sulfato en el tratamiento T1 pudo
favorecer a las bacterias reductoras de sulfato, pero la baja concentracion de la fuente de
carbono pudo limitar el desarrollo de una comunidad microbiana abundante. En el
tratamiento T9, la baja concentracion de sulfato y la alta concentracién de la fuente de
carbono, pudo inhibir la sulfurogénesis por competencia entre bacterias anaerobias [25,67].
Por tanto, para favorecer la generacion de voltaje, el aumento de la concentracién de sulfato
debe ir acompafiado de la adicion de celulosa o papel, como en los tratamientos CT4y CT5
o PT2 y PT5 (que corresponden a una razén celulosa/sulfato de 0.14 y 0.57,
respectivamente, para cada fuente de carbono). Es posible que en los tratamientos CT7 y
PT7 la baja concentracion de celulosa y de sulfato limitara el desarrollo de las bacterias [25]
y también la generacion de voltaje.

Ademaés de la proporcion del carbono respecto al sulfato, también la concentracién de estos
compuestos en el medio de cultivo tuvo gran influencia en los resultados. Una misma razén
masica carbono/sulfato se obtuvo con diferentes concentraciones de estos compuestos
(Tabla 4.2). Al utilizar la misma razén carbono/sulfato, pero con diferente masa, es decir,
diferente concentracién, se gener6 una cantidad de voltaje distinta (Fig. 5.10 y 5.11). Esto
fue notable en los tratamientos T6 y T8, cuya razén carbono/sulfato fue de 2.29, pero las
concentraciones de ambos nutrientes fueron distintas. En el tratamiento T6, la
concentracion de carbono fue 0.89 % peso y de sulfato 0.39 % peso, mientras que en el T8
las concentraciones fueron de 0.22 % peso y 0.09 % peso, respectivamente. En estos casos
se observé que el tratamiento T8 favorecié la produccién de voltaje, tanto al utilizar celulosa
(CT8) como papel (PT8).

De manera similar, al considerar la razén masica carbono/sulfato de 0.57 (tratamientos: T3,
T5y T7), los resultados variaron al utilizar concentraciones diferentes de carbono y sulfato.
Se registré una mayor generacion de voltaje en la condicion donde el medio de cultivo tenia
una concentracion intermedia de carbono y sulfato (tratamiento T5), tanto con papel, como
con celulosa.

En los tratamientos T2 y T4, cuya raz6n masica carbono/sulfato fue de 0.14, se registré un
voltaje més alto en CT4 respecto a CT2 al utilizar celulosa (Fig. 5.10); pero al utilizar papel,
se obtuvieron mejores resultados en PT2 que en PT4 (Fig. 5.11).

Es posible suponer que la concentracién de los compuestos es muy importante para el
desempefio de la celda, ya que puede influir en el desarrollo de las comunidades
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bacterianas, pero ademas también se requiere considerar que la fuente de carbono puede
influir dadas las diferencias entre los tratamientos T2 y T4 al utilizar celulosa o papel.

En las celdas control que no contaban con el consorcio microbiano, se registraron valores
de voltaje muy bajos durante los primeros dias, posteriormente se registré un incremento
de voltaje paulatino a partir del dia 20. En estas celdas el voltaje promedio fue menor a 80
mV y no se observo ningun pico de voltaje.

Los resultados obtenidos con el lactato fueron inconsistentes, pobres y no fue posible
observar un patrén en la generacién de voltaje. En contraste, al utilizar celulosa y papel se
observé un patron en la generacion de voltaje y se obtuvieron resultados muy similares en
las réplicas de cada condicion. Si bien, las variaciones de potencial no fueron idénticas,
éstas tuvieron un comportamiento similar. Algunos autores han reportado una baja
reproducibilidad al evaluar las celdas de combustible microbianas a pesar de considerar
algunos factores como el inéculo, la temperatura, las caracteristicas de la celda y el
protocolo utilizado [88,89]. Existen factores y procesos multivariables complejos que no se
pueden controlar, tales como los procesos de transporte de masa y la competencia entre
bacterias por los recursos. Las comunidades microbianas que se encuentran en los
dispositivos pueden competir por el mismo sustrato o bien, distintos grupos de bacterias
pueden degradar los compuestos [25,35,67]. Ademas, existen fendmenos de transporte de
masa como el biogas que se difunde hacia arriba, pero es retenido por el sedimento.
Ademas, el sedimento puede limitar la transferencia de masa de materia organica y de
productos, lo que a su vez, puede provocar una baja reproducibilidad en los resultados [90].

La concentracion de sulfato presente de forma natural en el sedimento (1.3 mg/g) es baja
en comparaciéon con las cantidades de sulfato afiadidas a los dispositivos utilizados en la
fase IV. El sulfato agregado en el nivel bajo (1.0 mg/g en los tratamientos T7, T8 y T9) fue
similar al encontrado en el sedimento ambiental y, por lo tanto, su concentracion final se
calcula que fue de 2.3 mg/g. En los tratamientos de la fase IV en los que se coloc6 un nivel
medio de sulfato (3.9 mg/g en los tratamientos T4, T5y T6), la concentracion final fue unas
3 veces mayor que la concentracion de sulfato originalmente presente en el sedimento. En
las unidades experimentales que utilizaron el nivel alto de sulfato (15.6 mg/g en los
tratamientos T1, T2 y T3), la concentracion colocada representé una cantidad diez veces
mayor que la encontrada en las muestras de sedimento.

Asi, las pruebas de la fase IV en las concentraciones intermedias y altas de sulfato, se
llevaron a cabo con un enriquecimiento importante de sulfato respecto a los niveles
originales en el sedimento. En contraste, la cantidad de celulosa agregada en los
tratamientos T1, T4 y T7 (1.3 mg/g) representa sélo una pequefia proporcion del total de
carbohidratos presentes en el sedimento original, ya que en T2, T5 y T8, la cantidad
colocada (5.0 mg/g) fue similar a los valores de carbohidratos encontrados en las muestras
de sedimento (8.2 mg/g). Si bien hay que considerar que, en los tratamientos T3, T6 y T9,
la celulosa agregada (20.0 mg/g) fue 2.5 veces mayor que los carbohidratos presentes en
el sedimento. Sin duda, las bacterias también podrian utilizar los carbohidratos totales
presentes de forma natural en el sedimento, a pesar de lo cual, el enriquecimiento de
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carbono permitié observar el efecto de cada tratamiento en la generacién de voltaje. Se
aprecié que un enriguecimiento de la fuente de carbono en el sedimento en ciertas
cantidades derivé en un incremento en la generacion de voltaje.

Existen ademas otros factores que influyen en el aprovechamiento del carbono. Se ha
reportado que la temperatura y el tiempo de esterilizacion son factores importantes para la
liberacion de materia organica disuelta a partir de la materia organica contenida en el
sedimento [90].

La celulosa ha sido utilizada previamente por otros autores en las celdas de combustible
microbianas para la generacién de electricidad [8,11,90,91]. Sajana et al. [11] reportaron
que la adicion de 2 % peso de celulosa aumenta la generacion de voltaje (valor maximo de
970 mV) en las celdas de combustible microbianas de sedimento, pero al usar una
concentracion del 4 % peso, la generacion de voltaje se retrasa y disminuye alrededor de
150 mV. En contraste, Bhande et al. [9] reportan que al adicionar 6 % peso de celulosa se
genera un voltaje mayor (680 mV), respecto al valor de 480 mV del control (sin adicién de
celulosa). Estos resultados pueden estar influenciados por la cantidad de materia organica
presente en el sedimento utilizado en cada estudio. Por lo tanto, es importante analizar las
caracteristicas del sedimento utilizado. Ademas, la celulosa como fuente de carbono
presenta caracteristicas que deben ser consideradas al trabajar en las celdas microbianas.
La degradacion de la celulosa es un proceso complejo que genera varios productos que
son utilizados por varios grupos de bacterias. Estas a su vez producen otros compuestos
mas simples que pueden estar relacionados con la generacion de electricidad [11,46]. Sin
embargo, cuando la cantidad de materia organica disponible es alta, se puede presentar
una inhibicién de los microorganismos por la acumulacién de 4cidos grasos, por ejemplo,
al incrementar la concentracion de celulosa [11].

5.4.5 Fase V: Andlisis del modelo superficie de respuestay comprobacién

Andlisis del modelo superficie de respuesta

El andlisis de los resultados del disefio factorial, descrito en la fase 1V, se llevo a cabo con
el modelo de superficie de respuesta. La grafica de efecto de los factores incluidos en el
disefio factorial (Fig. 5.12), mostré que la concentracién de carbono en los niveles bajo-
medio favorece la generacion de voltaje al utilizar celulosa, y que el voltaje disminuye al
incrementar su concentracion. En el caso del papel, la concentracién en el nivel medio
favorece la generacion de voltaje, y al disminuir o aumentar su concentracion, la produccion
de voltaje se reduce. Por otra parte, al aumentar la concentracion de sulfato, se obtiene un
efecto positivo en la generacion de voltaje, tanto en los tratamientos con celulosa, como
con papel.
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Figura 5.12. Gréfica de efecto de los factores en la generacion de voltaje. Factores: fuente de
carbono a partir de celulosa (A) o papel (B) y el sulfato.

El modelo de superficie de respuesta se elabor6 con los resultados del disefio factorial al
utilizar celulosa (Fig. 5.10) y papel (Fig. 5.11) como fuentes de carbono. A partir del modelo
se obtuvieron ecuaciones polinomiales de segundo orden para estimar la generacion de
voltaje con distinto contenido de carbono y sulfato al utilizar celulosa (ecuacion 5.1) y al
utilizar papel (ecuacion 5.2).

V =176.13 — 49.74C + 20.37S — 43.44C? + 39.16CS — 15.46S? (ec.5.1)
V =263.90 — 4.96P + 35.71S — 131.29P? + 50.98CS — 11.11S? (ec.5.2)

Donde: V = voltaje (mV), C = concentracion de celulosa (ecuacion 5.1), P = concentracion
de papel (ecuacion 5.2), S = concentracion de sulfato.

El andlisis estadistico del modelo por medio de ANOVA se muestra en las tablas 5.1
(celulosa) y 5.2 (papel). Un valor de F alto con un valor de p bajo indica que el modelo de
regresion es significativo. El valor de p también indica la importancia de cada término de la
ecuacion para la generacion de voltaje y la interaccion de los términos. La celulosa (C) y
los términos celulosa-sulfato (CS) fueron estadisticamente significativos (Tabla 5.1),
mientras que, en el disefio experimental con papel, los términos sulfato (S) y papel-papel
(P?) y papel-sulfato (PS) fueron estadisticamente significativos (Tabla 5.2). Esto indica que
el ajuste del modelo utilizando papel fue mejor que el de celulosa.
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Tabla 5.1. Andlisis de varianza (ANOVA) de la generacion de voltaje en la columna de
Winogradsky al utilizar celulosa como fuente de carbono.

Fuente Suma de ol Cuadrado Valor F Valor p
Cuadrados medio

C: celulosa 44541 1 44541 15.15 0.001*

S: sulfato 7470 1 7470 254 0.127

CcC 11324 1 11324 3.85 0.065

CS 18408 1 18408 6.26 0.022*

SS 1434 1 1434 0.49 0.493

* Diferencias estadisticas; CC, interaccion celulosa-celulosa; CS, interaccion celulosa-sulfato; SS,
interaccioén sulfato-sulfato.

Tabla 5.2. Analisis de varianza (ANOVA) de la generacién de voltaje en la columna de
Winogradsky al utilizar papel como fuente de carbono.

Fuente Suma de gl Cuadrado Valor F Valor p
Cuadrados medio
P: papel 443 1 443 0.45 0.513
S: sulfato 22955 1 22955 23.08 0.0001*
PP 103429 1 103429 103.99 0.0000*
PS 31181 1 31181 31.35 0.0000*
SS 740 1 740 0.74 0.3989

* Diferencias estadisticas; PP, interaccién papel-papel; PS, interaccién papel-sulfato; SS,
interaccion sulfato-sulfato.

El valor de R? indica el valor la correlacion entre los valores observados y la prediccién por
el modelo. Al usar celulosa como fuente de carbono el valor de R? fue de 0.62, mientras
que al usar papel el valor de R? fue de 0.89. Lo anterior indica que el modelo generado con
papel como fuente de carbono podria predecir mejor la generacion de voltaje con diferentes
concentraciones de papel y sulfato.

A partir del modelo de superficie de respuesta se obtuvieron las condiciones para maximizar
la generacion de voltaje (Fig. 5.13). La concentracion recomendada de celulosa fue 0.25 %
peso y 0.85 % peso de sulfato (MgSO. 7H.0), que representan una razén masica
carbono/sulfato de 0.34. En el caso del papel, el maximo se calculé en 0.64 % peso de
papel y 4 % peso de sulfato (MgSOs 7H;0) lo que representa una razon masica
carbono/sulfato de 0.18.
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Figura 5.13. Gréfica del modelo de superficie de respuesta para encontrar las condiciones en las
gue se maximiza la generacion de voltaje en funcién de la razén carbono/sulfato al utilizar celulosa
(A) y papel (B) como fuente de carbono.

Comprobacion de las condiciones sugeridas por el modelo de superficie de respuesta

Al probar las condiciones calculadas por el modelo de superficie de respuesta se obtuvo un
incremento en la generacion de voltaje (Fig. 5.14). El promedio del voltaje generado al
utilizar celulosa fue de 257 mV con un maximo de 400 mV, que fue un valor superior al
obtenido en las condiciones probadas previamente, en las cuales el promedio fue de 227
mV en la condicion (CT4).

Al utilizar la condicién propuesta por el modelo con el uso de papel, se registré un maximo
de 600 mV, que fue mayor al voltaje generado en las condiciones anteriores; en este caso
se obtuvo un promedio de 283 mV. Este valor fue mas alto que el promedio del tratamiento
PT5 (275 mV). El uso del modelo de superficie de respuesta permitié obtener un incremento
en la generacion de voltaje al cambiar la proporcion de carbono organico y sulfato del medio
de cultivo. Es importante resaltar que, al utilizar las condiciones 6ptimas, la generacion de
voltaje fue mas estable con celulosa. Esto podria estar relacionado con las proporciones de
celulosa y sulfato necesarias para que se lleven a cabo las reacciones de sulfato-reduccién.
Mientras que al utilizar el papel como fuente de carbono, la generaciéon de voltaje fue
irregular con un comportamiento similar a la condicién previa PT3. Los voltajes generados
con las condiciones propuestas por el modelo no fueron tan estables como los registrados
previamente en la fase IV (tratamientos PT2 y PT5 de la figura 5.11).
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Figura 5.14. Generacion de voltaje en celdas con las condiciones resultantes del andlisis de
superficie de respuesta para incrementar la produccion de voltaje con: A) celulosa (0.25 % peso) y
sulfato (0.85 % peso) con una razén masica carbono/sulfato de 0.34 y B) papel (0.64 % peso) y
sulfato (4 % peso) con una razén mésica carbono/sulfato de 0.18.

La diferencia de potencial que se generé en estas columnas se debid a las comunidades
bacterianas que se desarrollaron en la zona inferior y superior de la columna de
Winogradsky, con una distancia de 7 cm. Se ha reportado que al incrementar la distancia
entre electrodos también se registra una mayor generacion de voltaje. Un anodo enterrado
en el sedimento a 10 cm de profundidad genera cuatro veces mas voltaje que un anodo
enterrado a 2 cm de profundidad, esto se debe a que el potencial redox es mas negativo al
aumentar la profundidad [26]. Bhande et al. [9] y Sajana et al. [11] reportan altos voltajes
(684 y 950 mV, respectivamente), en celdas de combustible microbianas de sedimento con
150 cm de altura y aireacion en la zona superior. Tales condiciones favorecen un ambiente
mas reductor en la zona inferior y uno méas oxidante en la zona superior. En el presente
estudio se increment6 la generacion de voltaje por arriba de los 300 mV y un maximo de
600 mV al cambiar la proporcién de celulosa y sulfato en una columna de Winogradsky de
12 cm de altura.

Pocos investigadores han empleado un modelo superficie de respuesta para incrementar
la generacion de voltaje e identificar el efecto de diferentes factores en sistemas
bioelectroquimicos. Al-Shehri et al. [39] lograron incrementar la generacion de voltaje de
684 mV a 738 mV (aumento del 8 %) al cambiar la composicion del medio de cultivo en una
celda de combustible microbiana de dos cdmaras. Este sistema presenta caracteristicas
distintas porque no tiene sedimento, sin embargo, en las celdas microbianas con sedimento,
probadas en el presente estudio, también se logré un incremento en la generacion de
voltaje. En el presente estudio al usar celulosa en el nivel propuesto por el modelo se obtuvo
un incremento del 20 % con respecto al tratamiento CT5 (Fig. 5.10) y el doble de produccion
de voltaje en comparacion con la primera condiciéon evaluada (Fig. 5.3). Al utilizar papel en
el nivel éptimo se alcanz6 un pico inicial de voltaje de 600 mV, esto representa el triple al
compararlo con los 200 mV de primera condicion evaluada (Fig. 5.3).
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Se consider6 importante conocer la comunidad bacteriana presente en los dispositivos por
lo que se seleccionaron algunos tratamientos para poder comparar las comunidades y
explicar la generacion de voltaje.

5.5 Comunidad bacteriana en dispositivos con diferentes nutrientes

Se selecciond el tratamiento con papel PT5 (Fig. 5.11) para analizar la comunidad
bacteriana y relacionar los grupos de bacterias con la generacion de voltaje. En este
tratamiento se registré un voltaje constante, que podria estar relacionado con condiciones
biologicas estables. Ademas, se seleccionaron tres tratamientos en los que la generacion
de voltaje fue casi nula para comparar las comunidades bacterianas con respecto al
tratamiento PT5 con la finalidad de distinguir los grupos de bacterias que favorecen la
generacion de voltaje. Las condiciones con menor generacion de voltaje fueron: dos con
lactato (LT5 y LT6; Fig. 5.9) y otro con papel (PT6; Fig. 5.11).

Los resultados de esta seccién se presentan en el orden: LT6, LT5, PT6 y PT5 para facilitar
la descripcion de las comunidades microbianas donde el voltaje fue limitado (LT6, LT5, PT6)
con respecto al tratamiento (PT5) donde se favorecio la generacion de voltaje.

5.5.1 Generacion de voltaje en los tratamientos para el andlisis de la comunidad
bacteriana

Los 4 tratamientos se elaboraron por quintuplicado y se midié el voltaje en los dispositivos
durante 19 dias (Fig. 5.15). Los tratamientos de lactato generaron un voltaje muy bajo,
menor a 100 mV. En el tratamiento PT6, con alta concentracion de papel, se observé un
pico de voltaje de 270 mV en el dia 4. En el tratamiento PT5, se gener6 un voltaje entre los
200 y 300 mV a partir del dia 4.
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Figura 5.15. Promedio del voltaje generado con 5 réplicas de cuatro tratamientos A) LT6, B) LT5,
C) PT6 y D) PT5. En una celda microbiana de sedimento monitoreada por 19 dias antes de tomar
las muestras para la extraccién de ADN.

5.5.2  Extraccion de ADN para el analisis de metagenémica

En el dia 19 se tomaron las muestras para extraer el ADN e identificar la comunidad
bacteriana por secuenciacion masiva. La concentracion de ADN en las celdas microbianas
de sedimento fue mayor en la zona inferior y en la muestra de mezcla, mientras que la
concentracion de ADN en la zona superior (agua) fue menor (Fig. 5.16). Estos resultados
coinciden con lo reportado en varios trabajos que indican una mayor concentracion de
microorganismos en sedimento que en la columna de agua [92]. La concentracion de ADN
de muestras ambientales de suelo se ha relacionado con la cantidad de biomasa bacteriana
[74]; y se ha utilizado para evaluar la biomasa microbiana en suelo con distintos
tratamientos [93].
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Figura 5.16. Concentracién de ADN en muestras de los tratamientos A) LT6, B) LT5, C) PT6 y D)
PT5 de las muestras de la zona inferior (inf), mezcla (mez) y zona superior (sup).

Aparentemente la cantidad de biomasa bacteriana de las diferentes zonas (Fig. 5.16) no
tiene relacion con la generacion de voltaje (5.15). Sin embargo, la composicién de la
comunidad bacteriana puede influir en la cantidad de voltaje generado. La presencia o
ausencia de algunos grupos bacterianos puede determinar las reacciones metabdlicas que
ocurriran, la concentracion de los productos metabdlicos y el gradiente de condiciones
redox a lo largo de la columna de Winogradsky [21].

5.5.3 Composicién de la comunidad bacteriana

La secuenciacion masiva de la region V3 del gen 16S y el analisis bioinformético permitieron
conocer la comunidad bacteriana presente en los distintos tratamientos. Se obtuvo un total
de 1,975,598 fragmentos, después de la alineacion el total fue de 1,737,664 y con la
eliminacion de secuencias quiméricas el total fue de 1,333,407. El tamafio minimo de los
fragmentos fue de 170 y el maximo de 250 pares de bases. La asignacion taxondémica se
realiz6 con la base de datos SILVA 132 y se obtuvieron en total 3902 unidades taxonémicas
operacionales (OTUs). Las curvas de rarefaccion alcanzaron la asintota por lo que el
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namero de lecturas fue adecuado (Fig. 8.10 a 8.13; anexo 9). Se observaron diferencias
importantes en la estructura de la comunidad bacteriana en los distintos tratamientos y para
cada muestra: zona inferior (sedimento), mezcla y zona superior (agua), esto se puede
observar a nivel de phylum (Fig. 5.17), clase (Fig. 5.18) y orden (Fig. 5.19).

El phylum Proteobacteria fue abundante en los tratamientos con lactato. La clase
Deltaproteobacteria fue muy abundante en los tratamientos LT6 (con 71 a 78 %) y LT5 (49
a 55 %). El phylum Proteobacteria también fue abundante en la zona superior del
tratamiento PT5, con una abundancia del 73 %, pero en este caso la clase dominante fue
Alphaproteobacteria con un 59 %, y sélo el 7 % fueron Deltaproteobacteria y 7 %
Gammaproteobacteria. El phylum Firmicutes, clase Clostridia estuvo presente en todos los
tratamientos y fue mas abundante en la zona inferior (23 a 32 %) y mezcla (16 a 40 %),
respecto a la muestra de la zona superior (2 a 17 %). La clase Bacteroidia (phylum
Bacteroidetes) fue mas abundante en los tratamientos con el papel (PT6y PT5), con 20 a
37 % en la zona inferior y mezcla, mientras que en los tratamientos LT6 y LT5, la abundancia
de la clase Bacteroidia fue menor al 7 %. La clase Chlorobia (phylum Chlorobi) fue muy
abundante (78 %) en la zona superior del tratamiento PT6, y en los demas tratamientos y
zonas, su abundancia fue del 1 % al 13 %, a excepcion del tratamiento LT6 donde fue menor
al 0.02 % (Fig. 5.17 y 5.18).
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Figura 5.17. Composicién de las comunidades bacterianas a nivel de phylum con los distintos
tratamientos LT6, LT5, PT6 y PT5 en la zona inferior (inf), mezcla (mez) y zona superior (sup).
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Figura 5.18. Composicion de las comunidades bacterianas a nivel de clase con los distintos
tratamientos LT6, LT5, PT6 y PT5 en la zona inferior (inf), mezcla (mez) y zona superior (sup).

La figura 5.19, muestra los resultados de la composicion de la comunidad bacteriana a nivel
de orden en los distintos tratamientos.

Al utilizar el lactato en concentracion alta (tratamiento LT6); los érdenes mas abundantes
fueron los Desulfurovibrionales (69 a 76 %), seguido por Clostridiales (17 a 27 %),
Oceanospirillales (0.6 a 3 %) y Desulfuromonadales (1 a 2 %). También se presentaron
otros érdenes, pero la abundancia de estos fue menor al 1 %.

Con una concentracion baja de lactato (tratamiento LT5), los 6rdenes Desulfurovibrionales
(45 a 50 %) y Clostridiales (16 a 21 %) fueron muy abundantes, aunque también fueron
predominantes otros ordenes, entre ellos los Chlorobiales (5 a 12 %), Bacteroidales (4 a 7
%), Desulfuromonadales (2 a 4 %), Acholeplasmatales (0.4 a 7 %), Oceanospirillales (0.4 a
4 %), Spirochaetales (0.3 a 3 %), Rhizobiales (0.5 a 2 %), Fusobacteriales (0.4 a 2 %),
Rhodospirillales (8 %) y otros 6rdenes cuyas abundancias relativas fueron menores al 1%.

Al utilizar el papel en concentracion alta (tratamiento PT6) en la zona inferior y en la mezcla
el orden mas abundante fue Clostridiales (32 a 39 %), seguido de Bacteroidales (19 a 24
%), Desulfovibrionales (9 %), Chlorobiales (7 a 13 %), Anaerolinaeles (4 %),
Fusobacteriales (2 %), Synergistales (2 %), Vibrionales (1 a 2 %), Chitinivibrionales (1 %) y
otros menores al 1%. En la zona superior el orden Chlorobiales fue el mas abundante con
66 %, seguido por Bacteroidales (9 %), Desulfovibrionales (2.5 %), Pseudomonadales (2
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%) y otros érdenes, es importante mencionar que en este tratamiento se registré un alto
namero de casos ho clasificados (12 %).

Con la concentracién baja de papel (tratamiento PT5), los érdenes mas abundantes en la
zona inferior fueron los Clostridiales (18 a 32 %), Bacteroidales (28 a 36 %),
Desulfovibrionales (5 a 7 %), Chlorobiales (1 a 6 %), Sphingomonadales (3 a 11 %),
Desulfuromonadales (2 a 4 %), Anaerolinaeles (2 a 4 %), Desulfobacterales (1 a 3 %),
Fusobacteriales (2 %), Synergistales (1 a 2 %), Vibrionales (1 a 2 %), Coriobacteriales (1
%) y otros 6rdenes menos abundantes (< 1 %). La composicion de la comunidad bacteriana
de la zona superior fue radicalmente diferente, con mayor nimero de Sphingomonadales
(48 %), seguido por Clostridiales (9 %), Bacteroidales (8 %), Kordiimonadales (6 %),
Chromatiales (2.5 %), Phycisphaerales (2 %), Desulfovibrionales (1.6 %), Chlorobiales (1.5
%), Desulfuromonadales (1.5 %), Rhizobiales (1 %), Rhodobacterales (1 %),
Flavobacteriales (1 %), Bacillariophyceae (1 %) y otros 6rdenes cuyas abundancias
representaron menos del 1 %.
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= Cécs'n'dialels
Lactato Papel 'g:,%fm
\ A = Sphi onadales
LTé LTS PT6 PTS » Desulluromonadales
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Figura 5.19. Composicién de las comunidades bacterianas a nivel de orden con los distintos
tratamientos LT6, LT5, PT6 y PT5 en la zona inferior (inf), mezcla (mez) y zona superior (sup).

El nimero de casos no clasificados fue mayor en niveles taxon6micos mas especificos. A
nivel orden el porcentaje de casos no clasificados fue menor al 2 %, excepto en el
tratamiento PT6 de la zona superior, donde que fue de 12 %. A nivel familia el porcentaje
de no clasificados fue de 0.17 % (LT6 zona superior) hasta 50 % (PT6 zona superior).
Mientras que a nivel género, el porcentaje de no clasificados fue de 29 % (PT6 zona inferior)
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hasta 78 % (PT6 zona superior). Los porcentajes de la composicion bacteriana y los casos
no clasificados a nivel familia y género se muestran en el anexo 10 (Fig. 8.14 y 8.15,
respectivamente).

Los érdenes Desulfovibrionales y Desulfobacterales estuvieron presentes en todas las
muestras. Estos se caracterizan por ser bacterias anaerobias capaces de reducir el sulfato
[19,94]. Las bacterias del orden Clostridiales son anaerobias y el género Clostridium tiene
algunas especies capaces de degradar la celulosa [45,95]. El orden Chlorobiales
corresponde a bacterias fototroficas anoxigénicas del azufre que oxidan el sulfuro de
hidrégeno [19,48]. El orden Bacteroidales que tiene bacterias facultativas que son capaces
de degradar compuestos organicos complejos como la celulosa [45]. Este grupo de
bacterias estuvo presente en los tratamientos LT5, PT6 y PT5, pero fue mas abundante en
la zona inferior y la mezcla de los tratamientos con papel. El orden Sphingomonadales
presenta especies aerobias y facultativas que son consideradas heterétrofas [20].

Algunos grupos de bacterias se consideran bioindicadores de diferentes zonas en la
columna de Winogradsky, tal es el caso de Deltaproteobacteria (reductores de sulfato),
Firmicutes (Clostridiales) y Bacteroidales, que fueron distintivos de la zona inferior, [19] y
Sphingomonadales que fueron abundantes en la zona superior [20]. Sin embargo, es
importante considerar que dentro de las clases y 6rdenes es frecuente encontrar géneros y
especies con diferentes caracteristicas metabolicas [48]. Por ejemplo, los géneros
Clostridium y Acidaminobacter que pertenecen al orden Clostridiales son anaerobias, sin
embargo, Clostridium es Gram-positiva, formadora de endosporas y suele producir mezclas
de acidos orgéanicos y alcoholes por la fermentacién de carbohidratos, mientras que, el
género Acidaminobacter es Gram-negativa, no formadora de esporas, y el acetato es el
principal producto de fermentacién [96]. Por lo tanto, es conveniente realizar un analisis a
nivel de género para obtener informacion relevante.

Para el analisis a este nivel taxonémico, se consideraron los géneros que presentaron una
abundancia mayor al 1 %, los cuales se muestran en las tablas 5.3 y 5.4. Los géneros con
abundancia inferior al 1 % se consideraron raros [19] y no fueron incluidos en el analisis.

Los géneros mas abundantes en el tratamiento LT6 incluyeron a Desulfomicrobium (orden
Desulfovibrionales) bacteria anaerobia, Gram-negativa, sulfato-reductora que utiliza
compuestos organicos simples como lactato, piruvato, etanol y formiato [94]. El segundo
género mas abundante fue Clostridium. En el tratamiento LT5, Desulfomicrobium también
fue el género mas abundante, y otros géneros anaerobios como Chlorobaculum,
Proteiniclasticum, Pelobacter, Mangroviflexus, Acidaminobacter y Clostridium se
encontraron en diferentes porcentajes (Tabla 5.3).

Los tratamientos con papel (PT6 y PT5; Tabla 5.4) presentaron géneros anaerobios en la
zona inferior, como Mangroviflexus, Desulfomicrobium y otros. En la zona superior del
tratamiento PT6, fue abundante Chlorobaculum (orden Chlorobiales), bacteria anaerobia
verde del azufre que oxida el sulfuro y usa CO; para formar carbohidratos [48]. En cambio,
en el tratamiento PT5, la zona superior presentd bacterias facultativas como
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Draconibacterium, Novosphingobium y Muricauda, entre otras. También se detectaron

bacterias

aerobias

como

Kordiimonas,
(Pleurosigmataceae, Gyrosigma) (Tabla 5.4).

Loktanella,

Luteolibacter

y diatomeas

Tabla 5.3. Abundancia relativa de los géneros presentes en diferentes zonas de las celdas con

lactato (tratamientos LT6 y LT5).

LT6 zona inferior

LT6 zona superior

LT5 zona inferior

LT5 zona superior

géneros % géneros % géneros % géneros %
Desulfomicrobium 64.8 Desulfomicrobium 65.7  Desulfomicrobium 14.4  Desulfomicrobium 219
Clostridium 20.2 Clostridium 12.6  Proteiniclasticum 8.6  Chlorobaculum 15.9
Pelobacter 6.4 Marinobacterium 6.7  Pelobacter 8.2  Azospirillum 9.9
Marinobacterium 1.7 Proteiniclasticum 3.1  Mangroviflexus 5.8 AB598274_g (fam 9.4
Acholeplasmataceae)
Acidaminococcus 1.3 Pelobacter 2.4 Acidaminobacter 5.2 Marinobacterium 6.8
Otros (raros) 5.7 Alkaliphilus 1.3 Clostridium 5.2 Sphaerochaeta 4.4
Desulfovibrio 1.1  Chlorobaculum 4.0  Proteiniclasticum 2.8
Otros (raros) 7.2 GQ.396959_.g (fam 3.9  Acidaminobacter 2.7
Coriobacteriaceae)

Alkaliphilus 2.6 Pelobacter 2.7
Propionigenium 2.5  Clostridium 2.3
llyobacter 2.5  Mangroviflexus 2.0
Desulfobulbus 2.3 Draconibacterium 15
Photobacterium 2.1 Bartonella 14
Desulfobacter 1.9  Otros (raros) 16.1

Draconibacterium 14

Aminivibrio 1.3

GQ396981_g (ord 13

Bacteroidales) '

Azospirillum 11

Ercella 1.1

Desulfuromonas 11

Otros (raros) 23.4
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Tabla 5.4. Abundancia relativa de los géneros presentes en diferentes zonas de las celdas con

papel (tratamiento PT6 y PT5).

PT6 zona inferior

PT6 zona superior

PT5 zona inferior

PT5 zona superior

géneros % géneros % géneros % géneros %

AB?39481_g (fam 21.3  Chlorobaculum 45.8  Mangroviflexus 9.4  Mangroviflexus 9.0

Christensenellaceae)

Mangroviflexus 17.9  Draconibacterium 13.6 AB?39481_g (fam 7.9 Proteiniclasticum 6.7
Christensenellaceae)

Desulfomicrobium 10.3  Desulfomicrobium 4.3 Novosphingobium 6.1 Draconibacterium 6.5

Draconibacterium 4.6 Marinobacterium 4.0  Desulfomicrobium 4.6 Kordiimonas 5.4

Chlorobaculum 3.3 Pseudomonas 2.3 Sphingomicrobium 4.5 Novosphingobium 5.1

Acidaminobacter 3.1 Charonomicrobium 2.2 AF286038—9 (fam 4.4 AY771958_g (fam 3.7
Ruminococcaceae) Desulfobulbaceae)

Pelobacter 2.5  Sphaerochaeta 2.1  Draconibacterium 3.5  Desulfomicrobium 2.7

Desulfobacter 2.2 Proteiniclasticum 1.7  Acidaminobacter 3.2 Gyr05|ng1a 2.4

(Pleurosigmataceae)

LDWW_g (ord FJ628299 g (ord . .

Chitinivibrionales) 2.1 Bacteroidales) 1.7  Ercella 3.0  Acidaminobacter 2.4

GQ249567 d -

Q - g (o 2.0  Kordiimonas 1.2 llyobacter 2.8  Pelobacter 2.2
Anaerolinaeles)
Aminivibrio 1.9 Otros (raros) 21.3  Aminivibrio 2.6 JF27.2039—9 (fam 2.1
Phycisphaeraceae)

Photobacterium 1.8 Clostridium 2.4 Muricauda 2.0

KE15953£.;—9 (fam 1.5 GQ?QGQSQTQ (fam 2.4 Thioprofundum 1.9

Lachnospiraceae) Coriobacteriaceae)

AF28.6038—9 (fam 1.4 Pelobacter 2.2 Magnetovibrio 1.8

Ruminococcaceae)

llyobacter 1.3 Acetivibrio 2.1  Ercella 1.8

GQ.396959—.9 (fam 1.2 Sphingorhabdus 2.1  Chlorobaculum 1.6

Coriobacteriaceae)

Ercella 12 GQ249§67_g (ord 20 GQ249§67_g (ord 15
Anaerolinaeles) Anaerolinaeles)

Proteiniclasticum 1.0 FJ202371_—9 (fam 15 Loktanella 1.4
Lachnospiraceae)

Otros (raros) 19.3 Christensenella 1.4 Luteolibacter 1.4
HQ994159—9 (fam 1.4 Pseudomonas 1.4
Ruminococcaceae)
Herbinix 1.2 llyobacter 1.3
Desulfobacter 1.2 Mesorhizobium 13
Proteiniclasticum 1.2 Methylophaga 1.2
Chlorobaculum 1.1  Otros (raros) 334
Otros (raros) 25.9
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En los tratamientos con lactato (LT6 y LT5) predominaron las bacterias anaerobias. En el
tratamiento LT6 el porcentaje de bacterias anaerobias fue del 85 %. En el tratamiento LT5
fue superior al 50 %, si bien en este tratamiento también se presentaron bacterias
facultativas (19 %) y aerobias (10 %). Es importante mencionar que el 10 % de bacterias
aerobias correspondié al género Azospirillum que son bacterias purpuras no del azufre,
aerobias y microaerobias [97]. En el tratamiento PT6 también predominaron las bacterias
anaerobias (74 % en la zona inferior y 54 % en la zona superior), aunque también se
presentaron bacterias facultativas (24 % en la zona superior). En el tratamiento PT5 el
porcentaje de bacterias anaerobias en la zona inferior también fue alto (52 %) y también
tuvo presencia de bacterias facultativas y aerobias. Por otra parte, en la zona superior del
tratamiento PT5 el porcentaje de bacterias anaerobias fue del 33 %, de bacterias
facultativas de 22 % y de bacterias aerobias 13 %. En el tratamiento PT5 se generd un
mayor voltaje lo que podria estar relacionado con el tipo de metabolismo de las bacterias.
Debido a esto se elabord una tabla para comparar el tipo de metabolismo de los géneros
(con una abundancia mayor al 1 %) que se presentaron en la zona superior e inferior de los
tratamientos (Tabla 5.5).

Tabla 5.5. Porcentaje de bacterias anaerobias, facultativas y aerobias en las zonas inferior y
superior de los tratamientos LT6, LT5, PT6 y PT5.

Metabolismo . -1© LTe - LTS LTS - PT6 - PT6 - PTS PTS
inferior  superior inferior  superior inferior  superior inferior  superior
Aerobio 0.0 0.0 11 9.9 0.0 12 7.8 131
Facultativo 1.7 7.8 4.8 19.2 6.4 23.7 11.6 22.1
Anaerobio 86.2 85.1 70.7 54.8 74.3 53.8 52.5 32.7
Total 88.0 92.9 76.6 83.9 80.7 78.7 71.9 67.9

En esta tabla es posible observar la ausencia o un porcentaje bajo de bacterias aerobias
en los tratamientos LT6 y PT6. También se observa una menor proporcion de anaerobios
en la zona superior del tratamiento PT5, asi como mayor proporcién de aerobios. La
presencia de bacterias aerobias indica la presencia de oxigeno en la zona superior del
tratamiento PT5 y esta condicién oxidante incrementa la diferencia de potencial con
respecto a la zona inferior (reductora) y se genera mas voltaje.

Con el cambio de sustrato se modifica la comunidad microbiana y el metabolismo
predominante en las columnas de Winogradsky. En el tratamiento LT6, la alta concentracion
de lactato limito la diversidad de bacterias y también los procesos metabdlicos siendo
predominante la sulfato reduccién que se atribuye al género Desulfomicrobium (orden
Desulfurovibrionales) y la fermentacion realizada por Clostridium (orden Clostridiales). En
el tratamiento LT5, con la presencia del género Chlorobaculum (orden Chlorobiales)
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bacteria fototrofica del azufre, también se lleva a cabo la oxidacion del azufre, lo que cierra
el ciclo del azufre y otros procesos anaerobios (Fig. 5.20 Ay B).

Los tratamientos con papel favorecieron la presencia de bacterias hidroliticas (orden
Bacteroidales) que pueden degradar la celulosa en compuestos mas simples y con esto
también la activacion de los procesos fermentativos. Ademas de que se aprecia que el ciclo
del azufre estuvo activo por la presencia de bacterias sulfato-reductoras (orden
Desulfurovibrionales) y fototréficas verdes del azufre (orden Chlorobiales). En el tratamiento
PT5, se activaron mas procesos, ademas de los anteriores, ya que también se registro la
presencia de bacterias heterotroficas (6érdenes Sphingomonadales y Kordiimonadales) y
microorganismos fototréficos oxigénicos (diatomea Gyrosigma) en la zona superior de la
columna (Fig. 5.20 C y D). La presencia de microorganismos fotoautotrofos oxigénicos
puede asociarse con la generacidn de voltaje [13,14].

A) LTB | B) LT5

| C) PT6 D) PTS
Fokotroficas aerobias
800, + 8H,0 — CH,.0, + 60
Heterdtroficas asrcbias
CeH 70, + 60, — 6CO, + EH,0
Hdrolticas Hidroltcas
(CeH0) + H;0 — (CH,:04),+ CH 0y | (CH,:05), + M0 — (CiH 0, + CH 0,
Fermentaivas Fermentatvas Fermentativas Fermentativas
CeH,;0; —+ C,H;O, + C;H.OH + CO, CoH,,0, ~+ C,H O, + C,H.OH + CO, CeH,;0; —+ C,HO, + C;H.OH + CO, CsHy:0; — CHLO; + C;H0H + CO,
Acetogénicas Acetogenkas Acetogenias Acetogencas
2C0, + 4 H, —+ C,H,0,+ 2H.0 2C0,+ 4 H, — C,H,0,+ 2H,0 200, +4 H, — C,H,0,+ 2H,0 200, +4 H, — CH,0,+ 24,0
Ciclo del azufre Ciclo del azufre Ciclo del azufre
Fototroficas del azufre Folotroficas del azufe Fototréficas del azufre
3,5 «6C0; « BH,0— CH0; + 350, + S~ | 3H,S « 600; « 6H,0— CH0; + 350, « 6H" 34,5 « 6C0; « BH,0— CH,0; « 350, + 54
Reaucioras del sufato Reductoras del sultan Reductioras del sufsto Reductoras del sulfaio
2CH,0;+ 3SO, — BHCO; + .S 20 M;0,+ 380, — BHCO, + IH,S 2C,H,0,+ 350, — 6HCO, + IH.S 2C,H;0,+ 380, — 8HCO,; + IH,S
Metanoginicas Metanoginicas
C;H,0,— CH, + CO, C;H,0,— CH, +CO,
CO,+4H CH,+ 2H,0 CH,+ 21

Figura 5.20. Procesos metabolicos predominantes en las columnas de Winogradsky (en negro)
considerando las comunidades microbianas presentes en los tratamientos LT6, LT5, PT6 y PT5.
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554 Analisis de diversidad

Las tablas 5.3 y 5.4 muestran los géneros con una abundancia mayor al 1 %, sin embargo,
existen mas géneros, por lo que es posible tener informacién a través de los indices de
diversidad. También se considerd importante asociar la diversidad y estructura bacteriana
con la generacion de voltaje.

Diversidad alfa

La diversidad alfa informa acerca de la variedad de especies que se presentan en una
comunidad a través de la riqueza de especies y de la abundancia de cada especie [50]. La
tabla 5.6 muestra los indices de diversidad alfa calculados de las comunidades bacterianas
de las muestras de la zona inferior, superior y mezcla de las columnas de Winogradsky con
distinto enriquecimiento. La mayor riqueza especifica se encontré en el tratamiento PT5 con
mas de 379 géneros, mientras que el tratamiento LT6 fue el que presentd menor himero
de géneros. Esto también se puede observar con el indice de Margalef, ya que se
obtuvieron valores superiores a 37.6 en el tratamiento PT5, e inferiores a 12.3 en el
tratamiento LT6. El indice de Shannon indicé que la mayor diversidad, en términos de
riqueza y equidad correspondi6 al tratamiento PT5. El indice de Berger-Parker nos indico
la dominancia de un género (Desulfomicrobium) en el tratamiento LT6 con valores mayores
a 0.65. También en la zona superior del tratamiento PT6 se registr6 un valor alto de
dominancia (0.46) que correspondio al género Chlorobaculum. La dominancia de Simpson,
que considera la contribucion de todos los géneros, también fue alta en las muestras del
tratamiento LT6. Y el inverso del indice de Simpson, indic6 mayor uniformidad en los
tratamientos LT5 y PT5.

La mayor diversidad bacteriana se encontrd en el tratamiento PT5, y se podria relacionar
una mayor diversidad con una mayor generacion de voltaje. Sin embargo, no se ha
confirmado que una mayor diversidad mejore el desempefio de la celda [10,23,42]. Por
ejemplo, Jung et al. [17] probaron cuatro electrodos anddicos (de grafito y magnesio, con y
sin quitina) en una celda de combustible microbiana de sedimento y encontraron que la
comunidad mas diversa (en el electrodo de magnesio) y la menos diversa (en el electrodo
de magnesio con quitina) generaron los voltajes y densidades de potencia mas altos. Por
lo tanto, es posible que en ese estudio el alto desempefio en el sistema dependiera
principalmente del material anédico y no de la diversidad microbiana. Por otro lado, la
generacién de electricidad en las celdas de combustible microbianas de sedimento se ha
relacionado con especies de bacterias de la clase Deltaproteobacteria presentes en el
anodo [1,10,17,98].

71



Tabla 5.6. indices de diversidad alfa de las columnas de Winogradsky con diferentes nutrientes
(tratamientos LT6, LT5, PT6 y PT5) de la zona inferior (inf), mezcla (mez) y zona superior (sup).

Tratamiento LT6 LTS PT6 PT5

muestra inf_ _mez sup inf_ _mez sup inf _ _mez  sup inf _mez sup
Riqueza 86 111 95 326 257 202 265 272 186 379 358 345
Margalef 9.6 123 10.3 359 291 212 285 303 221 39.1 381 37.6
Shannon 127 1.06 1.49 3.77 3.15 298 3.23 3.76 2.59 4.02 4.02 4.19
Berger-Parker 0.65 0.82 0.66 0.14 0.34 0.22 0.21 0.13 0.46 0.09 0.14 0.09
SimpsonD 0.46 0.67 0.45 0.05 0.13 0.10 0.10 0.05 0.23 0.03 0.04 0.03
SimpsonE 0.54 0.33 0.55 0.95 0.87 0.90 0.90 0.95 0.77 0.97 0.96 0.97

Diversidad beta

La diversidad beta nos permite calcular el reemplazo en la composicién de especies entre
diferentes comunidades, habitats o gradientes ambientales [50]. Una manera de hacer
comparaciones es contando las especies que son compartidas por distintos sitios y contar
por separado los taxones que son exclusivos de cada sitio para crear un diagrama de Venn
[99].

Los diagramas de Venn nos muestran el nUmero de géneros que se presentan en los
diferentes tratamientos y nos dan informacion sobre la similitud entre las comunidades
bacterianas (Fig. 5.21). En la zona inferior fue posible observar que todos los tratamientos
comparten 71 géneros. Los tratamientos LT6, PT6 y PT5 comparten 108 géneros, y los
tratamientos PT6 y PT5 comparten 50 géneros. Se encontraron 4 géneros que fueron
exclusivos en el tratamiento LT6, mientras que en el tratamiento PT5 fueron 146 géneros.

En la zona superior todos los tratamientos comparten 58 géneros. Los tratamientos LT6,
PT6 y PT5 comparten 50 géneros. Se encontraron 8 géneros que fueron exclusivos en el
tratamiento LT6 y otros 8 géneros exclusivos en el tratamiento PT6. En contraste, en el
tratamiento PT5 se registraron 190 géneros exclusivos. Las diferencias en los grupos de
bacterias en la zona superior del tratamiento PT5 podrian explicarse por la comunidad
predominantemente aerobia que se presentd en esta condicion (Tabla 5.5).

En otros trabajos se ha reportado el diagrama de Venn con las unidades taxonémicas
operacionales (OTUs) [42,92]. Sin embargo, es importante considerar que estas OTUs
pueden incluir varias secuencias que podrian pertenecer a una especie de bacteria. Los
diagramas de Venn de la zona inferior y superior con los OTUs se muestra en el anexo 11
(Fig. 8.16), y no se incluyeron en el presente andlisis.
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Figura 5.21. Diagramas de Venn con los géneros de bacterias presentes en la zona superior (A) e
inferior (B) de la columna de Winogradsky en los distintos tratamientos LT6, LT5, PT6 y PT5.

La zona inferior y superior de la columna de Winogradsky se pueden considerar sitios con
caracteristicas distintas y por lo tanto, se esperan que se presenten diferentes comunidades
bacterianas con grupos caracteristicos de cada zona [19,20]. Los resultados del indice de
Morisita-Horn para la zona inferior y superior de las columnas se muestran en la figura 5.22.
Este indice tuvo un valor de 0.99 en el tratamiento LT6 e indic6 que la comunidad bacteriana
de la zona inferior fue muy similar a la comunidad de la zona superior. En el tratamiento
LT5, la comunidad bacteriana present6 poca similitud entre la zona superior e inferior con
un valor de 0.65. Este cambio se asoci6 a una mayor abundancia de los géneros
Chlorobaculum, Marinobacterium, Azospirillum y Sphaerochaeta en la zona superior.

En el tratamiento PT6 el valor del indice de Morisita-Horn fue de 0.18, lo que indicé poca
similitud de la comunidad bacteriana entre la zona inferior y superior. Los principales
cambios en estas comunidades fueron una mayor abundancia de Mangroviflexus en la zona
inferior y una mayor abundancia de Chlorobaculum y Marinobacterium en la zona superior.
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En el tratamiento PT5, se registré un indice de 0.67, que indicé poca similitud entre la
comunidad bacteriana de la zona inferior y superior. La zona superior presenté una mayor
abundancia de Kordiimonas, Draconibacterium, Proteiniclasticum y Gyrosigma
(Pleurosigmataceae). En la tabla 5.7 se muestran los géneros con una abundancia mayor
al 1 % y que estuvieron presentes en la zona inferior, la zona superior y ambas zonas de
este tratamiento.

Los nutrientes utilizados en la columna de Winogradsky modificaron la estructura de la
comunidad microbiana a lo largo de la columna [19,20]. En los tratamientos LT6 y LT5 se
presentaron, tanto en la zona inferior como superior, grupos de bacterias anaerobias como
Desulfomicrobium, Pelobacter y Clostridium, que pertenecen a grupos de bacterias que se
consideran bioindicadores de la zona inferior. En el tratamiento PT6, también se
presentaron bacterias anaerobias en la zona inferior como, Desulfomicrobium vy
Mangroviflexus. En este tratamiento, la zona superior presentd al género Chlorobaculum,
que fue muy abundante y es una bacteria anaerobia fototréfica del azufre que pertenece a
los Chlorobiales. Este orden es considerado como bioindicador de zonas medias e
inferiores de la columna [20]. En el tratamiento PT5, con concentraciones de papel y de
sulfato similares a las utilizadas en estudios previos, se encontraron bioindicadores tipicos
reportados para las diferentes profundidades de la columna de Winogradsky. Como fue el
caso de la clase Alphaproteobacterias, especificamente el orden Sphingomonadales que
se ha reportado en la zona superior de la columna y del orden Clostridiales que fue
abundante en la zona inferior [19,20].
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Winogradsky en los tratamientos LT6, LT5, PT6 y PT5.

Tabla 5.7. Géneros presentes en diferentes zonas de las celdas con papel tratamiento PT5.

Géneros presentes en zonas:

Inferior y superior

Inferior

Superior

Mangroviflexus
Novosphingobium
Draconibacterium
Proteiniclasticum
Desulfomicrobium
Acidaminobacter
Ercella
Pelobacter
llyobacter

GQ249567_g
(Anaerolinaeles)
Chlorobaculum

AB239481 g (Christensenellaceae)

Sphingomicrobium

AF286038_g (Ruminococcaceae)
Aminivibrio

Clostridium

GQ396959_g (Coriobacteriaceae)
Acetivibrio

Sphingorhabdus

FJ202371_g (Lachnospiraceae)

Christensenella

HQ904159 g (Ruminococcaceae)
Desulfobacter
Herbinix

Kordiimonas

AY771958 g (Desulfobulbaceae)
Gyrosigma (Pleurosigmataceae)

JF272039_g (Phycisphaeraceae)
Muricauda

Thioprofundum

Magnetovibrio

Loktanella

Luteolibacter

Pseudomonas

Mesorhizobium
Methylophaga
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Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que al cambiar la fuente de carbono
y la razén carbono/sulfato se puede modificar la comunidad bacteriana y el gradiente de
condiciones a lo largo de la columna. El tratamiento PT5 donde se favoreci6 la produccion
de voltaje presentdé una comunidad muy diversa y su composicion fue distinta en las
diferentes zonas. La comunidad de la zona inferior fue caracteristica de condiciones
anaerobias, mientras que la comunidad de la zona superior presentd grupos de bacterias
aerobias, facultativas y anaerobias. Esto puede ser una caracteristica esencial para la
generacién de voltaje. En otros trabajos se ha propuesto que un biocatodo fototréfico
aerobio favorece la generacion de voltaje en celdas de combustible microbianas de
sedimento [13].

5.5.5 Comunidad bacterianay su relacion con la generacion de voltaje

Se ha sugerido que algunas bacterias electrégenas como Geobacter sulfurreducens y
Shewanella oneidensis, son capaces de transferir electrones directamente al electrodo a
través de proteinas de membrana (citocromo c) o a través de nanocables (pili conductivo)
[29,100]. Se ha reportado la presencia de especies del género Geobacter en celdas de
combustible microbianas de sedimento [12]. Sin embargo, estas especies pueden estar
ausentes o ser muy escazas en las columnas de Winogradsky [19,20,47]. Actualmente, se
ha reportado que especies del género Desulfovibrio presentan el mismo sistema de
nanocables y proteinas de citocromo ¢, que podrian ser Utiles para la transferencia de
electrones al anodo [41]. El género Desulfomicrobium también presenta proteinas del
citocromo c para la transferencia de electrones [94] y podria tener un papel similar al de
Desulfovibrio. Sin embargo, también es posible que la transferencia de carga en las
columnas de sedimento se realice indirectamente, es decir, que la carga pase de los
compuestos quimicos, generados por las bacterias, a los electrodos [29,30]. Por ejemplo,
el sulfuro generado durante la sulfato-reduccién puede donar electrones al anodo [30].

En el presente estudio se observdé una mayor generacion de voltaje al incrementar la
concentracion de sulfatos en el disefio experimental (Fig. 5.12); por lo tanto, las bacterias
sulfato-reductoras: Desulfovibrionales, Desulfuromonadales y Desulfobacterales que
participan en el ciclo del azufre, podrian estar involucradas en la generacién de voltaje en
las columnas de sedimento. Ademas, se detectd la presencia de bacterias de la familia
Desulfobulbaceae, que podrian formar filamentos o cables conductivos y transferir la carga
al anodo [32,33].

Ademas, otros autores han asociado la generacion de electricidad en celdas de combustible
microbianas con los procesos involucrados en el ciclo del azufre [34,41,59], por la
transferencia de carga a los electrodos.

Las bacterias sulfato-reductoras en la zona inferior de las celdas de combustible
microbianas de sedimento se han asociado anteriormente con la generacién de electricidad
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[10]. El sulfuro de hidrégeno generado por la reduccién del sulfato, es un mediador redox
eficiente para el anodo [43]. Una mayor concentracién de sulfato en el sedimento podria
favorecer el desarrollo de bacterias sulfato-reductoras y mejorar la generacion de voltaje al
cambiar el potencial de anodo [26]. Gao et al. [66] usaron molibdato para inhibir la actividad
de las bacterias sulfato-reductoras y detectaron una disminucion en el voltaje; con esto
demostraron la contribucion de estas bacterias en la generacién de voltaje en una celda de
combustible microbiana.

Sin embargo, es importante considerar que también la abundancia de los grupos de
bacterias puede cambiar con el tiempo. En la columna de Winogradsky, la abundancia de
la clase Deltaproteobacteria decrece con el tiempo [47], por lo tanto, la abundancia de los
ordenes Desulfovibrionales, Desulfuromonadales y Desulfobacterales pudo ser mayor en
los primeros dias en el tratamiento PT5. Otras bacterias como los Clostridiales, pueden ser
responsables de la generacién de electricidad en las celdas de combustible microbianas,
ya que han sido reportadas como bacterias electrégenas [42]. Es necesario tener una
comunidad anaerobia en la zona inferior de la columna y que se generen condiciones
aerobias en la zona superior para favorecer la generacion de voltaje [13,14].

En los tratamientos con lactato, se registré una diferencia de potencial baja por la presencia
de bacterias anaerobias en ambas zonas (inferior y superior). En contraste, en el
tratamiento PT5, las condiciones anaerobias en el anodo y el ambiente predominantemente
aerobio en el catodo, incrementaron la diferencia de potencial. La tasa de degradacién del
lactato es rapida y la produccion de acido sulfhidrico puede inhibir el crecimiento de otras
bacterias [67], esto podria evitar la generacion de condiciones aerobias en la zona superior.
En contraste, la tasa de degradacion de la celulosa es relativamente lenta [8]. La hidrdlisis
es un proceso que limita la degradacion rapida de los compuestos [67]. Esto podria
promover el crecimiento de una comunidad aerobia en la zona superior y la generacion de
electricidad se puede prolongar por varios dias.

5.6 Cinética microbiana en las columnas de Winogradsky

La cinética microbiana en las columnas de sedimento nos permite conocer la dindmica de
las bacterias y los procesos metabdlicos que pueden presentarse en la columna, a partir de
la concentracion de los compuestos y los parametros fisico-quimicos (como la
concentracion de oxigeno y el potencial redox). Se seleccionaron los tratamientos LT5 (baja
generacion de voltaje) y PT5 (alta generacion de voltaje) para comparar la dinamica de
ambos sistemas. En estas celdas también se registré la generacion de voltaje (Fig. 5.23).
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Figura 5.23. Voltaje generado en las celdas de la cinética microbiana con los tratamientos LT5 y
PT5 (razén masica carbono/sulfato de 0.57).

5.6.1 Pardmetros fisicoquimicos

La concentracion de oxigeno y el potencial redox se analizaron juntos. El valor del potencial
redox indica si un ambiente es oxidante o reductor y depende de la cantidad de compuestos
oxidantes o reductores presentes en el medio. Los valores positivos corresponden a un
ambiente oxidante, mientras que los valores negativos indican un ambiente reductor con
disponibilidad de electrones. En condiciones aerobias el oxigeno (agente oxidante) esta
presente, mientras que en condiciones anaerobias no hay oxigeno y se presentan agentes
reductores [101,102]. Estos parametros fisicoquimicos mostraron un patrén contrastante en
los tratamientos LT5 y PT5 (Fig. 5.24).

Al utilizar el lactato (LT5), se registraron valores negativos de potencial redox y condiciones
anaerobias tanto en la zona inferior como en la zona superior de la columna en los primeros
dias; después del dia 20 se detectaron valores positivos de potencial redox y oxigeno
disuelto en la zona superior. Pagaling et al. [103] reportaron condiciones de potencial redox
positivas en la zona superior durante los primeros dias, pero posteriormente se alcanzaron
valores negativos en toda la columna de Winogradsky.

En contraste, al utilizar el papel (PT5), se registraron valores negativos de potencial redox
y ausencia de oxigeno disuelto en la parte inferior, mientras que se registraron valores
positivos de potencial redox y condiciones aerobias en la parte superior de la columna
durante toda la cinética (Fig. 5.24).

En las columnas de Winogradsky, se han reportado condiciones aerobias en la zona
superior y anaerobias en la zona inferior [21]. Adema&s, la presencia de cianobacterias y
algunos grupos de Alphaproteobacterias en la zona superior confirman el ambiente aerobio
en las columnas de Winogradsky [19,20,47], tal como se registré en los dispositivos del
tratamiento PT5, en donde estos dos grupos estuvieron presentes. Es importante

78



mencionar que en los trabajos anteriores se ha utilizado alguna fuente de celulosa y los
resultados reportados son similares a los obtenidos en este estudio en el tratamiento PT5.

En las celdas de combustible microbianas de sedimento, también se han reportado
condiciones aerobias en la zona superior y anaerobias en la zona inferior [89]. La diferencia
de ambientes en la zona inferior y superior favorece la generacion de voltaje en las celdas
de combustible microbianas de sedimento [13].
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Figura 5.24. Valores de oxigeno disuelto y potencial redox en la zona superior e inferior de la
columna con lactato (LT5) y papel (PT5).

Los valores de pH mostraron una disminucion en los primeros 5 dias y posteriormente se
registré un aumento de pH (Fig. 5.25). En el tratamiento PT5, el pH en la zona superior tuvo
un valor minimo de 7.7 + 0.15 y un valor maximo de 8.9 + 0.06; en la zona inferior el valor
minimo fue de 7.0 + 0.06 y el maximo de 7.8 + 0.1. En el tratamiento LT5, el pH en la zona
superior tuvo un valor minimo de 6.9 + 0.06 y un valor maximo de 8.9 + 0.06; en la zona
inferior el valor minimo fue de 6.9 £ 0.01 y el maximo de 7.9 + 0.06. La disminucion de pH
en los primeros dias podria estar relacionada con la degradacion de las fuentes de carbono
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y formacién de &cidos organicos, proceso conocido como acidogénesis [45,104].
Posteriormente, se registré un aumento de pH, que podria estar relacionado con la
generacion de iones bicarbonato generados durante el metabolismo desasimilativo de las
bacterias [104,105]; ademas, el bicarbonato puede formar carbonato e incrementar mas el

pH [106].
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Figura 5.25. Valores de pH en la zona superior e inferior de la columna con lactato (LT5) y papel

(PT5).

Otros parametros se mantuvieron constantes en ambos tratamientos. La temperatura se
registré entre los 22 y 25 °C (Fig. 8.17, anexo 12). La salinidad oscilé entre 14 y 17 partes
por mil (%o), la concentracion de solidos totales disueltos (STD) tuvo valores entre 2,890 y
3,326 ppm y la conductividad eléctrica (CE) se mantuvo entre los 6140 y 7079 mS/m (Fig.

8.18, anexo 12).
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5.6.2 Sulfato, sulfuro y azufre

El azufre es un elemento que puede presentarse en diferentes formas quimicas como
resultado de la actividad metabdlica de los microorganismos y de las condiciones
ambientales [107]. El sulfato es utilizado por las bacterias sulfato-reductoras y se transforma
en sulfuro y azufre durante este proceso [30].

Se determind la concentracion de azufre en forma de sulfato, sulfuro y azufre elemental. La
concentracion de sulfato al inicio de la cinética fue de 4.3 + 0.36 mg/mL, y disminuy6 en la
zona superior e inferior de ambos tratamientos por la actividad de las bacterias sulfato-
reductoras (Fig. 5.26). En el sedimento (zona inferior) se registré6 una concentracion de
sulfuro mayor a 0.4 mg/g, mientras que en la zona superior fue menor a 0.27 mg/mL.

Se registraron concentraciones mas altas de sulfuro en la zona superior en el tratamiento
LT5 (0.27 = 0.1 mg/mL), que en PT5 (0.05 + 0.01 mg/mL) en el dia 22. En el tratamiento
LT5 se presentd un ambiente reductor (valores negativos de potencial redox; Fig. 5.24) que
podrian favorecer la presencia y actividad de bacterias sulfato-reductoras. Las bacterias
anaerobias necesitan un potencial redox inferior a -100 mV [108]. Ademas, el sulfuro de
hidrégeno en forma de gas se desplaza de la zona inferior a la superior [21], y esto pudo
contribuir a detectar mayores concentraciones de sulfuro en la zona superior del tratamiento
LT5 (Fig. 5.26). Por otra parte, se registrO una aumento en la concentraciéon de azufre
elemental en la zona inferior (1.45 mg/mL, en el dia 9). Esta forma del azufre es insoluble
en agua lo que dificulta su disponibilidad para los microorganismos y es mas estable [107].
Sin embargo, el azufre puede ser reducido por bacterias sulfato-reductoras u oxidado por
bacterias fototréficas del azufre [30]; lo que explicaria la disminucién de azufre en los dias
posteriores.

El sulfato es la forma mas oxidada de azufre, mientras que el sulfuro es la forma mas
reducida. Sin embargo, existen otros intermediarios en el ciclo del azufre con estados de
oxidacion y reduccion intermedios, tales como el sulfito, el tiosulfato y el tetrationato. Estas
formas del azufre se encuentran en concentraciones muy bajas (escala micromolar) en el
sedimento debido a que reaccionan rapidamente con compuestos organicos e inorganicos
o son utilizados rgpidamente por los microorganismos [107], por lo que no se analizaron en
esta investigacion.
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Figura 5.26. Consumo de sulfato y concentracion de sulfuro y azufre elemental en la zona inferior y
superior de la columna con lactato (LT5) y papel (PT5).

La remocidn de sulfato en la columna de Winogradsky fue superior al 79 %; un valor alto si
lo comparamos con un microcosmo elaborado con muestras de la zona costera de Santa
Rosa, Florida, EE.UU. que mostr6 una remocion de sulfato de 20 % [109].

Los valores de remocién de sulfato en la columna de Winogradsky y los reportados en
reactores tipo RAFA (reactores anaerobios de flujo ascendente) son similares. En un reactor
de este tipo, empleado para el tratamiento de aguas residuales ricas en sulfato, se reporté
una eficiencia de remocion de sulfato que va del 40 % al 90 %, la cual depende de la carga
de sulfato [110]. El porcentaje de remocién del sulfato en cultivos anaerobios de bacterias
sulfato-reductoras se ha reportado entre el 52 % y 63 % dependiendo del indculo utilizado
[104]. En la columna de Winogradsky analizada en la presente investigacion, la eficiencia
de remocion del sulfato fue del 79 % en la zona superior y 84 % en la zona inferior en el
tratamiento PT5. En cambio, en el tratamiento LT5, la remocion del sulfato fue del 93 % en
la zona superior y del 96 % en la zona inferior. Por lo tanto, seria posible proponer un
sistema basado en la columna de Winogradsky para el tratamiento de aguas residuales con
altas concentraciones de sulfato. Es importante considerar que en el tratamiento LT5 hay
una importante formacion de sulfuro; 0.27 mg/mL en la zona superior y 0.77 mg/mL en la

82



zona inferior. El sulfuro es téxico, oloroso y corrosivo por lo que es necesario eliminarlo en
los reactores que se emplean para el tratamiento de aguas residuales. En un reactor para
remover metales pesados del agua residual se emplea un segundo reactor para eliminar el
exceso de sulfuro y convertirlo en azufre elemental mediante bacterias oxidantes de sulfuro
[24].

Muchas aguas residuales presentan una alta concentracién de sulfatos como las originadas
en la industria alimentaria, farmacéutica, papelera, asi como en la fabricacion de
detergentes y la mineria. Estas aguas residuales podrian utilizarse para la generacion de
electricidad en sistemas bioelectroquimicos [30,43].

Si bien en el tratamiento LT5, la generacion de voltaje fue muy baja, es posible considerar
gue la alta concentracion de sulfuro de hidrégeno generada en esta condicién puede usarse
como una fuente de energia. El sulfuro de hidrogeno puede ser empleado como una fuente
para la produccién de hidrégeno [104]. Existen técnicas térmicas, termoquimicas,
electroquimicas, fotoquimicas y plasmoquimicas que permiten descomponer el sulfuro de
hidrégeno (H2S) en hidrogeno (H2) y compuestos azufrados. La energia para extraer el
hidrégeno del sulfuro de hidrégeno es menos alta (AG° = 33.44 kJ/mol) que la energia
necesaria para extraer el hidrégeno de la molécula del agua (AG° = 237.19 kJ/mol) [111].
La concentracién de sulfuro generado en el tratamiento LT5 es similar a la cantidad de
sulfuro generada en cultivos anaerobios de bacterias sulfato-reductoras que podrian usarse
para la generacién del hidrogeno como combustible renovable [104].

5.6.3 Carbohidratos totales

La concentracién de carbohidratos totales en la zona superior fue baja (0.11 + 0.07 mg/mL).
En el tratamiento LT5 no se agreg6 papel y en el tratamiento PT5 el papel agregado no es
soluble en agua y sedimenta. En contraste, la concentracion de carbohidratos totales en la
zona inferior del tratamiento LT5 fue de 8.2 + 0.74 mg/g. En esta condicion no se agregé
papel, sin embargo, es comun encontrar carbohidratos totales en el sedimento como un
componente de la materia organica [80,81].

En el tratamiento PT5 (en la zona inferior) se detectaron los carbohidratos totales presentes
en el sedimento de forma natural més los carbohidratos afiadidos en forma de papel. La
concentracion inicial de carbohidratos totales fue de 14.4 + 1.4 mg/g y disminuy6 en los
primeros 17 dias hasta alcanzar una concentracion de 8.7 + 1.1 mg/g (Fig. 5.27). Al final de
la cinética, la concentracién carbohidratos fue de 8.4 + 1.8 mg/g, este valor es similar a la
cantidad de carbohidratos que se detecto al caracterizar el sedimento (8.2 £ 1.1 mg/g). En
la degradacion del papel participan bacterias hidroliticas que rompen los enlaces de los
polisacéaridos (celulosa). Posteriormente bacterias fermentadoras utilizan los carbohidratos
para formar acidos organicos [24].

Es posible utilizar la columna de Winogradsky para el tratamiento de residuos de papel o
agricolas con alto contenido de celulosa. La remocion de papel en el tratamiento PT5 (zona
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inferior) fue del 58 % en el dia 30 de la cinética (Fig. 5.27). La degradacion de la celulosa
es relativamente lenta, se reporta una remocion del 41 al 68 % después de 180 dias y entre
48 a 73 % después de 350 dias [8]. La celulosa es el biopolimero mas abundante de la
Tierra 'y se generan millones de toneladas de residuos de celulosa vegetal que pueden ser
utilizadas para generar energia eléctrica en celdas de combustible microbianas [14,91,112].

5.6.4 Biomasa

La biomasa, medida como la cantidad de ADN extraido, fue mayor en la zona inferior
(sedimento) en comparacién con la zona superior en ambos tratamientos. En la zona inferior
se registro un valor maximo de 179 ng/uL en LT5 y de 263 ng/uL en PT5. En la zona superior
el tratamiento con lactato alcanz6 valores cercanos a 115 ng/pL, mientras que en el
tratamiento con papel fue inferior a 40 ng/uL (Fig. 5.27).
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Figura 5.27. Consumo de sulfato y carbohidratos para la formacion de biomasa en la zona inferior
y superior de la columna con lactato (LT5) y papel (PT5).
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Se observo una diminucion en la concentracion de sulfato y un incremento de la biomasa
en ambos tratamientos (LT5 y PT5) en los primeros 15 dias (Fig. 5.27). Se pudo observar
que el consumo de sulfato fue mas rapido cuando se utilizé lactato (LT5) como fuente de
carbono. El aumento de biomasa también se relacioné con el consumo de carbohidratos en
la zona inferior del tratamiento PT5. El consumo de sulfato y la formacion de biomasa se
relacionan con el metabolismo de las bacterias sulfato-reductoras [113].

5.6.5 Pigmentos fotosintéticos

La extraccion de pigmentos fotosintéticos con acetona y la lectura de absorbancias
permitieron calcular la concentracién de clorofilas en las muestras (Fig 5.28). Se alcanz6
un valor maximo de 2.13 ug/mL en el tratamiento con lactato, mientras que en el tratamiento
con papel, el maximo fue de 0.44 pg/mL. Esto indica una mayor biomasa de
microorganismos fotosintéticos anoxigénicos en el tratamiento con lactato.

La concentracion de clorofila también se asocié al sulfuro de hidrogeno generado durante
la reduccion del sulfato. En la zona superior de la columna del tratamiento LT5, se registro
un incremento en la concentracién de sulfuro seguido por un aumento de clorofila (Fig.
5.28). Se observo un aumento en la concentracion de pigmento y de biomasa (Fig. 5.29).
Este comportamiento de las variables se presenté en el tratamiento con lactato donde
predominan las bacterias sulfato-reductoras y fototréficas del azufre. Es posible que la
cantidad de clorofila corresponda a las bacterias verdes del azufre, ya que se encontré el
género Chlorobaculum (orden Chlorobiales) en un 15.9 % en el andlisis de la comunidad
bacteriana en el dia 19 (Tabla 5.3). Por lo tanto, es posible que esta clorofila pertenezca a
las bacterias verdes del azufre. Ademas, el barrido de absorbancia de las muestras (Fig.
8.8; anexo 8) es similar al reportado por otros autores que estudiaron a las bacterias verdes
del azufre en muestras ambientales y realizaron la extraccion con acetona (Fig. 8.9; anexo
8) [77,114]. En otras investigaciones también se ha reportado una mayor concentracién de
bacterioclorofila al aumentar la concentracion de sulfuro y la concentracion de
bacterioclorofila se relaciona con el crecimiento de las bacterias [115].
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Figura 5.28. Concentracién de sulfato y clorofila en la zona superior de la columna con lactato
(LT5) y papel (PT5).
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Figura 5.29. Concentracién de clorofila y biomasa (ADN) en la zona superior de la columna con
lactato (LT5) y papel (PT5).

5.6.6 Parametros cinéticos de las columnas

Al calcular los parametros cinéticos (Tabla 5.8), se pueden observar las diferencias en
ambos tratamientos. En el tratamiento PT5 se registr6 la mayor cantidad de biomasa y una
mayor tasa de crecimiento en la zona inferior; en cambio, en la zona superior se presento
la menor cantidad de biomasa y la menor tasa de crecimiento.

En el tratamiento LT5 la cantidad de biomasa y tasa de crecimiento fueron similares en las
zonas superior e inferior de la columna. El rendimiento de producto (voltaje) con respecto a
la biomasa, el producto con respecto al sustrato y la tasa especifica de formacion de
producto fueron mayores en el tratamiento PT5 donde se favoreci6 la generacion de voltaje.
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Tabla 5.8. ParAmetros cinéticos en los tratamientos LT5 y PT5.

Parametro cinético

Fuente de carbono

Zona superior (catodo) Lactato (LT5) Papel (PT5) unidades
Mayor cantidad de biomasa Xmax 114.94 39.96 ng/uL
Tasa de crecimiento Mmax 0.1563 0.0985 dt
Rendimiento biomasa sustrato (SOa4) Yxss 17.22 10.65 Ox/gs
Voltaje (V) como producto

Rendimiento producto (V) biomasa Yeux 0.0018 0.0053 Vev/gx
Rendimiento producto (V) sustrato (SOa4) Yess 0.0006 0.0863 Vp/Qs
Tasa especifica de formacién producto (V) Qps 0.0001 0.0085 ox/gs/d
Sulfuro (S?) como producto

Rendimiento producto (S2) biomasa Ypsx 0.0008 0.0005 Ops/Ox
Rendimiento producto (S2) sustrato (SOa) Yepss 0.0492 0.0066 gpr/gs
Tasa especifica de formacion producto (S2)  Qps 0.0077 0.0006 gx/gs/d
Zona inferior (anodo) Lactato (LT5) Papel (PT5)

Mayor cantidad de biomasa Xmax 168.13 263.51 ng/uL
Tasa de crecimiento Mmax 0.1159 0.162 d?
Rendimiento biomasa sustrato (sulfato) Yxss 39.86 93.49 0x/gs
Voltaje (V) como producto

Rendimiento producto (V) biomasa Yeux 0.0003 0.0013 Vev/gx
Rendimiento producto (V) sustrato (SOa4) Yess 0.0166 0.1389 Vp/Qs
Tasa especifica de formacién producto (V) Qps 0.0019 0.0225 ox/gs/d
Sulfuro (S?) como producto

Rendimiento producto (S) biomasa Ypsx 0.0006 0.0012 Ops/gx
Rendimiento producto (S2) sustrato (SOa) Ypss 0.0194 0.0889 gr/gs
Tasa especifica de formacién producto (S2)  Qps 0.0022 0.0144 gx/gs/d
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Por otro lado, si consideramos el sulfuro de hidrégeno como producto para la produccion
de hidrégeno [104], los resultados mostraron que el rendimiento de sulfuro con respecto al
sustrato fue mayor en la zona superior del tratamiento LT5. Los valores de los pardmetros
cinéticos son similares a los reportados en otros sistemas de cultivo [113]. La concentracion
de sulfuro en la zona inferior puede estar relacionada con la generacion de voltaje por su
capacidad para donar electrones [43]. En celdas de combustible microbianas una alta
concentracion de sulfuros en la camara andédica favorece la generacion de electricidad [41].

5.7 Andlisis electroquimico

Los resultados del potencial de circuito abierto en la parte superior indicaron valores
cercanos a -311 mV al utilizar el electrodo de sulfatos. Al hacer el célculo respecto al
electrodo normal de hidrégeno (NHE) el valor fue de 329 mV. Para la zona inferior, el
potencial de circuito abierto fue de -950 mV vy al realizar el célculo respecto al electrodo
normal de hidrogeno (NHE), el valor corresponde a -310 mV. Estos valores estan asociados
con los valores de potencial redox con el electrodo de platino determinado en la cinética
(Fig. 5.24, tratamiento PT5). Los valores negativos de potencial redox cercanos a los -220
mV favorecen al sulfato como aceptor de electrones en el metabolismo de las bacterias
sulfato-reductoras [34,109].

En las voltamperometrias ciclicas se mide la corriente del sistema al aplicar diferentes
potenciales. En la figura 5.30 se muestran las voltamperometrias ciclicas correspondientes
a la parte superior de las celdas del tratamiento PT5, condicion abidtica y con la comunidad
bacteriana. En los potenciales mas positivos se observa el pico de oxidacion y en los
potenciales mas negativos el pico de reduccion. A través de esta técnica se puede ver el
efecto de la oxidacion y reduccion de las especies quimicas presentes en la celda
microbiana. Se puede observar que los procesos de 6xido-reduccion y su reversibilidad
adquieren valores de 0.001 mA de corriente a -0.1 V en la celda abiética, con respecto a la
que posee la comunidad bacteriana que alcanzd 0.0045 mA de corriente a -0.1 V. Estos
valores pueden estar relacionados con la comunidad fototréfica que genera oxigeno en la
zona superior de la columna. La concentracién de oxigeno incrementa la reaccion en el
catodo cuando ocurre la reduccién de oxigeno [13,14].

El diagrama de Pourbaix nos permite predecir las especies quimicas predominantes en los
sistemas [116]. En la figura 5.31 se muestra este diagrama para el azufre y a partir de los
valores de pH y del potencial de circuito abierto obtenido con el potenciostato en la
condicion donde se favorece la generacion de voltaje (PT5). A partir de esta informacion es
posible inferir que en la zona inferior predominan los sulfuros (H2S) y en la zona superior
los sulfatos (SO42). Un patrén similar se observoé en la figura 5.26.
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Figura 5.30. Resultados de la voltamperometria ciclica de la zona superior del tratamiento PT5: A)
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Figura 5.31. Diagrama de Pourbaix del azufre. El circulo rojo corresponde al valor de pH y
potencial registrados en la zona inferior y el circulo azul corresponde al valor de pH y potencial de
la zona superior de la celda microbiana en el tratamiento PT5, esta diferencia favorece la
generacion de voltaje. Modificado de Pourbaix [116].
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5.8 Integracion final de resultados

La composicion del medio de cultivo modifico la cantidad de voltaje generado en los
dispositivos. Se observé que la fuente de carbono es importante debido a que se registré
un voltaje bajo cuando se utilizé lactato y glucosa. Estas fuentes de carbono pueden donar
electrones [5], pero poseen algunas caracteristicas que generan un voltaje limitado en la
columna de Winogradsky. La glucosa puede donar mas electrones que el lactato pero su
alta solubilidad en agua podria tener como consecuencia la generacion de condiciones y
potenciales similares en la zona inferior y superior de la columna, lo que limita el voltaje
generado.

En los tratamientos con lactato (LT5 y LT6) se registré una comunidad bacteriana anaerobia
en la zona inferior y superior de la columna. Al presentarse un ambiente reductor en ambas
zonas no se favorecio la diferencia de potencial entre el anodo y céatodo, y el voltaje
generado fue minimo. Si bien la comunidad bacteriana se analizé sélo en los tratamientos
LT5 y LT6, es probable que en los demas tratamientos con lactato (Fig. 5.9) también se
desarrollara una comunidad anaerobia a lo largo de toda la columna, esto explicaria los
bajos valores de voltaje generados.

Por otra parte, al utilizar celulosa y papel se gener6 un voltaje constante; pero la cantidad
de voltaje generado dependi6é de la razén masica carbono/sulfato y la concentracion de
estos compuestos. En general, se obtuvo un voltaje entre 200 y 350 mV al usar una razén
masica carbono/sulfato entre 0.14 a 2.29 con una concentracion de carbono (celulosa o
papel) de 0.22 % peso. También se generd un voltaje entre 200 y 300 mV al utilizar celulosa
con una razén masica carbono/sulfato de 0.14 y 0.06 % peso de carbono.

En el tratamiento PT5 (razén masica carbono/sulfato 0.57 con 0.22 % peso de carbono) se
encontré una comunidad anaerobia en la zona inferior y una comunidad con bacterias
anaerobias, facultativas y aerobias en la zona superior. En la cinética de las columnas se
registré un potencial redox positivo y oxigeno en la zona superior. Los resultados indicaron
gue con un ambiente oxidante en la zona del electrodo superior se favorece la diferencia
de potencial respecto al electrodo inferior que presenté un ambiente reductor.

Los resultados del fotoperiodo indicaron que la iluminacién constante favorece la
generacion de voltaje. La luz es necesaria para que los microrganismos fotoautétrofos
generen oxigeno y por lo tanto generen un ambiente oxidante en la zona superior que
favorece el desempeiio del sistema [13].

La composicion del medio de cultivo también modificé el gradiente de condiciones a lo largo
de la columna de Winogradsky. En la cinética del tratamiento LT5 se obtuvieron condiciones
reductoras (potencial redox negativo, condiciones anaerobias y alta concentracién de
sulfuros) a lo largo de toda la columna. En contraste, la cinética del tratamiento PT5 mostro
condiciones reductoras en la zona inferior y oxidantes en la zona superior. El cambio en el
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potencial 6xido-reduccion implicé un cambio en el potencial de los electrodos, lo que
permitié la generacion de voltaje en el sistema con papel.

Los valores de oxigeno y potencial redox de la cinética microbiana del tratamiento PT5
podrian explicar las variaciones de voltaje que se registraron en la fase Il y IV al utilizar el
papel como fuente de carbono. Casi en todos los tratamientos, se observo un pequefio pico
de voltaje y posteriormente una caida de voltaje antes del segundo dia (Fig. 5.6 y Fig. 5.11).
Esto podria estar relacionado con la disminucién en la concentracion de oxigeno disuelto
en la zona superior en el dia 2 (Fig. 5.24). Después, se registrd un pico de voltaje alto entre
los dias 3y 5 (Fig. 5.6 y Fig. 5.11). Esto coincide con el incremento en la concentracion de
oxigeno disuelto en la zona superior que se registré el dia 5 de la cinética y con el valor
mas negativo de potencial redox (-231.6 + 2.1 mV) de la zona inferior (Fig. 5.24).
Posteriormente, se registré un voltaje casi constante relacionado con la diferencia de
potencial redox entre las zonas superior e inferior. Entre el dia 22 y 25 el potencial redox de
la zona inferior present6 valores menos negativos (-99 + 17 mV), que podria estar
relacionado con una menor generacion de voltaje.

Las correlaciones del voltaje con las variables de la cinética microbiana del sistema en el
tratamiento PT5 indicaron algunas correlaciones significativas negativas con el sulfato y
carbohidratos (Tabla 5.9). Estas correlaciones negativas podrian estar relacionadas con el
consumo de los sustratos proporcionados como consecuencia del metabolismo de las
bacterias. Se encontré una correlacion positiva de 0.74 entre voltaje y la diferencia de
potencial redox obtenido de los valores de la zona superior e inferior. También se encontr6
una correlacién positiva de 0.74 entre voltaje y la diferencia de pH obtenido de los valores
de la zona superior e inferior. La diferencia de potencial redox se puede relacionar con el
potencial de celda que se obtiene con la diferencia del potencial del catodo menos el
potencial del anodo [1]. Ademas, el potencial redox y el pH estan relacionadas con el
gradiente de condiciones que favorecen la diferencia de potencial entre la zona superior
aerobia y la zona inferior anaerobia y por lo tanto favorecen la generacion de voltaje.

Tabla 5.9. Correlacién entre variables de la cinética y la generacién de voltaje en PT5.

Variable Correlacién con voltaje
Zona superior Sulfato -0.70
Carbohidratos -0.79
Zona inferior Potencial redox -0.61
Sulfato -0.88
Carbohidratos -0.63
Diferencia Potencial redox 0.74
(superior — inferior) pH 0.74
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El andlisis de componentes principales explica con el componente 1, el 36 % de la varianza
de los datos de las celdas de la cinética y con el componente 2, el 33 % (Fig. 5.32). Las
variables de mayor importancia fueron: la concentracion de carbohidratos, la concentracion
de sulfatos, el potencial redox (ORP), el oxigeno disuelto, la diferencia de potencial redox,
el voltaje y la biomasa. La concentracién de sulfato disminuye en los primeros dias por la
actividad metabdlica de las bacterias sulfato-reductoras, con esto también se presenta un
cambio en el potencial redox que en las celdas de papel favorece la generacién de voltaje
después del dia 5. En la figura se observa un grupo en el cuadrante inferior izquierdo que
corresponde a las celdas de menor voltaje (tratamiento con lactato). En la zona superior
centro-derecha se presenta otro grupo que corresponde a las celdas de mayor voltaje
(tratamiento con papel). Este andlisis corroboré que la diferencia de potencial redox entre
zona inferior y superior representa una condicion importante en la generacion de voltaje,
asi como la presencia de oxigeno disuelto, la biomasa y el potencial redox (ORP) de la zona
superior.
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Figura 5.32. Analisis de componentes principales de las celdas de la cinética microbiana. Celdas
microbianas con lactato (L) y papel (P); el numero corresponde al dia de la cinética.
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Estos resultados contribuyen al conocimiento de coémo afectan los nutrientes a las
comunidades bacterianas y la generacion de voltaje en la columna de Winogradsky y puede
ser empleado en las celdas de combustible microbianas de sedimento. El enriquecimiento
gque genera un potencial redox mas negativo en la zona inferior y un potencial redox positivo
en la zona superior corresponde a una mayor generacion de voltaje.

En la figura 5.33 se muestra un esquema que representa los procesos microbiol6gicos y
bioelectroquimicos mas importantes que contribuyen a la generacion de voltaje en las
celdas microbianas de sedimento empleadas en el presente estudio con diferentes
enriguecimientos. En el tratamiento LT5 (Fig. 5.33 A), la degradacion del lactato es realizada
por bacterias sulfato-reductoras en un ambiente con potencial redox negativo; y seria
factible que se presentara una transferencia de carga al electrodo. Ademas, estas bacterias
generan sulfuro que podria transferir la carga de forma indirecta al electrodo. Estos
procesos bioldgicos generan un potencial negativo en el electrodo. Sin embargo, lo anterior
ocurre en la zona inferior y superior de la columna, lo que implica que ambos electrodos
(dnodo y catodo) poseen un potencial similar y al medir la diferencia de potencial se obtiene
un valor bajo (25 mV).

En contraste, en el tratamiento PT5 (Fig. 5.33 B), la celulosa (insoluble en agua) precipita
con el sedimento. Esto genera condiciones distintas en la zona inferior y superior de la
columna. En la zona inferior ocurre la hidrdlisis de la celulosa, la fermentacién y la sulfato-
reduccion y seria factible que existiera una transferencia de carga al anodo a partir de
diferentes compuestos organicos. Ademas, el sulfuro generado por las bacterias sulfato-
reductoras también podria transferir la carga al anodo. Por otra parte, los fotoautétrofos
oxigénicos generan condiciones aerobias en la zona superior. El oxigeno puede actuar
como aceptor final de los electrones que podrian viajan en el circuito eléctrico. El potencial
del electrodo de la zona inferior (dnodo) es negativo, mientras que el potencial del electrodo
superior (catodo) es positivo y al medir la diferencia de potencial se obtiene un voltaje alto
(250 mV).

En la presente investigacion se evalu6 la generacién de voltaje en columnas Winogradsky
con diferentes enriquecimientos. Si bien en este sistema bioelectroquimico no se midi6 la
generacién de corriente, se consider6 que al determinar las condiciones de enriquecimiento
de nutrientes de carbono y sulfato que producen una mayor diferencia de potencial, se
proporciona informacion sobre las condiciones que se pueden utilizar para incrementar la
generacion de corriente en este sistema. Esto se debe a que, de acuerdo con la ley de Ohm
(V =1IR) [117], un incremento en el voltaje implica un aumento en la corriente.
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Figura 5.33. Esquema de los posibles procesos microbiologicos y bioelectroquimicos en la celda
microbiana de sedimento. A) tratamiento con lactato y B) tratamiento con papel.
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6. CONCLUSIONES

Al operar la columna de Winogradsky como un sistema bioelectroquimico, es decir,
adicionando un circuito eléctrico con sus electrodos y enriqueciendo el sedimento con
nutrientes, se puede modificar la comunidad bacteriana y a su vez cambiar el gradiente de
potencial redox dentro de la columna para incrementar la generacion de voltaje. La fuente
de carbono cambi6 la composicion y estructura de la comunidad bacteriana; asi mismo ésta
modifico la concentracion de oxigeno, potencial redox, pH y compuestos quimicos dentro
de la celda microbiana, lo que a su vez influyé en el potencial en los electrodos y por lo
tanto en la generacién de voltaje. Una fuente de carbono compleja como el papel facilité el
desarrollo de diferentes microorganismos a lo largo de la columna, con una comunidad
anaerobia en la zona inferior y una comunidad aerobia en la zona superior. Se encontr6 que
la concentracidn de la fuente de carbono y la razén masica carbono/sulfato son relevantes.
La produccién de voltaje se favorecié cuando se utilizd celulosa como fuente de carbono y
una razén masica carbono/sulfato entre 0.14 y 0.57 en concentracién de carbono de 0.06 y
0.22 % peso. La misma razén masica obtenida con otras concentraciones de carbono y
sulfato generé menos voltaje. También fue posible utilizar una razén masica carbono/sulfato
de 2.29, pero la concentracion de carbono afiadida no debe ser mayor a 0.22 % peso. La
generacion de voltaje en las columnas de Winogradsky se mantuvo durante més de 35 dias,
lo que implica una buena alternativa a considerar para la generacion de electricidad.

Las condiciones propuestas por el modelo de superficie de respuesta mostraron que una
razén masica carbono/sulfato de 0.34 generd un voltaje mas estable (con un maximo de
400 mV) al utilizar celulosa, y que con una razén masica carbono/sulfato de 0.18 se obtuvo
un maximo de 600 mV al usar el papel.

En este estudio se demostré que la proporcion de celulosa y sulfato puede modificar la
estructura de la comunidad microbiana. La comunidad bacteriana mas diversa se detecto
al utilizar papel como fuente de carbono con una razén masica carbono/sulfato de 0.57. En
esta condicion la comunidad inferior presentd grupos de bacterias anaerobias como:
Clostridium (6rden Clostridiales), Mangroviflexus (Bacteroidales), Chlorobaculum
(Chlorobiales); y bacterias sulfato-reductoras como: Desulfomicrobium (Desulfovibrionales)
y Pelobacter (Desulfuromonadales). Mientras que en la zona superior se encontraron
bacterias anaerobias como Proteiniclasticum (Clostridiales), facultativas como
Novosphingobium (Sphingomonadales), Draconibacterium (Bacteroidales) y aerobias como
Kordiimonas (Kordiimonadales) Loktanella, Luteolibacter y diatomeas (Pleurosigmataceae,
Gyrosigma). En esta condicion se gener6 mayor cantidad de voltaje por la comunidad
anaerobia en la zona inferior y una comunidad mixta en la zona superior.

La razén masica carbono/sulfato modifica la estructura de la comunidad bacteriana a lo
largo de la columna y esto a su vez modifica el gradiente de oxigeno y potencial redox que
se obtuvo gracias a las mediciones realizadas con el electrodo de referencia. El ambiente
reductor en la zona inferior y el ambiente oxidante en la zona superior cambian el potencial
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de los electrodos lo que se mide como un mayor voltaje. Ademas de la proporcion de
nutrientes, se requiere luz para favorecer la generacién de oxigeno por microrganismos
fotoautotrofos en la zona superior.

La concentracion de sulfato en el medio de enriquecimiento favorecié el desarrollo de
bacterias sulfato-reductoras asociadas a una condicién anaerobia en la zona inferior.
Ademads, una fuente de carbono de lenta degradacion como la celulosa, permite el
desarrollo de una comunidad aerobia en la zona superior. Todo esto favorece la generacion
de voltaje, ya que la presencia de un potencial redox negativo en la zona inferior y un
potencial redox positivo en la zona superior genera una mayor diferencia de potencial entre
ambas zonas y como consecuencia la generacion de voltaje.

La produccioén de voltaje se logré en pequefias columnas Winogradsky con una altura de
12 cm y una distancia de 6 cm entre anodo y catodo. La superficie de los electrodos
empleados fue de 4 cm?. Los resultados generados en este trabajo se pueden utilizar para
establecer las condiciones de operacion de una CCMS con adicién continua de nutrientes
para lograr una generacion de electricidad constante.

Perspectivas

La medicién de corriente eléctrica quedé fuera del alcance de este proyecto, sin embargo,
se contempla la realizaciobn de nuevas celdas microbianas de sedimento con las
condiciones donde se obtuvo un mayor potencial eléctrico, para poder estudiar, analizar,
evaluar y buscar las condiciones para incrementar la densidad de corriente. Incluir la
evaluacién de la corriente permitiria plantear una posible continuidad de este trabajo con la
finalidad de evaluar la generacion de corriente. Se podrian plantear las preguntas: ¢Cual
sera el area o6ptima de los electrodos para incrementar la corriente generada? ¢Qué
material de electrodos reduce la resistencia y permite incrementar la generacion de
corriente? ¢ Qué comunidad bacteriana favorece la transferencia de electrones al &nodo y
por lo tanto la generacién de corriente eléctrica?

Ademas de los nutrientes afiadidos a la columna de Winogradsky se puede cambiar la
distancia entre los electrodos para contestar las preguntas: ¢Como se modifica la
generacion de voltaje y la corriente al cambiar la distancia entre los electrodos? ¢ Cual sera
la relacion diametro-altura éptima?

En esta investigacion se identifico la comunidad bacteriana en diferentes zonas de las
columnas de Winogradsky y con diferentes nutrientes. Sin embargo, un estudio para saber
qué genes se estan expresando en la comunidad bacteriana podria aportar informacion
para relacionarla con la generacion de voltaje y de corriente eléctrica.
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8. ANEXOS

8.1 Anexo 1. Programacion de tarjetas Arduino

A) Sketch para medir el voltaje en las celdas microbianas.

//SDcard temperatura-humedad y 4 sensores de voltaje con promedio

/:“:

SD card attached to SPI bus as follow
CS - pin 10
MOSI - pin 11
SCK - pin 13
MISO - pin 12

SO0 - AO

S1 - Al

S2 - A2

S3 - A3
*/

#include <DHT11l.h>
#include <SPI.h>

#include <SD.h>

const int chipSelect = 10;
int tiempo = 0;

int ¢ = 0;

int n = 0;

int pin=2;

int err;

float temp;

float hum;

int sensorValue = 0; // variable to store the value coming from the sensor

int analogInputO = AO;
int analogInputl = Al;
int analogInput2 = A2;
int analogInput3 = A3;

float voutO0 = 0.0;
float vin0 =
float vO = 0.
float vsO
float vout
float vinl
float vl =
float vsl =
float vout2
float vin2 =
float v2 = 0.0;
float vs2 = 0.0;
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float
float
float
float

float
float
int v
int v
int v
int v

vout3 = 0.0;
vin3 = 0.0;

v3 = 0.0;

vs3 = 0.0;

R1 = 30000.0; //
R2 = 7500.0; //
alue0 = 0;

aluel = 0;

alue2 = 0;

alue3 = 0;

DHT11 dhtl1l(pin);

void setup()

{

}
}

Serial.begin(9600);
Serial.printin("Voltaje, luz, temperatura y humedad");
Serial.printin("iniciando sd card™);
pinMode(chipSelect,OUTPUT);
if (!SD.begin(chipSelect))

Serial.print("fallo lectura de sd card");

Serial.printin("sd card inicializada");

void loop()

{
{

for(c=0; c<7200; c++)

tiempo ++;
sdcard(Q);
delay(60000);

// luz, temperatura-humedad

bien

sensor on the screen

.print(" Temperatura: ");
.print(temp);

.print(" Humedad: ");
.printChum);

.printTnQ;

if((err = dhtll.readChum, temp)) == 0)

{

// Si devuelve 0 es que ha Teido

Serial.print(sensorValue); //prints the values coming from the

Serial
Serial
Serial
Serial
Serial
}
else
{
Serial
Serial
Serial
Serial
}
// voltaje
vs0 = 0;

.printTnQ;
.print("Error Num :");
.print(err);
.printTnQ;

105



vsl = 0;
vs2 = 0;
vs3 = 0;

for(n=0; n<30; n++)

{

// voltaje

// read the value at analog input

value0 = analogRead(analogInput0);

voutO = (valueO * 5.0) / 1024.0; // see text

vin0 = voutO0 / (R2/(R1+R2));
vsO = vsO + vinO;

valuel = analogRead(analogInputl);

voutl = (valuel * 5.0) / 1024.0; // see text

vinl = voutl / (R2/(R1+R2));
vsl = vsl + vinl;

value2 = analogRead(analogInput2);

vout2 = (value2 * 5.0) / 1024.0; // see text

vin2 = vout2 / (R2/(R1+R2));
vs2 = vs2 + vin2;

value3 = analogRead(analogInput3);

vout3 = (value3 * 5.0) / 1024.0; // see text

vin3 = vout3 / (R2/(R1+R2));
vs3 = vs3 + vin3;

v0 = vs0/30;
Serial.print("Volt0: ");
Serial.println(v0,4);

vl = vs1/30;
Serial.print("Voltl: ");
Serial.println(vl,4);

v2 = vs2/30;
Serial.print("Volt2: ");
Serial.println(v2,4);

v3 = vs3/30;
Serial.print("Volt3: ");
Serial.println(v3,4);

void sdcard()
String dataString ="";
dataString += String("tiempo");
dataString +=",";
dataString += String(tiempo);
dataString +=",";
dataString += String("temperatura");
dataString +=",";
dataString += String(temp);
dataString +=",";
dataString += String("humedad");
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dataString +=",";
dataString += StringChum);
dataString +=",";

dataString += String("volt0");
dataString +=",";

dataString += String(vin0,4);

dataString +=",";

dataString += String("voltl");
dataString +=",";

dataString += String(vinl, 4);

dataString +=",";

dataString += String("volt2");
dataString +=",";

dataString += String(vin2,4);

dataString +=",";

dataString += String("volt3");

dataString +=",";
dataString += String(vin3,4);

File daFile = SD.open("datalog.txt", FILE_WRITE);
if (daFile)
{
daFile.print(",");
daFile.println(dataString);
daFile.close();
Serial.printin(dataString);
}
else
{
Serial.printin("error al abrir datalog.txt");
}
}
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B) Sketch para medir el voltaje e iluminancia en las celdas microbianas.

//SDcard Luz, y 3 sensores de voltaje

/:“:
SD card attached to SPI bus as follow
CS - pin 10
MOSI - pin 11
SCK - pin 13
MISO - pin 12
S1 - Al
S2 - A2
S3 - A3

:':/

#include <SPI.h>

#include <SD.h>

const int chipSelect = 10;

int tiempo = 0;

int ¢ = 0;

int err;

int sensorPin = AQ; // select the input pin for Tdr

int sensorValue = 0; // variable to store the value coming from the sensor

int analogInputl = Al;
int analogInput2 = A2;
int analogInput3 = A3;
float voutl = 0.0;
float vinl = 0.0;
float vl = 0.0;

float vsl = 0.0;

float vout2 = 0.0;
float vin2 = 0.0;
float v2 = 0.0;

float vs2 = 0.0;

float vout3 = 0.0;
float vin3 = 0.0;
float v3 = 0.0;

float vs3 = 0.0;

float R1 = 30000.0; //
float R2 = 7500.0; //
int valuel = 0;

int value2 = 0;

int value3 = 0;

void setup()
Serial.begin(9600);
Serial.printin("Voltaje y Tuz");
Serial.printin("iniciando sd card™);
pinMode(chipSelect,OUTPUT);
if (!SD.begin(chipSelect))
Serial.print("fallo lectura de sd card");

Serial.println("sd card inicializada");

108



void loop()

{

the

for(c=0; c<7200; c++)

tiempo ++;
sdcard(Q);
delay(60000);

// luz
Serial.print("Oscuridad: ");
sensorValue = analogRead(sensorPin); // read the
Serial.printin(sensorValue); //prints the values
screen

vsl = 0;
vs2 = 0;
vs3 = 0;

for(n=0; n<30; n++)

{

// voltaje

// read the value at analog input

valuel = analogRead(analogInputl);

voutl = (valuel * 5.0) / 1024.0; // see text
vinl = voutl / (R2/(R1+R2));

vsl = vsl + vinl;

value2 = analogRead(analogInput2);

vout2 = (value2 * 5.0) / 1024.0; // see text
vin2 = vout2 / (R2/(R1+R2));

VS2 = VS2 + vin2;

value3 = analogRead(analogInput3);

vout3 = (value3 * 5.0) / 1024.0; // see text
vin3 = vout3 / (R2/(R1+R2));

vs3 = vs3 + vin3;

vl = vs1/30;
Serial.print("Voltl: ");
Serial.println(vl,4);

v2 = vs2/30;
Serial.print("Volt2: ");
Serial.printin(v2,4);

v3 = vs3/30;

Serial.print("Volt3: ");
Serial.println(v3,4);

void sdcard()

String dataString ="";
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else

}

File daFile = SD.open("datalog.txt", FILE_WRITE);

dataString
dataString
dataString
dataString
dataString
dataString
dataString
dataString
dataString
dataString
dataString
dataString
dataString
dataString
dataString
dataString
dataString
dataString
dataString

if (daFile)

{

Serial.printin("error al abrir datalog.txt");

}

{

+="SEr1ng(”tiempo");
::"éﬁ;ing(tiempO);
::"éﬁ;ing("oscuridad")
:: étéing(sensorVa]ue)
+=",";

+="SEring(”vo1t1”);
Z"éﬁfﬁ ng(vl,4);
Z"éﬁfﬁ ng("volt2");
Z"éﬁfﬁ ng(v2,4);
1:"éﬁ;1ng(”vo1t3");
Ml

+= ét;ing(v3,4);

daFile.print(",");
daFile.println(dataString);
daFile.close();
Serial.printin(dataString);

}
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8.2 Anexo 2. Protocolo para la extraccion de ADN para muestras de

sedimento y agua

Se utilizé el kit Jena Biosciece para la extraccion de ADN de bacterias con modificaciones
al protocolo:

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Se utilizaron puntas estériles despuntadas de 1,000 uL para tomar las muestras. De la
zona superior (agua y sedimento depositado sobre el electrodo) se tomaron 600 pL y
se colocaron en un microtubo eppendorf. De la zona inferior y mezcla (lodo) se tomaron
250 uL y se colocaron en un microtubo eppendorf.

El microtubo con muestra de la zona superior se centrifugé a 15,000 g por 1 min y se
descart6 el sobrenadante con la micropipeta.

Se agrego6 el amortiguador de resuspension celular, 300 uL al microtubo de la muestra
de la zona superior y 250 pL a los microtubos de la muestra de la zona inferior y mezcla.
Se deshizo el pellet en los microtubos centrifugados para resuspender las células.

Se agregaron 2 L de lisozima en cada microtubo y se mezcl6 invirtiendo 2 o 3 veces.
Se incubo en un thermoblock a 37°C durante 40 min.

Se centrifugd a 15,000 g por 1 min y se descart6 el sobrenadante.

Se agregaron 300 uL de la solucion de lisis celular (Cell Lysis Solution), se resuspendié
el precipitado y se agité en voértex durante 45 s.

Se centrifug6 a 10,000 g por 1 min y se transfiri6 el sobrenadante a un microtubo nuevo
con 1.5 pL de ARNasa. Los microtubos se incubaron en un thermoblock a 37°C durante
25 min.

Los microtubos se enfriaron en hielo durante 90 s, posteriormente se agregaron 100 uL
de la solucién para precipitar proteinas (Protein Precipitation) y se agitaron en vortex
25 sy se enfriaron durante 5 min.

Se centrifugé a 15,000 g por 6 min y se transfirié6 el sobrenadante (300 uL) a un
microtubo nuevo con 300 uL de isopropanol. Se mezclé invirtiendo los microtubos 40
veces.

Se centrifugd a 15,000 g por 3 min, se descarté el sobrenadante decantando
cuidadosamente y se sec6 con papel.

Se agregaron 500 pL del amortiguador de lavado con etanol (Washing buffer) y se
mezcld invirtiendo los microtubos 25 veces.

Se centrifugé a 15,000 g por 3 min, se descarté el sobrenadante decantando
cuidadosamente y se sec6 con papel.

Se secaron los microtubos y se agregaron 30 pL de la solucién de hidratacion a ADN y
se incubd en el thermoblock a 40°C durante 25 min.

Los microtubos con el ADN se refrigeraron y posteriormente se almacenaron a -20°C
para su posterior analisis.
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8.3 Anexo 3. Equipo de secuenciacién Miniseq de llumina.

SRV Y

MiniSeq

Figura 8.1. Equipo MiniSeq de llumina para la secuenciacién de las muestras.
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8.4 Anexo 4. Curva patrén para sulfato [58].

Para determinar la curva patron de sulfatos se preparé por triplicado una solucién con una
concentracion de 0.01 g/mL (10 mg/mL) de sulfato de magnesio (MgSO. 7H.0) que
corresponde a una concentracion de 3.897 mg/mL de sulfato. Se realizaron una serie de
diluciones (Tabla 8.1) y se midio la absorbancia a 420 nm para obtener la curva patrén (Fig.
8.2).

Tabla 8.1. Soluciones de sulfato con concentracidn conocida para obtener la curva patrén.

Volumen de solucién  Volumen de Concentracion de
de sulfatos (uL) agua (uL) sulfato (mg/mL)
1000 0 0.3897
800 200 0.3118
600 400 0.2338
400 600 0.1559
200 800 0.0779
100 900 0.0390
0 1000 0
1.00
0.80 y =3.5118x 8
R#=09788
_. 080
@©
3 0.70
@ 060 ;
g ‘
& 0.50 3]
§ 040
§ K
< 0.30
0.20 [ ]
010 | e
0.00 &=
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

Concentracion de sulfato (mg/mL)

Figura 8.2. Curva patrén para sulfato. La absorbancia se midié a una longitud de onda de 420 nm.
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8.5 Anexo 5. Curva patron para sulfuro [72].

Se prepard la solucién de sulfuro por triplicado y las diluciones con el siguiente
procedimiento:

1.

2.

En un tubo de ensayo se colocaron 10 mL una solucion al 0.5 N de NaOH y se hirvio
para desplazar el oxigeno del agua.

Se agregaron 0.245 g de sulfuro de sodio (NazS 9H-0) en el tubo, esto representa
una concentracion de sulfuro de 3.39 mg/mL.

Este tubo se agitd y se realizaron diluciones para determinar la concentracién de
sulfuros.

Las diluciones a partir de la solucién de sulfuro se realizaron en tubos eppendorf con
una solucién de hidroxido de sodio como se indica en la siguiente tabla 8.2.

Tabla 8.2. Soluciones de sulfuro con concentracion conocida para obtener la curva patron.

Volumen de Volumen de Volumen Concentracion de
solucién de solucién de de agua sulfuro (mg/mL)
sulfuro (yL) NaOH 1N (pL) (uL)

500 500 0 1.699

250 500 250 0.849

200 500 300 0.679

150 500 350 0.510

100 500 400 0.340

50 500 450 0.170

10 500 490 0.034

0 500 500 0

5. Se realiz6 el procedimiento de la técnica y se determiné la absorbancia a 480 nm

para obtener la curva patrén (Fig. 8.3).

1.40
y = 1.3664x
1.20 R*=0.997

1.00 .
0.80

0.60

Absorbancia (u.a.)

0.40

0.20 g

0.00 &
0 0.2 04 06 0.8 1

Concentracion de sulfuro (mg/mL)

Figura 8.3. Curva patron para sulfuro. La absorbancia se midié a una longitud de onda de 480 nm.

114



8.6 Anexo 6. Curva patron para azufre [73].

Para realizar esta técnica no se contaba con las concentraciones adecuadas para hacer la
curva patron y fue necesario hacer diluciones seriadas para probar diferentes
concentraciones. Se pesaron 0.001 g de azufre elemental y se colocaron en un tubo
eppendorf con 1 mL de hexano, esto corresponde a una concentracion de 1 mg/mL.
Después se realizé una dilucion para obtener una concentracion de 60 pg/mL. De esta
solucion se hicieron diluciones seriadas (en cada paso se tomaron 500 L y se colocaron
en 500 uL de hexano) para obtener las concentraciones de 30, 15, 7.5, 3.75y 1.88 ug/mL.
De cada concentracion se realizé la lectura de absorbancia a 274 nm para obtener la curva
patrén (Fig. 8.4).

1.80
y = 0.0275x

1.60 R2=09824 .-
1.40 i
1.20
1.00 |
0.80 =

0.60

Absorbancia (u.a.)

0.40 '
020 | 0 .~
0.00

0 10 20 30 40 50 60 70
Concentracion de azufre (ug/mL)

Figura 8.4. Curva patrén para azufre elemental. La absorbancia se midié a una longitud de onda
de 274 nm.

La medicion de azufre se realiz6 a los 274 nm porque en esta longitud de onda se observa
un pico correspondiente a las muestras del elemento en el barrido de absorbancia (Fig. 8.5).
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2.0+

1.5+

Absorbancia (u.a.)

L) T Ll L) T
240 260 280 300 320 340

Longitud de onda (nm)

Figura 8.5. Barrido de absorbancia de 200 a 350 nm de las diluciones de azufre solubilizadas en
hexano.

La muestra es estable para realizar la lectura en el espectrofotometro pero es necesario
considerar que el hexano se evapora y es recomendable que no pase mucho tiempo antes
de hacer la lectura.

Se utilizé una solucion de sulfatos para determinar la especificidad de la determinacion de
azufre. Aunque existe cierta interferencia del sulfato en la prueba, la cantidad de azufre
detectada es minima. La tabla 8.3 muestra la cantidad de sulfato de magnesio (MgSOa4
7H20), la concentracion de sulfato, la concentracion de azufre y la cantidad de azufre
detectada en la prueba.

Tabla 8.3. Diluciones de sulfato, concentracion de sulfato y azufre.

Solucién Concentracién Concentracién Absorbancia Concentracion

Dilucion g/mL de sulfatos de azufre de azufre
(9/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)
0.01 0.0038975 1298.31 0.151 5.4909
100 en 900 ul 0.001 0.0003898 129.83 0.108 3.9273
100 en 900 ul 0.0001 0.0000389 12.98 0.051 1.8545

Es decir, por cada 1298 ug de azufre en forma de sulfato sélo se detectaron 5.5 ug de
azufre.
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8.7 Anexo 7. Curva patron para carbohidratos [57].

Para determinar la curva patrén de carbohidratos con glucosa se preparo por triplicado una
solucién con una concentracion de 0.3 mg/mL de glucosa. Se realizaron diluciones (Tabla
8.4) y se realiz0 la lectura en el espectrofotometro a una longitud de onda de 485 nm para
obtener la curva patrén (Fig. 8.6).

Tabla 8.4. Diluciones de glucosa con concentracion conocida para obtener la curva patrén de
carbohidratos.

Solucién de Agua (uL)  Concentracién de

glucosa (uL) glucosa (mg/mL)
700 300 0.21
500 500 0.15
300 700 0.09
165 835 0.05
35 965 0.01
0 1000 0
1.60
1.40 y = 5.9489x °
s R?=0.9854 3
© 1.20
=2
© 1.00 )
O
S 080 S
E
o 060
2 e |
< 040
0.20 .
0.00 &2
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

Glucosa (mg/mL)

Figura 8.6. Curva patrén para carbohidratos (glucosa). La absorbancia se midi6é a una longitud de
onda de 485 nm.
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Para obtener la curva patron de carbohidratos con almidon se preparé por triplicado una
solucién con una concentracién de 0.4 mg/mL de glucosa (para solubilizar el almidén, en
este caso fue necesario calentar el agua). Las diluciones para obtener la curva patrén se
muestran en la tabla 8.5. Se realizo la lectura en el espectrofotometro a una longitud de
onda de 485 nm para obtener la curva patrén (Fig. 8.7).

Tabla 8.5. Diluciones de almiddn con concentracién conocida para obtener la curva patron de
carbohidratos.

Solucion de Agua (ML)  Concentracion de

almidén (ulL) glucosa (mg/mL)
700 300 0.28
500 500 0.20
300 700 0.12
175 825 0.07
75 925 0.03
25 975 0.01
0 1000 0
1.60
1.40 y = 4.4663x 4
e R*=0.9913 4
S 120
<
- 1.00 .
o
g 0.80 '
o 2
2 0.60 .
< 040
0.20 ‘
0.00 o
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
Almidén (mg/mL)

Figura 8.7. Curva patrén para carbohidratos (almidon). La absorbancia se midi6é a una longitud de
onda de 485 nm.
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8.8 Anexo 8. Barrido de la absorbancia de clorofila [75-77].

Las muestras para la determinacién de clorofila se solubilizaron en acetona y se realiz6 el
barrido de absorbancia desde los 300 hasta los 800 nm (Fig. 8.8). Los picos mas grandes
se observaron en las longitudes de onda de 435 nm y 660 nm, también se observé un
pequerio pico a los 630 nm.

1.54
B Muestra 1
B Muestra 2
r 1
3 17 1
© \
o
- |
©
0
—
2 \
7]
o |
< 0.5
|
| ’}/
|
400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

Figura 8.8. Barrido de absorbancia de 300 a 800 nm de dos muestras de clorofila solubilizada en
acetona.

Este barrido de absorbancia es similar a la reportada por otros autores que estudiaron a las
bacterias verdes del azufre en muestras ambientales y realizaron la extraccién con acetona
[77,114]. Es importante mencionar que las clorofilas de las bacterias verdes del azufre
tienen un pico de absorbancia en 658 nm y este es muy cercano al pico de absorbancia de
la clorofila a presente en organismos fotoaut6trofos oxigénicos que es de 663 o0 664 nm
(Fig. 8.9) [75,77].
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A 90 B C

440
410 Cultivo de algas Cultivo mixto 4  Cultivo de bacterias

Absorbancia (u.a.)

Figura 8.9. Barrido de absorbancia de A) cultivo de algas, B) cultivo mixto y C) cultivo de bacterias.
Modificado de Coraco & Puccoon [77].
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8.9 Anexo 9. Curvas de rarefacciéon de las columnas de Winogradsky.

Curvas de rarefaccion de las muestras de las columnas de Winogradsky correspondientes
a la zona inferior, superior y mezcla de los tratamientos LT6 (Fig. 8.10), LT5 (Fig. 8.11), PT6
(Fig. 8.12) y PT5 (Fig. 8.13). Estas curvas nos indican que se alcanz6 un numero adecuado
de lecturas para cada muestra cuando se alcanza la asintota.

Tratamiento LT6

Zona inferior

300
» 250
=
O 200
=
o 150
@ R LT6sup3
= - LT6su
g 100 . LTésup.
SO0 77 1T6supl
; LT6supS
o
5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000
Numero de secuencias
Mezcla
300
w 250
=
O 200
o
o 150
o — LT6mez5 LTemez3
100 m—— ——LTomezlT6mez4
g e LT6mez2
3 =
0
0

5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000
Numero de secuencias
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300

250
200
150

100 LT6infa LT6inf5
S ——— LT6inf1

Numero de OTUs

50, —
- |T6inf2
g LT Tn?g
5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000
Numero de secuencias

/
0

Figura 8.10. Curvas de rarefaccion de secuencias de las columnas de Winogradsky,
correspondientes a la zona inferior, superior y mezcla de los tratamientos LT6.
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Tratamiento LTS
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Figura 8.11. Curvas de rarefaccion de secuencias de las columnas de Winogradsky,
correspondientes a la zona inferior, superior y mezcla de los tratamientos LT5.
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Tratamiento PT6
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Figura 8.12. Curvas de rarefaccion de secuencias de las columnas de Winogradsky,
correspondientes a la zona inferior, superior y mezcla de los tratamientos PT6.
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Tratamiento PT5
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Figura 8.13. Curvas de rarefaccion de secuencias de las columnas de Winogradsky,
correspondientes a la zona inferior, superior y mezcla de los tratamientos PT5.
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8.10 Anexo 10. Composicion de la comunidad microbiana en las columnas
de Winogradsky.

Composicion de la comunidad microbiana en la columna de sedimento correspondiente a
la zona inferior, superior y mezcla de los tratamientos LT6, LT5, PT6 y PT5 a nivel de familia
(Fig. 8.14) y género (Fig. 8.15).

Familia
Tratamiento Lactato Papel
g ® Desulfomicrobaceae = Unclassified_f
Le ) PT5  Marinilabiliaceae » Chiorobiaceae
100% — ﬁ ﬁ = Thermohalobacter_f = Sphingomonadaceae
u Christensenellaceae = Prolxibacteraceae
= Clostridiaceas = Ruminococcacese
80% ® Desutfuromonadacease ®Acidammncbacter_f
# Rnodospinilaceae » Desutfobulbaceae
= Fusobacteriaceae Lachnospiraceas
= Oceancspinllaceas = Desutfobacteraceas
60% » Vibrionaceae = Corlobactenaceas
» Acholeplasmataceae = Amnivibrio_f
u GQ249567 _t = Spirochastaceae
40% » Kordimonadacese « Desulfovibrionaceae
» Natronancola_f Anserolnaceae
# GUA454801_1 »VC21_Bac22 f
® Psaudomonadaceas W Phycisphasracese
20% ®Rhodobacteraceae  mAnaerovirguta_t
wAYS21707_t wEU181507 1
= AY345499 » Acidaminococcaceae
0% u Synergistaceae Eubacteriaceae
Inf  mez sup inf Inf  mez = LDWW._( » Naviculales

Figura 8.14. Composicion de la comunidad bacteriana a nivel de familia en las columnas de
Winogradsky correspondientes a la zona inferior, superior y mezcla de los tratamientos LT6, LT5,

PT6y PT5.
Genero
Tratamiento Lacteln Papel e Ui fed_g » Desulioencrotium » Mangrous
. « Chiorobaculum wAS233481 g = Clostrisum _g 16
» D Ll wAcld
100% " = = = » Pelcbacter " ' Novasphingob
E - = - » bycbactar = Palcbacter_g1 * AF2B60G3_g
. « GR3569%_9 » Erceila * Azospirium
80% . = Protobacierium =ABS38274 g = Desutiotacter
» Amnivero wGO245067 g = Proplonigenum
« Akalphitss - & hasta .
60% Sphngorhsbdus W FU202371 g + Spangomicrobium
u Christensansia wAYTT1958 g = Desutiooulbus
" Activbro ®GQI065E1 g ® Herbanix
40% wA cus = Ps “LDVWW g
Alkalbacter » Meurcsgmatacese  » AYR21707_g
» Tammetla = Badllinea *HOD04158 g
20% = Bartoneta mAY 345499 g = Mangrovitagsanum
© Lokanaia F27203%_ g FJ628299_g
FJB25866 g « Desuth B2 W o
o mez sup at mez  sup p it ez sup " oharonomicroblem g 9, * Sphwngop

Figura 8.15. Composicién de la comunidad bacteriana a nivel de género en las columnas de
Winogradsky correspondientes a la zona inferior, superior y mezcla de los tratamientos LT6, LT5,

PT6y PT5.
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8.11 Anexo 11. Diagramas de Venn.

Diagramas de Venn de las unidades taxondmicas operacionales (OTUs) presentes en la
zona superior e inferior con los distintos tratamientos (Fig. 8.16).

A) Zona superior

Lactato Papel
LTS PT6

PTS

B) Zona inferior
Lactato Papel

Figura 8.16. Diagramas de Venn con los OTUs presentes en: A) zona superior y B) zona superior
en los tratamientos LT6, LT5, PT6 y PT5 de las columnas de Winogradsky.
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8.12 Anexo 12. Parametros fisicoquimicos de la cinética microbiana.

Algunos parametros fisicoquimicos como la temperatura (Fig. 8.17), los sélidos totales
disueltos y la conductividad eléctrica (Fig. 8.18) mostraron pocas variaciones a lo largo de
la cinética.

Lactato Papel
Tratamiento LTS Tratamiento PTS
£0Na SUpenion Zona supeTion
3 4 0
5} 251 ‘p——-'—.-—————""---..______'_____... g 25 4 ‘,"-— i - —
g 20 @ 20
_g =
B 45 JCRRT
g &
E 104 E 10
@ &
=] 5 -
] T o T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 a ] 10 15 20 25 ao
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 8.17. Valores de temperatura en la zona superior de la columna con lactato (LT5) y papel

(PT5).
Lactato Fapel
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Figura 8.18. Valores de sdlidos totales disueltos (STD) y de conductividad eléctrica (EC) en la zona
superior de la columna con lactato (LT5) y papel (PT5).
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