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RESUMEN

El presente trabajo evalu6 la diversidad bacteriana asociada a las biopeliculas formadas sobre los 4anodos de celdas de combustible
microbianas, por medio del andlisis del gen del ARNr 16S y observaciones por microscopia electrénica de barrido. Se construyeron
celdas de combustible microbianas de una cdmara que permanecieron en operacién durante 30 dias utilizando muestras ambientales
como inéculo y unico sustrato energético; las celdas fueron monitoreadas en funcién de la produccién de energia durante el
desarrollo del experimento; al finalizar los ensayos, se realizé la caracterizacién molecular y observaciones mediante microscopia
electrénica de barrido a las biopeliculas formadas. Se reportan valores de densidad de potencia maxima de 4,85 mW/m? para el
agua residual doméstica y de 1,85 mW/m? para el caso del agua residual industrial, con disminuciones de 71 % de la DBO para el
agua residual doméstica y de 59 % de la DBO para el caso del agua residual industrial. Se logré la recuperacién de 15 secuencias
Gnicas provenientes de la amplificacién del gen del ARNr 16S obtenidas a partir de las biopeliculas formadas sobre los dnodos. El
andlisis filogenético ubicé estas secuencias en la clase Deltaproteobacteria. Los dos sustratos ambientales contienen una importante
e interesante diversidad microbiana, mostrandolos promisorios para la construccién y operacién de MFC y la implementacién de
procesos de biodegradacién de materia orgénica.

Palabras clave: aguas residuales, ARNr 16S, celdas de combustible microbianas, diversidad bacteriana, generacién de energfa,
microscopia electrénica de barrido.

ABSTRACT

This study evaluated the bacterial diversity associated with biofilms formed on the anode of microbial fuel cells (MFC), by analyzing
the 16S rRNA gene and observations by scanning electron microscopy. Single chambered MFC were constructed and kept in
operation for 30 days using environmental samples as inoculum and sole energy substrate; the MFC were monitored as a function of
energy production in the course of the experiment; at endpoint, molecular characterization and observations using scanning electron
microscopy was performed to the formed biofilms. Values of maximum power density of 4.85 mW/m2 for domestic wastewater and
1.85 mW/m2 in the case of industrial wastewater are reported, with declines of 71 % of the BOD for domestic wastewater and 59 %
of the BOD in the case of industrial wastewater. Recovery of 15 unique sequences from the amplification of 16S rRNA gene obtained
from the biofilms formed on the anodes was accomplished. Phylogenetic analysis placed these sequences in the Deltaproteobacteria
class. The two environmental substrates contain an important and interesting microbial diversity, showing them very promising for
the construction and operation of MFC and implementing biodegradation of organic material.

Keywords: 16S rRNA, electricity generation, microbial diversity, microbial fuel cell, scanning electron microscopy, wastewater.
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INTRODUCCION

Latecnologia de las celdas de combustible microbianas, MFC
porsussiglas en inglés (Microbial Fuel Cell), se muestra a futuro
como una fuente alternativa de energia, con el beneficio de
poder eliminar compuestos téxicos del ambiente o disminuir
los niveles de materia organica que son vertidos a las fuentes
de agua (Zhou et al., 2013). Las MFC se componen de una
o dos cdmaras con dos electrodos (dnodo y cdtodo) en
los cuales se forman biopeliculas microbianas capaces de
degradar sustratos energéticos; producto del metabolismo
microbiano se oxidan compuestos en la cdmara del dnodo,
produciendo CO,, protones y electrones, estos tltimos son
transportados desde el dnodo hasta el citodo mediante un
circuito externo. Los electrones junto con los protones son
reducidos a agua en el catodo, generando energia eléctrica
mediante la formacién de un gradiente electrénico (Logan
y Rabaey, 2012).

Las MFC tienen la capacidad de operar utilizando
diferentes fuentes naturales, tales como lagos (Zhao et al.,
2012), sedimentos marinos (Dumas et al., 2007; Erable
et al., 2013), efluentes provenientes de aguas residuales
domésticas (Liu et al., 2004; Logan y Rabaey, 2012) o
industriales, (Velasquez-Orta et al., 2011), lo que las
convierte en dispositivos versitiles con gran capacidad
para operar en diferente ambientes, presentando ventajas
funcionales y operacionales sobre otras tecnologias:
permite la conversién directa de un sustrato energético en
electricidad, logrando la remocién de materia organica
y de particulas contaminantes en fuentes de agua, puede
operar eficientemente en condiciones ambientales, incluso
a bajas temperaturas, no produce emisiones de gases
contaminantes, ya que la tnica emisién es CO, que retorna
a la atmésfera, tiene el potencial de ser utilizado en lugares
carentes de infraestructura eléctrica y no representa peligro
en su operacién (Rabaey y Verstraete, 2005).

Entendiendo la importancia del componente bioldgico
para el desarrollo de esta biotecnologia, el presente
trabajo buscé contribuir al conocimiento de la diversidad
microbiana asociada y en la busqueda y caracterizacién
de microorganismos eficientes en la capacidad de
transferir electrones al dnodo de las MFC, potencialmente
utilizables en procesos biotecnoldgicos, industriales o de
biorremediacién.

MATERIALES Y METODOS

Evaluacién de la actividad electrogénica de los sustratos
ambientales

Se construyeron MFC de una cdmara utilizando recipientes
de 2,5 L. Los electrodos se construyeron utilizando piezas
cilindricas de grafito. Para el caso del catodo, el electrodo
fue recubierto con catalizador de platino carbono con una
carga de 0,1 mg/cm? preparada en una solucién de Nafion
al 5 %. Las MFC fueron inoculadas y alimentadas con dos
tipos de sustratos ambientales, respectivamente: agua
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residual doméstica (ARD), proveniente de una planta de
tratamiento de aguas residuales domésticas, situada en La
Vordgine, corregimiento de Pance, Municipio de Cali, y agua
residual industrial (ARI) de un ingenio azucarero ubicado
en el Departamento del Cauca. Las MFC se mantuvieron
en funcionamiento durante 30 dias, tiempo en el cual se
garantiz6 la formacién de biopelicula; el monitoreo de
los pardmetros electroquimicos se llevé a cabo mediante
colecta de voltaje y corriente a través del tiempo y curvas
de potencial de celda vs. densidad de corriente. Los valores
de potencia y corriente se registraron usando multimetros
digitales (UNI-T UT70A). La densidad de potencia fue
normalizada con respecto al drea geométrica del 4nodo.

Analisis de la DBO

Se realizé andlisis de la demanda biolégica de oxigeno
(DBO) a la muestra ambiental, al momento de recolectar
la muestra ambiental y al final de los 30 dfas de operacién
en las MFC.

Caracterizacion molecular de la biopelicula anédica

Pasados los 30 dias de operacién de las MFC, los electrodos
fueron retirados del dispositivo, lavados con agua destilada
estéril y la biopelicula anédica fue removida de los electrodos
con un escalpelo estéril. Utilizando el kit comercial Power
Soil DNA Isolation (MO BIO) se realizé la extraccién de ADN
genémico a partir del raspado de la biopelicula anddica;
el ADN extraido se amplificé utilizando los cebadores:
F345 5’ACTCCTACGGGAGGCAGCAG3’  (Muyzer et
al., 1993) y Rga3 5 CCCITTGTACCGGCCATTGT’3
(construido en el presente trabajo). Los amplificados
generados se clonaron con el kit pGEM T easy vector system
I (PROMEGA) y se transformaron por choque térmico
células quimiocompetentes de E. coli DH5a. Se realizé la
purificacién de los plasmidos de colonias que tuvieran
el inserto, utilizado el kit UltraClean 6 Minute Mini Plasmid
Prep (MOBIO). Se determinaron las secuencias mediante
procedimientos estandares del servicio suministrado por
la compafifa Macrogen (USA) utilizando los cebadores
universales T7-SP6. Las secuencias obtenidas fueron
comparadas directamente con las secuencias depositadas
en las bases de datos del GenBank y del Ribosomal Database
Project, usando la herramienta de busqueda de alineacién
local basica (BLAST-N). Las secuencias parciales del gen
del ARNr 16S fueron editadas con el programa Chromas
LITE versién 2.1, estas se alinearon con el programa Bioedit
Sequence Alignment Editor (Hall, 1999). La clasificacién
filogenética fue inferida mediante el método de maxima
verosimilitud utilizando el sofiware PAUP versién 4.0b10, se
realizé una busqueda heuristica; el algoritmo de TBR (Tree-
Bisection-Reconnection) fue usado para reajustar la topologia
(Branch-swapping); el modelo de substitucién nucleotidica
fue seleccionado por el criterio de Akaike en ModelTest
versién 2.1.3 (Darriba et al., 2012); el soporte estadistico
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de los nodos se estimé mediante el bootstrap de maxima
verosimilitud con 1000 repeticiones.

Microscopia electrénica de barrido

Se realizaron observaciones de la biopelicula anddica
mediante microscopia electrénica de barrido. La
biopelicula adherida al electrodo se fijé en una solucién
de glutaraldehido al 2,5 % en amortiguador fosfato 0,1 M
pH 7,2 durante 12 h a 4 °C; las muestras fijadas fueron
lavadas dos veces en amortiguador fosfato, posteriormente
fueron deshidratadas sumergiendo e incubando la
muestra a 4 °C durante diez minutos en concentraciones
crecientes de etanol entre 30 % y 99,8 %. Las muestras
fueron deshidratadas inmediatamente agregando gotas
de hexametildisiloxano, posteriormente se adhirieron a
un soporte metdlico con cinta de carbono doble faz y
fueron recubiertas con una fina capa de oro en un Sputter
Coater Denton Vacuum modelo Desk IV para su inmediata
observacién en un microscopio Jeol JSM 6490 LV.

RESULTADOS

Desempefio electroquimico de los sustratos ambientales
Se monitored la produccién de energia durante 30 dias en
las MFC, las cuales fueron alimentadas exclusivamente con
sustratos de origen ambiental, sin adicionar ningtn tipo de
compuesto energético o realizar cambios de sustrato. En la
figura 1 se observa la densidad de potencia generada por
las MFC en funcién del tiempo; cuando las MFC fueron
inoculadas presentaron una fase de latencia durante los
primeros siete dias del montaje, seguido por un rapido
incremento del desempefio electroquimico llegando a una
fase en donde la potencia mostré6 un comportamiento
oscilatorio, alcanzandose valores de potencia méxima de
4,85 mW/m? en el dia 22 para el caso del ARD y de 1,85
mW/m? en el dia 20 en el caso del ARI.

Remocién de materia organica

El ARD presenté un valor de DBO inicial de 555,1 mg O,/L
y de 158,4 mg O,/L al finalizar los ensayos en las MFC
mostrando una disminucién del 71 %; en el caso del ARI
el valor inicial fue de 1527,8 mg O,/Ly de 630 mg O,/L al
finalizar los ensayos mostrando una disminucién del 59 %
en el pardmetro de DBO.

Caracterizacion de la biopelicula formada sobre los
anodos de las MFC

La figura 2 muestra la biopelicula formada durante 30 dias
sobre los dnodos de las MFC; la microscopia electrénica
de barrido por imagenes de electrén secundario muestra
que las estructuras de las biopeliculas de los dos ambientes
son muy diferentes entre si, con relacién a la estructura de
estas y al comparar los diferentes morfotipos bacterianos.
Las figuras 2A y 2C corresponden al 4nodo de la MFC que
fue operada con ARI, en estas se pueden observar bacilos

con extremos redondeados (0,84 ym-1,52 ym x 0,22 ym);
bacilos con extremos achatados (3,1-3,9 ym x 0,4 pym), una
bacteria filamentosa (6,4 ym x 0,23 pym) (Fig. 2A) y una
espiroqueta (6 ym x 0,74 pym) (Fig. 2C); las figuras 2B y
2D corresponden al 4nodo de la MFC que fue operada con
ARD, en éstas se pueden observar formas que se asemejan a
bacilos (2,33-2,83 ym x 0,71 pm), cocobacilos (1,33-1,5 ym
x 0,7 pm)y cocos (1,1 ym x 0,8 ym).

Caracterizacion molecular de la biopelicula

Se recuperaron 48 colonias transformadas de las cuales
15 posefan insertos tnicos. Los resultados de la alineacién
local (BLAST-N) para las secuencias recuperadas muestran
tener relacién con secuencias de clones no identificados
y no clasificados las cuales presentan valores de maxima
identidad que van desde 92 % hasta 98 %; se determiné
con qué grupo de microorganismos estaban relacionadas
las secuencias encontradas, al realizar andlisis filogenéticos
tomando secuencias de diferentes Phyla bacterianos, estas
tltimas fueron obtenidas de las base de datos almacenadas
en el Genbank; el andlisis indicé que las 15 secuencias estdn
relacionadas con la clase Deltaproteobacteria (Tabla 1).

Con el objetivo de establecer a qué grupo en particular
estaban relacionadas las secuencias se tomaron secuencias
al azar de géneros diferentes para cada una de las familias
pertenecientes a la clase Deltaproteobacteria; la inferencia
de la historia filogenética se realiz6 con base en el mejor
arbol generado por el método de méxima verosimilitud
(Fig. 3); el modelo de sustitucién nucleotidica utilizado
fue GTR+I+G con 0,4040 como pardmetro alfa de la
distribucién gamma, 0,2050 como la proporcién de sitios
invariantes, las frecuencias nucleotidicas fueron T=0,2078,
C=0,2414, A=0,2332 y G=0,3176. Los andlisis combinados
de alineamientos realizados en la bases de datos y la
reconstruccién filogenética sugiere que: los clones C2,
C10, C12, C15, C32 y C46 aislados del ARI, pertenecen al
orden Desulfuromonadales, familia Geobacteraceae; los clones
C9, C11, C36 y C47 aislados del ARl y los clones V3 y V12
aislados del ARD pertenecerian al orden Desulfobacterales,
familia Desulfobulbaceae, de estos, solo el clon V12 se
ubicé en el género Desulfurivibrio; el clon V14 aislado del
ARD se ubicé en el orden Syntrophobacterales, en la familia
Syntrophaceae y posiblemente en el género Syntrophus; el clon
V19 aislado del ARD se ubicé en el orden Desulfurellales ,
familia Desulfurellaceae; el clon C44 muestra relacién con el
grupo Deltaproteobacteria; no obstante, no fue posible realizar
aproximacién a ningtin grupo en particular.

DISCUSION

Los resultados indican, con respecto a la diversidad
microbiana, que en los dos ambientes estudiados existen
microorganismos que no solo tienen la capacidad de crecer
formado biopeliculas sobre los dnodos de las MFC (Fig. 2),
sino que se muestran como microorganismos electrogénicos,

Acta biol. Colomb., 22(1):77-84, enero-abril 2017 - 79



Mora Collazos A, Bravo Montaiio E.

Tabla 1. Resultado de comparacién de las secuencias de los clones mediante las herramientas de BLAST-N y andlisis de inferencia filogenética

por el método de maxima verosimilitud.

Clon Resultado BLAST-N

Andlisis filogenético Numero de
Secuencia mdas relacionada % de Valor E Grupo taxonémico més accesion en el
identidad relacionado GenBank

Cc2 Geobacter sp. (AB769234) 98 0,0 Familia Geobacteraceae KM083010
Clon de bacteria no cultivada

c9 (AB722237) 97 0,0 Orden Desulfobacterales KM083011
Clon de Geobacter sp. .

c10 (JQ086879) 97 0,0 Familia Geobacteraceae KM083012
Clon de bacteria no cultivada

C11 (AB722237) 99 0,0 Orden Desulfobacterales KMO083013

c1p  Clon de bacteria no cultivada 99 0,0 Familia Geobacteraceae KM083014
(HM141838) ’ "
Clon de bacteria no cultivada -

C15 (EF079082) 98 0,0 Familia Geobacteraceae KM083015

c3p  Clon de bacteria no cultivada 96 0,0 Familia Geobacteraceae KM083016
(FN824928) ’
Clon de bacteria no cultivada

C36 (X223151) 92 0,0 Orden Desulfobacterales KM083017
Clon de bacteria no cultivada Deltaproteobacteria no clasifi-

C44 (DQ833475) 94 0,0 cada KM083018
Clon de Proteobacteria no cultiva- .

C46 da (IN038771) 95 0,0 Familia Geobacteraceae KM083019
Clon de bacteria no cultivada

c47 (DQ833475) 98 0,0 Orden Desulfobacterales KM083020
Clon de bacteria no cultivada 97

V3 (AB240495) 0,0 Orden Desulfobacterales KM083021
Clon de bacteria no cultivada .

V12 (KC432093) 95 0,0 Familia Desulfobulbaceae KM083022
Clon de bacteria no cultivada .

V14 (IN995365) 99 0,0 Familia Syntrophaceae KM083023

vig  Clon de bacteria no cultivada 94 0,0 Familia Desulfurellaceae KM083024
(EU542511) ’

al tener la capacidad de transferir los electrones desde un
sustrato ambiental al dnodo de las MFC (Fig. 1).

Las MFC alimentadas con sustratos de origen ambiental
generaron energia de forma continua durante toda la fase
experimental, sin necesidad de enriquecer los sustratos
o de realizar cambios de estos, lo cual demuestra que los
microorganismos tienen el potencial de generar energia
utilizando exclusivamente los diferentes compuestos
presentes en la muestra ambiental, indicando que las MFC
fueron auto sostenibles en cuando al sustrato energético,
conclusién a la cual llegaron también Reimers et al. (2006),
quienes operaron un dispositivo in-situ durante 125 dias,
el cual generé una densidad de potencia de 34 mW/m?,
esta condicién favoreceria el montaje de dispositivos en
sitios remotos, ademds de representar un factor econémico
importante al no tener que invertir en el enriquecimiento de
los sustratos.
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La auto sostenibilidad de las MFC es un pardmetro
que puede deberse a las complejas interacciones entre los
consorcios microbianos y no solo a los microorganismo
que conforman la biopelicula; microorganismos por fuera
de la biopelicula desempefiarian un papel importante al
degradar sustratos complejos en compuestos facilmente
metabolizables por los microorganismos electrogénicos
(Pantetal., 2010). Ademas, el potencial de biodegradacién
y biorremediacién que poseen las MFC y que se evidencia
en la reduccién de ciertos pardmetros, como la DBO,
estarfa relacionado con el metabolismo de todos los
microorganismos en la MFC y no solo a los presentes en la
biopelicula; sin embargo, Huggins et al. (2013) indican que
la presencia de los electrodos puede actuar como catalizador
al estimular el aumento de la tasa de degradacién de la
materia organica.
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Figura 1. Densidad de potencia generada a través del tiempo por los dos ambientes monitoreados.

Figura 2. Microscopia electrénica de barrido por imagenes de electrén secundario de las biopeliculas formadas sobre los énodos de las MFC
después de 30 dias operacién: (A) y (C) corresponden a la biopelicula formada por las bacterias presentes en el ARI; (B) y (D) corresponden a la
biopelicula formada por bacterias presentes en el ARD.
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Se registré una disminucién del 71 % de la DBO en el
caso de la MFC alimentada con ARD y de 59 % para el caso
de la MFC alimentada con ARI; valores significativamente
altos, que estaria demostrando el potencial de remocién
de materia orgdnica que presentan estos dispositivos. Se
han reportado dispositivos de mayor complejidad con la
capacidad de remocién entre 80-90 % (Huang et al., 2011).
La autosostenibilidad de la MFC combinada con las eficiente
tasas de disminucién de la DBO han llevado al desarrollo
de biosensores con la capacidad de medir la DBO (Hsieh y
Chung, 2014).

La caracterizacién molecular de la biopelicula (Fig. 3;
Tabla 1.) indica que las secuencias encontradas pertenecen
al Phylum Proteobacteria, clase Deltaproteobacteria; los clones se
agruparon en cuatro érdenes diferentes (Desulfuromonadales,
Desulfobacterales, ~Syntrophobacterales 'y Desulfurellales). Al
interior de estos grupos se encuentran microorganismos
anaerobios, facultativos y algunos con metabolismo

aerobio,  quimiolitétrofos,  quimioorganotrofos o
quimioautdtrofos, que pueden utilizar como udltimo aceptor
electrénico hierro y sulfato y como donadores de electrones
pueden utilizar diversos compuestos orgdnicos, que van
desde compuestos organicos simples, acidos grasos de
cadena larga, alcoholes, cauchos, resinas compuestos
aromdticos, hasta hidrocarburos alifiticos o arométicos
(Brenner et al., 2005). Las caracteristicas pertenecientes a
la clase Deltaproteobacteria indicarian que en estos ambientes
se encuentran microorganismos con la capacidad para
biodegradar compuestos de interés.

Sun et al. (2011) indican que la mayor diversidad
encontrada en cuatro configuraciones diferentes de dnodos,
estaba representada por secuencias de microorganismos
no cultivables y pertenecientes a la clase Deltaproteobacteria,
Miran et al. (2015) reportaron que el género mds
abundante encontrado en sus dispositivos fue Desulfovibrio,
perteneciente a la clase Deltaproteobacteria; igualmente, Wang

Figura 3. Inferencia filogenética de las secuencias encontradas al compararlas con secuencias de las diferentes familias de la Clase

Deltaproteobacteria.
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et al. (2014) y Cabezas et al. (2015) reportaron que la clase
Deltaproteobacteria se encontraba en mayor abundancia que
otros grupos bacterianos en la biopelicula formada sobre los
anodos de sus dispositivos; tendencia que ha sido reportada
en aguas residuales y continentales, y en sedimentos
marinos. También se ha observado que la mayor abundancia
estd representada por organismos del Phylum Proteobacteria
(Sokhee et al., 2014). Al parecer, los microorganismos de la
clase Deltaproteobacteria presentan afinidad para conformar
la biopelicula sobre los dnodos de las MFC.

Las biopeliculas microbianas estan conformadas por
diferentes estratos, cada uno con complejas agrupaciones
(Rochex et al., 2009); donde microorganismos pueden
ocupar regiones especificas condicionando la estructura
de la biopelicula (Tian et al., 2016); ademas, la estatura
y composicién de una biopelicula cambia a lo largo del
tiempo impulsada por cambios ambientales, disponibilidad
de nutrientes y factores intrinsecos a las biopeliculas (Ribas
etal., 2009; Luria et al., 2016).

Los datos de esté trabajo derivan de la elaboracién de
librerias genémicas, lo cual representa limitaciones en el
andlisis de las comunidades microbianas; se asume que
las secuencias recuperadas correspondan a los grupos
mas abundantes; no obstante, las complejidad, estructura
y cambios en el tiempo de las biopeliculas, requiere de la
implementacién técnicas donde se destaca la secuenciacién
de nueva generacién (Luria etal., 2016; Tian et al., 2016).

La densidad de potencia generada por una MFC no
podrd llegar a ser igual o mejor que la de una pila de
combustible quimico (Zhou et al., 2013), sin embargo,
esto no estarfa indicando que la tecnologia de las MFC
no sea promisoria; las MFC ofrecen un medio econémico
para el tratamiento de aguas residuales, donde al parecer
el electrodo actuaria como catalizador del proceso al
aumentar las tasas de consumo de sustrato. Ademds, al
ser sistemas anaerobios, evitan los costos de aireacién y
por el contrario, generan energia en el proceso (Huggins et
al., 2013). La tecnologia de las MFC podria direccionarse
al acople de procesos que acomparfien la produccién de
energia con la descontaminacién de cuerpos de agua y
procesos de biorremediacién, de aqui la importancia de
conocer y caracterizar los microorganismos asociados a la
biopelicula en busqueda de conocimientos que permitan
desarrollar de forma efectiva esa biotecnologia.

CONCLUSIONES

Atendiendo a las limitaciones y beneficios que ofrecen
las MFC, los estudios sobre esta biotecnologia deberia
centrarse en temas de biorremediacién, diversidad
microbiana, relaciones entre consorcios microbianos, en el
disefio y optimizacién de dispositivos in-situ amigables con
el medio ambiente, que permitan la obtencién de energia
eléctrica acoplados a sistemas de medicién o procesos de
biorremediacién. Las MFC tendrian la capacidad de producir

energia eléctrica de baja potencia, operada en ambientes
naturales, donde el uso de los sustratos ambientales
como unica fuente de energia, haria auto sostenibles los
dispositivos. El Phylum Proteobacteria, especificamente la
clase Deltaproteobacteria, se muestra como un grupo de
interés no solo por su versatilidad metabdlica y su potencial
en biorremediacién sino ademds, por la posible afinidad
que presenta por conformar mayoritariamente biopeliculas
formadas sobre los d4nodos de las MFC. Se recomienda
el uso de técnicas como DGGE y secuenciacién de nueva
generacién las cuales aportarian informacién valiosa y
mds precisa sobre la estructura y la composicién de las
biopeliculas.
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