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RESUMEN

La reciente busqueda de fuentes de energia renovables ha motivado la investigacion en
nuevas tecnologias para la produccion de energia eléctrica, siendo un ejemplo de ello las
celdas de combustible microbianas (MFC). En estos dispositivos se produce energia
eléctrica por accion del metabolismo microbiano. Estas celdas constan de una camara
anodica anaerobia, la cual contiene al &nodo, materia organica y microorganismos y
camara catddica aerobia, en la cual se encuentra el catodo. El anodo y el catodo se
encuentran conectados por una resistencia. Los electrones generados por el metabolismo
microbiano son transferidos al anodo y viajan a través de un circuito al catodo, donde
ocurre la reduccion de oxigeno a agua. Este movimiento de electrones a través del circuito
genera una corriente eléctrica. Resulta esencial para la produccion de corriente eléctrica
que la comunidad microbiana desarrollada en el &nodo se encuentre enriquecida en
bacterias capaces de utilizar al &nodo como aceptor final en su cadena de transporte de

electrones.

Este trabajo se enfoca en un tipo novedoso de MFC, denominado celda de combustible
microbiana de sedimento (SMFC), en el cual la energia eléctrica se produce a partir de la
actividad metabolica de los microorganismos presentes en suelos o sedimentos. La
energia en las SMFC se produce gracias a la capacidad de algunas bacterias (bacterias
electroactivas) de transferir los electrones producidos a partir de la oxidacion de los
compuestos organicos del suelo a un anodo. Hasta la fecha, pese a que los suelos o
sedimentos son reservorios de biodiversidad muy importantes, pocos trabajos han
estudiado las comunidades microbianas anddicas de este tipo de MFC y el aislamiento de

microorganismos electroactivos a partir de estas MFC es casi nulo.

En el presente trabajo se construyeron SMFC con dos suelos de arroz y un sedimento de
laguna de nuestro pais. Se estudid la comunidad microbiana presente en los &nodos por
técnicas independientes de cultivo y se aislaron bacterias electroactivas de los anodos. Se
logré producir energia eléctrica a partir de los dos suelos de arroz y el sedimento de
laguna, sin embargo, se observo una mejor performance para las SMFCs construidas con
sedimento de laguna. La produccion energética observada, se asocié a un cambio en la
comunidad microbiana anddica, en la cual se detectd un enriquecimiento en

microorganismos pertenecientes a la clase Deltaproteobacteria. Se lograron aislar 11



cepas electroactivas a partir del biofilm anddico. La produccion de corriente de las cepas
aisladas ensayada por cronoamperometria fue variable, observandose una mejor
performance para las cepas DE5 (Shewanella sp.), DE3 (Pseudomonas sp.) y DE2
(Lysinibacillus sp.). El anélisis por voltamperometria ciclica de estas cepas reflejé la
presencia de un pico redox asociado a la transferencia electrones al &nodo. En base a los
resultados obtenidos se propone profundizar el estudio de los mecanismos de
transferencia electronica al anodo que presentan estas cepas, con el fin de lograr un mejor

rendimiento energético.



1 INTRODUCCION

A nivel global, la demanda energética esta creciendo rapidamente. Actualmente, la mayor
parte de la energia utilizada proviene de fuentes no renovables (petréleo, gas natural y
carbdn) constituyendo la principal causa de emisién antropogénica de dioxido de carbono,
gas de efecto invernadero que contribuye al cambio climatico mundial (Zabihallahpoor
et al., 2015).

En la actualidad, las politicas energéticas gubernamentales tienden a la busqueda de
fuentes de energia sustentables acomparfiadas de un uso racional de la energia a modo de
reducir costos, disminuir la dependencia del petréleo y minimizar el impacto
medioambiental. No obstante, aun representan una pequefia fraccion de la energia
consumida a nivel mundial (BP, 2017). Esto se debe a que hasta el momento, ninguna de
estas tecnologias puede competir de forma rentable con la generacion de energia a partir

de combustibles fésiles.

Histéricamente, la matriz energética del Uruguay ha estado conformada
mayoritariamente por fuentes no renovables como el petrdleo, y fuentes renovables en
menor proporcion (energia hidroeléctrica). Sin embargo, en los ltimos afios, la politica
energética de nuestro pais se ha transformado siguiendo la tendencia global. Se ha
fomentado la incorporacion de nuevas fuentes de energia sustentables, logrando una
participacion de hasta un 57% de fuentes renovables (hidraulica, edlica, biomasa y solar),
en la matriz energética primaria al 2015 (“Balance Energético Nacional - Abastecimiento

de energia por fuente,” 2015).

La busqueda de nuevas fuentes de energia, ha impulsado el desarrollo tecnol6gico. En
este contexto, ha aflorado el interés en las celdas de combustible microbianas (MFCs por
su sigla en inglés) como una opcién innovadora para la produccion de energia,
representando un nuevo enfoque de generacion de electricidad a partir del metabolismo
microbiano. En estos dispositivos, los microorganismos convierten la energia quimica
presente en la materia organica a energia eléctrica mediante la transferencia de electrones

a un anodo (Lovley, 2006).

El uso de microorganismos para la produccién de electricidad fue descubierto a inicios

del siglo XX por Potter (Potter, 1911) Sin embargo recién en 1931, Cohen logré producir
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energia mediante la conexion en serie de un lote de celdas de combustible microbianas
(Logan et al., 2006). Durante los afios sesenta, se estudidé el fenédmeno de respiracién
microbiana utilizando un electrodo sélido como aceptor final (Lewis, 1966). A principios
de los afios noventa, se disefid una celda de combustible como un posible método para la
generacion de electricidad a partir de carbohidratos (Allen and Bennetto, 1993). Desde
ese entonces se ha investigado en diversas areas enfocadas en optimizar el rendimiento
de las MFCs (Liu and Logan, 2004; Bruce E Logan and Regan, 2006; Pham et al., 2005).
En 2006, se planted el uso potencial para la produccion de energia sostenible y renovable,
a partir de aguas residuales (Lovley 2006). Y aun mas aplicaciones han sido establecidas
como ser: sensores de la demanda bioldgica oxigeno (DBO) (Chang et al., 2004; Kang et
al., 2003; Kim et al., 2003), indicadores de la aparicién de cadmio en suelo (Jiang et al.,
2015), sensores para el monitoreo de arsénico (Rasmussen and Minteer, 2015),
biorremediacion de uranio (Williams et al., 2010) y monitoreo in situ de procesos (Liu et
al., 2011). A su vez se han disefiado robots autosustentables para el tratamiento de aguas
residuales (leropoulos et al., 2010), como por ejemplo, el EcoBot-I, conformado por 8
MFCs (leropoulos 2003). También se ha demostrado su aplicacion como fuente de

energia para la iluminacion LED y alarmas de humo (Scott et al., 2016).

Recientemente, los estudios en MFCs se han enfocado en optimizar la eficiencia
energética. En un futuro esta tecnologia podria brindar un tratamiento de aguas residuales
sustentable democratizando el acceso al saneamiento y la energia, ya que alrededor de
2.000 millones de personas en todo el mundo no cuentan con un sistema saneamiento
adecuado (Scott et al., 2012).

1.1 CELDA DE COMBUSTIBLE MICROBIANA

En una celda de combustible microbiana, los microorganismos oxidan materia organica
como parte de su metabolismo energético y transfieren electrones a un electrodo (anodo),
que actia como aceptor final de la cadena de transporte de electrones. Basicamente una
MFC estd compuesta por dos compartimentos, denominados anddico y catddico,
separados por una membrana permeable al intercambio de protones. Generalmente el
compartimiento anddico es anaerobio mientras que el catodico es aerobio. En el
compartimiento anddico deberan existir microorganismos capaces de oxidar materia

organica (dador de electrones) a diéxido de carbono, protones y electrones. Los electrones
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generados se transfieren al anodo y circulan a través de un circuito hacia el catodo
generando una corriente eléctrica. A su vez, los protones generados en la cdmara anodica,
difunden a través de la membrana permeable al compartimiento catodico. En la mayoria
de las MFCs los electrones que alcanzan el catodo, participan en la reduccién del oxigeno
(20, + 8H* + +8e” — 4H,0) (Kim et al., 2002; Lovley, 2006). Los dadores de electrones
en la caAmara anddica pueden ser simples como la glucosa (Chae et al., 2009; Chaudhuri
and Lovley, 2003) o el acetato (Bond and Lovley, 2003; Sun et al., 2015) o complejos,
como la celulosa (Ishii et al., 2008), o la matriz organica presente en agua residuales
(Moon et al., 2006) o sedimentos (Reimers et al., 2001).

1.1.1 Performance de las celdas de combustible microbianas

La produccion energética tedrica en una MFC, se determina a partir de la energia libre de
Gibbs (AG®). En estos sistemas se puede relacionar la energia libre de Gibbs con el
potencial electroquimico o fuerza electromotriz (E), definida como la diferencia de

potencial entre el catodo y el anodo (E°).

AG° = —nFE°

Dénde n representa el nimero de electrones intercambiados, F la constante de Faraday (96485

Coulomb/mol) y E° la fuerza electromotriz estandar de la reaccion (Bard and Faulkner, 2000).

La energia producida en una MFC dependerd en condiciones ideales solamente del
sustrato organico reducido y el aceptor final de electrones. A modo de ejemplo, para una
MFC con acetato como dador de electrones (Eacetato= -0,296 V), y con oxigeno como
aceptor de electrones (Eoxigeno= +0,805 V) (Tabla 1), se obtiene un potencial teérico para
la MFC de 1,1 V [Emrc = 0,805 V - (- 0,2 V)] (Scott et al., 2016). Sin embargo, en la
practica, el rendimiento energético obtenido resulta ser incierto debido a que existen
pérdidas internas que varian segun los parametros operacionales de la MFC (Logan et al.,
2006).



Tabla 1.Potenciales teoricos para las condiciones tipicas en una MFC (Logan et al., 2006)

1) 2HCO,+9H" +8¢ —— CH,COO" +4H,0

E oo ey = -0.296 V vs NHE a pH=7, HCO,= S mM y CH,CO0" =5 mM

2) O,+4H"' +4e —— 2H,0

Eodggnu oFC) +0,805 V vs NHE a pH =7 y pO, =0,2

NHE: clectrodo normal de hidrogeno

El rendimiento general de una MFC se puede describir a través de la eficiencia
coulémbica (CE), que se define como la cantidad de electrones recuperados a partir del
sustrato organico en relacion al maximo tedrico. El maximo tedrico se calcula suponiendo
que todos los electrones generados en la oxidacion del sustrato son convertidos en
corriente eléctrica. (Allen and Bennetto, 1993). Otro parametro utilizado para comparar
la eficiencia de las MFCs, es la intensidad de corriente que representa el nimero de
electrones transferidos por segundo a un electrodo. Frecuentemente se expresa como
densidad de corriente a modo de normalizar los datos de intensidad de corriente por la
superficie del electrodo (mA/cm?), o segln el volumen de la camara del electrodo (en
mA/cm?) (Koch and Harnisch, 2016). La intensidad de corriente y el potencial de la celda

se relacionan en circuito cerrado con la ley de Ohm (Chang et al., 2006).

Ecetda = IRext

En la que R representa resistencia externa en Ohm, | la intensidad de corriente en
Amperes Yy Eceida la diferencia de potencial entre los electrodos en Voltios (Nielsen et al.,
2007).

El potencial maximo de una MFC obtenido experimentalmente es siempre inferior al
tedrico debido a pérdidas 6hmicas de todo el sistema y pérdidas de energia del electrodo,
a menudo referidas como sobrepotencial (1) del electrodo (Scott et al., 2016). Los
sobrepotenciales son pérdidas debido a la resistencia de transferencia electronica y
resistencias internas (Rabaey and Verstraete, 2005). Las pérdidas de energia,
principalmente por una alta resistencia interna, limita la potencia producida por estos
sistemas (menor a 6 W/m? o menor a 500 W/m?®), afectando en forma significativa el

escalado de estos dispositivos (Zhao et al., 2009). A modo de estimar las pérdidas
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energéticas producidas por la confeccion de la celda se realiza un control que opera en
circuito abierto (OC). El potencial de circuito abierto se mide en ausencia de corriente
externa, cuando los electrodos no han sido unidos aun a la resistencia externa. En la
practica se ha observado que el potencial del catodo (utilizando oxigeno) es
sustancialmente mas bajo (por ejemplo de +0,2V) que el tedrico (+0,805 V), lo cual indica

que la mayor pérdida de energia se produce en el catodo (Logan et al., 2006).

Con el fin de reducir la resistencia interna, se ha modificado el disefio de las MFCs, por
ejemplo minimizando la distancia de los electrodos, aumentando la superficie del anodo
o la conductividad de la solucion (Bruce E. Logan and Regan, 2006). Otros estudios de
optimizacion se han enfocado en el biofilm (ya sea mediante la seleccion de cultivos puros
0 consorcios bacterianos adaptados a las condiciones del reactor), los mecanismos de
transferencia (por adicion de mediadores redox solubles o modificacion genética de
microorganismos) y el desarrollo de materiales (Rabaey and Verstraete, 2005).
Recientemente, ha surgido el interés en sustituir los catodos abidticos por biocatodos en
los que los microorganismos catalizan la reaccion de reduccion (Nimje et al., 2012). Es
decir, que la performance de las MFCs, depende de factores bioldgicos y electroquimicos.
Entre ellos se incluyen: el tipo de indculo, la eleccidn y concentracidn del sustrato o dador
de electrones, el pH, la conductividad, la temperatura, el disefio de la celda y los

materiales utilizados para la confeccion de la MFC (Rabaey and Verstraete, 2005).

1.1.1.1 Microbiologia en anodos de celdas de combustible microbianas

El potencial del &nodo determina el potencial redox del aceptor final de electrones y en
consecuencia el metabolismo de los microorganismos que se encuentran en el anodo
(Rabaey and Verstraete, 2005). En las MFCs, es posible distinguir diferentes vias
metabdlicas (oxidativas, fermentativas) y hasta la fecha, los microorganismos reportados
en los &nodos, son anaerobios facultativos o anaerobios estrictos (Rabaey and Verstraete,
2005). Por otro lado, se debe considerar que los microorganismos capaces de utilizar el
anodo como aceptor final de electrones, pueden utilizar otros aceptores de electrones,
como el oxigeno, nitrato, éxidos de hierro y manganeso, sulfato (Madigan et al., 2015).
Por ello la presencia de aceptores electronicos alternativos en el compartimento anddico,
puede ocasionar que parte de la comunidad bacteriana obtenga su energia por procesos

que no generen electricidad (Bruce E. Logan and Regan, 2006).
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1.1.2 Tipos de celdas de combustible microbianas

Varios tipos de MFCs se han creado con el proposito de mejorar la potencia obtenida.
Existen varias maneras de clasificar las MFCs. Una de las més comunes se basa en su
configuracién de acuerdo al nimero de camaras que pueden ser una o dos (figura 1). El
disefio de dos camaras, se conforma con una camara anddica y una catodica separadas
mediante una membrana de intercambio de protones (PEM). En las MFCs de una camara
el catodo no se encuentra en una cdmara separada si no que se encuentra en contacto
directo con el aire en ausencia o presencia de una membrana de intercambio de protones.
Otra clasificacion refiere al mecanismo de transferencia de electrones, por lo cual se
distinguen dos tipos de MFCs, con y sin mediador agregado. ElI mediador es un
trasportador de electrones que se agrega al sistema para mejorar la tasa de transferencia
de electrones al electrodo (Bruce E. Logan and Regan, 2006). También se pueden
clasificar de acuerdo al sustrato en: celdas de combustible de sedimento, celdas de
combustible con planta o celdas de combustible de aguas residuales (Nishio, 2010; Wang

and Ren, 2013). Esta tesis se enfoca en el estudio de celdas de combustible de sedimento.

; 0

Resistance

Cathode reaction:

20,4+ 8H +48¢ 5 4H0 — 11— o
4H0 10, ¢ 0
5 + CO: ¢ |
Cathode ¥
Y
o
S
Water . § S
- o
Sediment o 2 c3 g:‘) S»
3B B =
3 35 o EEF
oo Q = oo
g @ T [} @ 6
Anade reaction: alGE =
CH,0,+2H,0 - 2€0,+8Ht+ 8-

Fermentation  Qrganic

ZCOZ Acetate nitter

Figura 1. Ejemplos de MFCs. A) MFC de una camara (Lovley, 2006). B) MFC de dos cdmaras (Du et al.,
2007).
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1.2 CELDAS DE COMBUSTIBLE MICROBIANAS DE SEDIMENTO

Las celdas de combustible microbianas de sedimento (SMFCs por su sigla en inglés
"Sediment Microbial Fuel Cell™), también conocidas como celdas de combustible
bentdnicas, constituyen un tipo de MFC, en la cual es posible obtener energia eléctrica a
partir del material organico presente en suelos o sedimentos acuaticos. Las SMFCs
consisten en un anodo sumergido en un suelo o sedimento andxico conectado a un catodo
suspendido en agua sobrenadante. En estos sistemas la materia organica compleja del
suelo es degradada por microorganismos (hidroliticos y fermentadores) a acetato, u otros
compuestos organicos producto de la fermentacion. Luego, estos compuestos organicos
mas simples son oxidados, por accion del metabolismo microbiano utilizando el anodo
como aceptor final de electrones. Ademés, se han descrito otros mecanismos que
contribuyen a la produccion de energia eléctrica, como la oxidacion quimica de
compuestos reducidos generados por accion microbiana (acidos hdmicos, Fe?") y la
oxidacion microbiana de azufre a sulfato (Bond et al., 2002; De Schamphelaire et al.,
2008; Reimers et al., 2001; Ryckelynck et al., 2005).

La transferencia de electrones al anodo ocurre solo si la cAmara anddica se encuentra en
condiciones anaerobias. En la configuracion de SMFC de una cadmara, esto se logra
debido a que la concentracion de oxigeno disminuye a medida de que aumenta la
profundidad del agua y del sedimento. El oxigeno de la interfase agua-sedimento es
removido por parte del metabolismo microbiano oxidativo aerobio, generando un
gradiente redox en el sedimento. A su vez, este gradiente se mantiene, por debajo de la
superficie del sedimento, con la generacion de reductores (como el sulfuro) por parte del

metabolismo microbiano oxidativo anaerobio (Froelich et al., 1979; Tender et al., 2008).

Se han utilizado varios inoculos en la construccion de SMFCs, los cuales se caracterizan
por poseer una alta densidad de microorganismos y elevada concentracion de materia
orgénica. Se han confeccionado SMFCs a partir de sedimentos acuaticos de origen marino
y de agua dulce (Bond et al., 2002; Holmes et al., 2004), sedimentos de humedal (Dai et
al., 2015), suelos de arroz (De Schamphelaire et al., 2010; Kaku et al., 2008) y otros
inoculos ricos en materia organica (Dunaj et al., 2012; Mei et al., 2015). Los suelos de
arroz presentan la ventaja de poseer un elevado contenido de materia organica

acompafado de un aporte constante de sustancias organicas excretadas por las raices de
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la planta. A su vez, el campo de arroz presenta una etapa en la que la parcela es inundada,
factor ideal para la aplicacion de estos dispositivos (Kaku et al., 2008). En relacion al
rendimiento energético de las SMFCs construidas con sedimentos acuéticos, se han
observado menores rendimientos para las SMFCs construidas con sedimento de agua
dulce en comparacion con las SMFCs construidas con sedimentos marinos (Holmes et al.
2004). Esto se atribuye a aspectos como la menor conductividad del agua dulce (menor
concentracion de sales) o menor difusion de oxigeno “in situ” (aguas con muy poco

movimiento) lo que afecta la reaccion catodica (De Schamphelaire et al. 2008).

El desarrollo tecnoldgico de las SMFCs se ve limitado por la generacion de baja energia,
con un maximo tedérico de aproximadamente 1,2 V. Los principales aspectos que afectan
el rendimiento de las SMFCs son: la distancia entre electrodos (a mayor distancia mayor
resistencia interna) (Jang et al., 2004), el bajo flujo de reductores en el sedimento debido
a la baja transferencia de masa, la presencia de oxigeno disuelto en el &nodo (Yoon et al.,
2007) y la disminucion de la superficie de los electrodos por deposicion electroquimica
(ej. azufre) (Reimers et al., 2006). Es deseable que los electrodos sean impermeables a la
corrosién bioldgica o abiotica, pasivacion o degradacion. Se han utilizado diferentes
materiales para la construccion de electrodos como platino; grafito y acero inoxidable. En
general, el material méas utilizado es el grafito (en forma de hojas, placas o varillas) debido
a su estabilidad, alta conductividad, biocompatibilidad, elevada superficie especifica y
buena relacion costo/beneficio (Girguis et al., 2010).

Las SMFCs presentan la ventaja de que pueden generar energia sin la adicion de carbono,
utilizando la materia organica del sedimento como fuente de combustible. Desde el punto
de vista medioambiental esta tecnologia es ideal debido al minimo impacto que genera su
instalacion y operacion, no involucra procesos de combustion o etapas de transformacion
térmica, opera a temperaturas moderadas, como son (20-40°C) y se puede implementar
en aquellas regiones donde no llega la red eléctrica convencional (Lovley, 2006). A su
vez, la configuracion libre de membrana de intercambio de protones es de facil confeccion

y de bajo costo.

Se consideran interesantes para la generacion de energia en areas remotas, donde el
mantenimiento frecuente es inviable. Estos dispositivos se han utilizado para proveer

energia a instrumentos desplegados en medios acuaticos a largo plazo (Donovan et al.,
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2013; Ewing et al., 2014; Tender et al., 2008) Ademas podrian disminuir las emisiones

de metano (por ej. en los campos de arroz) (Ueno and Kitajima, 2014).

1.3 BIOFILM ELECTROACTIVO

Para la generacion de electricidad en una MFC es imperativa la presencia de
microorganismos capaces de respirar utilizando el electrodo como aceptor final de
electrones. Se ha reportado el crecimiento de biofilms electroactivos (EAB por su sigla
en inglés "Electro Active Biofilm") y poblaciones de microorganismos planctonicos en

la cdmara anddica, que median la transferencia extracelular de electrones al electrodo.

En una MFC, la composicion microbiana del biofilm anddico dependera directamente del
indculo aplicado en la cAmara anddica, pero también se ve afectada por el disefio y los
parametros operativos de la celda. En el caso de los EABs anddicos, las células
bacterianas que lo conforman deberan ser capaces de ceder los electrones derivados de la
respiracion celular a un electrodo. Sin embargo, se ha observado que los EABs albergan
ademas de microorganismos electroquimicamente activos (EAM por su sigla en inglés
"Electro Active Microorganisms™) otros que no participan en la transferencia extracelular
de electrones. La funcion de estos microorganismos seria metabolizar compuestos
organicos complejos mediante la fermentacion o respiracion utilizando otros aceptores

finales de electrones (Borole et al., 2011; Madigan et al., 2015).

Hasta hoy, los mecanismos de interaccion microbiana que intervienen en el desarrollo de
un biofilm electroactivo no han sido del todo elucidados. Sin embargo, a diferencia de los
microorganismos plancténicos que solo pueden realizar transferencia electronica
indirecta, los microorganismos que componen el EAB podrian transferir los electrones
directamente al electrodo; por medio de una matriz conductora; y/o a través de
mediadores. La formacion de biofilms en una MFC contribuye a una mayor produccion
energética. El estudio de biofilms puros de Geobacter sulfurreducens y Shewanella
oneidensis, ha demostrado la formacion de una matriz conductora, conformada por
estructuras denominadas pili que participan en los procesos de formacion del biofilm,
permiten un contacto interespecifico, asi como el contacto entre la superficie celular y los
aceptores de electrones insolubles. A su vez, S. oneidensis es capaz de transferir

electrones tanto en el estilo de vida planctonico como en la formacion de biofilms. La
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formacion de EAB en S. oneidensis esta influenciada por el potencial redox del aceptor
de electrones disponible, que regula la expresion de proteinas como la flagelina, proteinas
asociadas al estres oxidativo, proteinas implicadas en el quorum sensing (autoinductoras),
y proteinas involucradas sintesis de mediadores de la transferencia electronica

(riboflavina, grupo hemo y transportador ABC) (Borole et al., 2011; Sydow et al.,2014).

1.3.1 Comunidad microbiana en bhiofilms electroactivos

En una SMFC, los EABs estdn compuestos por una comunidad microbiana de caracter
complejo y diverso. Esta caracteristica se ha asociado a una mayor produccion energética
respecto a los cultivos puros debido a la capacidad de metabolizar diversos sustratos a
causa de la gran variedad de vias metabolicas disponibles. El rol de los microorganismos
en la comunidad microbiana del EAB no ha sido completamente dilucidado. El anélisis
de la comunidad microbiana en MFCs, ha demostrado que en los EABS no hay un
predominio de una Unica especie, lo cual puede deberse a la existencia de varias especies
capaces de desarrollar la transferencia de electrones al electrodo, y a que posiblemente
una parte de la comunidad pueda ser mantenida por metabolismos alternativos, que no
generan electricidad. Por otro lado, se ha observado una gran diversidad microbiana en
los EABs, con la presencia de microorganismos no identificados como reductores de

hierro (Bruce E. Logan and Regan, 2006).

Se han realizado varios estudios de comunidad microbiana en MFC basados en técnicas
moleculares. Las técnicas mas utilizadas en los estudios de MFC han sido la electroforesis
en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE), la comparacion de los perfiles de restriccién
de los fragmentos terminales (T-RFLP) y las bibliotecas de clones usando productos de
amplificacion del gen 16S ARNTr. Estas herramientas han permitido estudiar la estructura
y dindmica de las comunidades, y caracterizar las especies dominantes en los EABS. Sin
embargo no han sido suficientes para abordar la gran diversidad microbiana en EAB.
Recientemente, se han utilizado técnicas de secuenciacion masiva para el estudio de
comunidades microbianas en MFC. Dentro de las plataformas disponibles para realizar la
secuenciacion masiva se encuentra la pirosecuenciacion por 454, cuyo principio se basa
en la deteccion del pirofosfato liberado durante la sintesis de ADN. Esta tecnologia
permite sintetizar productos de amplificaciébn cuyo promedio es de 400pb. La

secuenciacion masiva del gen 16S ARNr ha aumentado la sensibilidad de los analisis de
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comunidad microbiana, permitiendo identificar miembros menos abundantes (pero
posiblemente importantes) de la comunidad. Esta metodologia se ha utilizado
ampliamente para el analisis de comunidades microbianas ambientales y en diversos
organismos (Ringelberg et al., 2011; Zhi et al., 2014).

El analisis de la comunidad microbiana en EAB por técnicas moleculares, indicd que
diferentes in6culos (sedimentos de rios, lodos activados, suelos agricolas) originaron
distintas comunidades en el biofilm anddico (Huan et al., 2014). También se ha
demostrado que la comunidad microbiana presente en cada EAB, vario respecto a la
comunidad microbiana encontrada en el indculo inicial (Mei et al., 2015). Otros estudios
han reportado una menor diversidad en los anodos, respecto a su control y el sedimento
original; con un enriquecimiento en los &nodos de SMFC de Deltaproteobacteria.
(Holmes et al., 2004; Zhao et al.,, 2016). En EAB de SMFC confeccionadas con
sedimentos marinos, se ha observado un enriquecimiento en la clase Deltaproteobacteria,
con un predominio a la familia Geobacteraceae, Desulfuromonadaceae (Bruce E. Logan
and Regan, 2006). En EAB de SMFC construidas con suelos agricolas, se observo que
en las SMFC con mayor densidad de potencia hubo un predominio de microorganismos
de la clase Deltaproteobacteria (género Geobacter), a diferencia del predominio de
Clostridia en los EAB de las SMFCs con menor densidad de potencia (Dunaj et al., 2012).
En el mismo trabajo, se asocio que la presencia de Clostridium en los EAB podria estar
asociada a la generacion de productos de fermentacion. Sin embargo, no se descarto la
participacion de estos microorganismos en la transferencia de electrones al &nodo (Dunaj
et al., 2012). En SMFCs alimentadas con lactato como dador de electrones exdgeno, se
encontrd un enriquecimiento en bacterias relacionadas a Propionibacterium y
Clostridium (Futamata et al., 2013). Las SMFC construidas con plantas de arroz y tierra
para macetas se observo un enriquecimiento en los anodos de bacterias pertenecientes al
género Desulfobulbus y la familia Geobacteraceae (De Schamphelaire et al., 2010). Al
utilizar suelo de arroz se detectd un enriquecimiento de bacterias de los géneros
Geobacter y Anaeromyxobacter asi como de la familia Anaerolineaeceae (Cabezas et al.
2015).

A modo general, se ha observado en las SMFCs, un enriquecimiento en EAB de
microorganismos de la clase Deltaproteobacteria, sin embargo, como se mencion6

anteriormente, la comunidad del EAB presenta gran diversidad. La secuenciacion masiva
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ha permitido un abordaje mas detallado de la comunidad, en comparacion a las otras
herramientas moleculares mencionadas, logrando resultados cualitativos comparables a
los obtenidos por técnicas moleculares, en cuanto a los grupos méas abundantes. A nivel
cuantitativo, se han observado cambios en los porcentajes relativos, con una mayor
presencia de grupos minoritarios en los datos obtenidos por secuenciacion masiva, lo que
ha reafirmado la presencia de una comunidad microbiana compleja en los EABs. Por ello
se plantea el analisis de comunidades por esta técnica podria colaborar con la
identificacion de microorganismos necesarios para la promocion de EAB 'y

mantenimiento de la transferencia de electrones al electrodo.

1.4 TRANSFERENCIA EXTRACELULAR DE ELECTRONES

Los microorganismos son imprescindibles en la generacion de energia en una SMFC, ya
que mantienen el gradiente redox que se encuentra naturalmente en los sedimentos y
participan en la transferencia extracelular de electrones utilizando al electrodo como
aceptor final de electrones (Girguis et al., 2010). La transferencia extracelular de
electrones (ETT) ha sido reportada en microorganismos que transfieren electrones a
oxidos insolubles de Fe (I11) o Mn (1V) (Rabaey et al., 2007), en un proceso definido

como reduccion desasimilatoria de metales.

La reduccién desasimilatoria de metales cumple un rol fundamental en los ciclos
biogeoquimicos y también participa en la bioatenuacion de diversos contaminantes
(Wrighton et al., 2011). En ambientes naturales, la mayoria de los aceptores de electrones
(oxigeno, nitrato, sulfato y didxido de carbono) son solubles, mientras que el Fe (111) y el
Mn (IV) predominan como oxohidroxidos insolubles (Gorby et al., 2006). En la
naturaleza en condiciones anaerobias, se establece una comunidad compuesta por
fermentadores y una variedad de diferentes respiradores anaerobios capaces de usar los
diversos aceptores de electrones (Nealson and Myers, 1992). Generalmente el Fe (111) es
el aceptor final de electrones de eleccion, por ser el mas abundante en la mayoria de los
suelos y sedimentos acuaticos (cuarto elemento mas abundante en la corteza terrestre) y
por su alto potencial redox. Las bacterias reductoras desasimilatorias de metal (DMRB)
poseen citocromos de la membrana externa que permiten la transferencia de electrones a
minerales insolubles. La mayoria de las especies reportadas ademas de utilizar 6xidos de
hierro u manganeso, también son capaces de utilizar nitrato, fumarato, compuestos

himicos y/o otros metales como aceptores de electrones. Los dadores de electrones son
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tipicamente compuestos organicos tales como acidos organicos de cadena corta,
alcoholes, azlcares y, en algunos casos, incluso compuestos aromaticos e hidrégeno
(Madigan et al., 2015). En sedimentos, se ha descrito la formacion de consorcios
microbianos, conformados por microorganismos fermentativos y microorganismos
reductores de Fe Ill. En estos casos los microorganismos reductores de Fe Ill oxidan
completamente los productos de fermentacién y otros compuestos no fermentables
(Lovley, 2006). Se han identificado microorganismos reductores de metales
(especialmente del hierro) pertenecientes a los géneros Clostridium, Geobacter,
Aeromonas, Rhodoferax, Desulfobulbus y Shewanella, que también presentan la
capacidad de transferir los electrones al anodo (Bretschger et al., 2007). Las DMRB, han
desarrollado distintos mecanismos de transferencia extracelular de electrones. Sin
embargo, a pesar de la diversidad filogenética de DMRB, el estudio de los mecanismos
de transferencia de electrones se ha basado en microorganismos modelo, pertenecientes

a los géneros Geobacter y Shewanella.

1.4.1 Mecanismos de Transferencia Electronica

En principio, se distinguen dos mecanismos de transferencia de electrones: transferencia
directa de electrones (DET por su sigla en inglés "Direct Electron Transfer”) y
transferencia indirecta de electrones (IET por su sigla en inglés Indirect Electron
Transfer") (figura 2). En la DET participan proteinas redox activas tales como citocromos
presentes en la superficie externa de la membrana celular bacteriana y/o pili o estructuras
conductoras (denominadas “nanowires”). En la IET participan mediadores redox solubles
enddgenos o0 exogenos. Los mediadores endogenos son secretados por los
microorganismos (flavinas, piocianinas, productos metabdlicos reducidos), y los
exogenos pueden estar presentes en el medio ambiente natural (sustancias humicas) o ser
agregados artificialmente (quinonas, rojo neutro). Varios microorganismos producen
mediadores redox para transferir sus electrones a aceptores de electrones que no se
encuentran en su cercania celular. Por ejemplo, S. oneidensis, ademéas de poseer en su
pared celular citocromos (DET), produce moléculas solubles que actian como
mediadores (riboflavinas) y Pseudomonas aeruginosa produce lanzaderas redox tipo
fenazina. Los mediadores deben ser capaces de atravesar la membrana celular, aceptar los
electrones del transportador de electrones dentro de la célula, salir de la célula en forma
reducida y luego transferir los electrones a la superficie del electrodo. La aplicacién de
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mediadores artificiales ha reportado un mejor rendimiento de la MFC, pero su utilizacion
in situ no es recomendada debido a la toxicidad de estos compuestos para los seres
humanos y el medio ambiente. A la fecha, se han identificado un gran nimero de
citocromos y proteinas que participan en la transferencia extracelular de electrones (EET
por su sigla en inglés "Extracelular Electron Transfer"), pero todavia se desconocen las
vias metabdlicas que la regulan. Debido a que en la naturaleza no hay necesidad de
transferir electrones a un electrodo, se cree que los mecanismos de EET observados se
podrian optimizar mediante herramientas como la evolucion adaptativa o ingenieria
metabolica y genética. (R. Kumar et al., 2016; Rosenbaum and Angenent, 2009; Sydow
et al., 2014; Wrighton et al., 2011).

A B |
\ ; . Pili conductor Bacteria
i .. Cttocromos unidos a
§ ‘ membrana
it [ . Biofilm bacteriano Mediadores redox
.' Bactetia
/ solubles

Figura 2. Mecanismos de Transferencia Electronica al Electrodo. A y B) Transferencia Directa. C)

Transferencia indirecta (Kumar et al., 2015)

1.5 MICROORGANISMOS ELECTROACTIVOS

Se definen como microorganismos electroactivos (EAM) a aquellos microorganismos
capaces de transferir electrones a un anodo o aceptar electrones de un catodo. Dentro de
las bacterias electroactivas, predominan las Gram negativas pertenecientes al filo
Proteobacteria. Como se menciond anteriormente Geobacter sulfurreducens y
Shewanella oneidensis han sido ampliamente estudiados, pero otras Gram negativas se
han identificado como EAM como Shewanella putrefaciens (Kim et al., 1999),
Pseudomonas aeruginosa (Rabaey et al., 2004), Rhodoferax ferrireducens (Chaudhuri
and Lovley, 2003), Escherichia coli (Gradskov et al., 2001), Aeromonas hydrophila
(Pham et al., 2003), Citrobacter sp. LAR-1 (Liu et al., 2016), entre otros. Dentro de los
Gram positivos se han reportado como EAM: Clostridium butyricum (Park et al., 2001),

Enterococcus gallinarum (Kim et al., 2005), Thermincola potens strain JR, (Wrighton et
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al., 2011), Bacillus subtilis (Nimje et al., 2009) y Lysinibacillus sphaericus (He et al.,
2014).

El aislamiento de EAM, principalmente se ha basado en un primer paso de
enriquecimiento de EAB (en un medio rico en hierro o como inoculo en una MFC) o de
DMRB (como inoculo de MFC) (Pierra et al., 2015a). El aceptor de electrones mas
utilizado ha sido el Fe (111) en condiciones anaerobias. Los dadores de electrones méas
utilizados han sido el acetato y la glucosa, debido a que son faciles de degradar y a que el
acetato no es un sustrato de microorganismos fermentadores. Sin embargo, se sabe que
algunas bacterias electroactivas no utilizan acetato como una fuente de carbono (gj. S.
oneidensis) (Borole et al., 2011). Debido a esto y a que los EAM reportados presentan
una gran diversidad de vias metabdlicas, otras combinaciones de dadores y aceptores

electronicos podrian utilizarse con el fin de aislar EAM.

1.5.1 Caracterizacion electroquimica de microorganismos
electroactivos

La caracterizacion electroquimica de los EAM se ha abordado por distintas técnicas. El
estudio por cronoamperometria ha permitido monitorear el crecimiento y rendimiento
energético de EAB (Marsili et al., 2008). Esta técnica registra la produccién de corriente
en funcion del tiempo. El potencial del electrodo se fija y se mide la densidad de corriente
como indicador de la actividad bacteriana. En el caso del estudio de EAM se debe aplicar
un potencial que asegure la EET pero que no dafie a la célula por estrés oxidativo. Varios
ensayos han utilizado un potencial de +200 mV vs Ag/AgCl (Bond and Lovley, 2003;
Carmona-Martinez et al., 2011). En experimentos a corto plazo, la curva de produccion
de corriente presenta una forma similar a una curva de crecimiento, en la cual se observa
el rendimiento energético debido a la EET al electrodo. Para su aplicacion se deberd tener
en cuenta las limitaciones del ensayo debido a fendmenos de difusion y estratificacion
del biofilm, lo cual resulta significativo en EAB mixtos (Doyle and Marsili, 2015). Esta
técnica ha permitido demostrar la formacion de biofilm con DET en G. sulfurreducens
(Bond and Lovley, 2003). También ha permitido comparar el rendimiento de EABs ante
la presencia de anodos modificados (Rosenbaum et al., 2007); y el rendimiento a distintos

potenciales (Aelterman et al., 2008).
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Luego de verificada la produccién de corriente por parte del EAB, se puede utilizar la
voltamperometria ciclica (CV) para identificar el potencial al cual los compuestos redox
involucrados en la EET son oxidados o reducidos (Babauta et al., 2012). Esta técnica
electroquimica se realiza en una celda con una configuracién de tres electrodos y consiste
en la medicion de la intensidad de corriente mientras se aplica un potencial de
polarizacion lineal desde un potencial inicial hasta un potencial final, observandose un
pico, al potencial en cual el par redox es reducido u oxidado (Babauta et al., 2012). Los
picos redox observados, se han atribuido generalmente compuestos involucrados en la
transferencia extracelular de electrones directa (Parot et al., 2009), sin embargo, algunos
EAM son capaces de biosintetizar mediadores que participan en la EET, como las
fenazinas en Pseudomonas aeruginosa (Rabaey et al., 2004) o flavinas en Shewanella
(Marsili et al., 2008). La corriente y potencial del pico que proviene de las reacciones de
la interfase del electrodo no permite diferenciar la transferencia directa de electrones de
la indirecta (Zhao et al., 2009) y se debe tener en cuenta que diferentes bacterias, poseen
diferentes compuestos involucrados en transferencia de electrones al electrodo (directa o
indirecta) (Scott et al., 2016).

En este trabajo se plantea como objetivo el estudio de los biofilms anddicos desarrollados
en SMFC construidas con suelos o sedimentos de nuestro pais. Se compararé la energia
producida con cada suelo y se caracterizaran las comunidades microbianas desarrolladas
en los &nodos de cada SMFC por técnicas independientes de cultivo. Ademas, se aislaran
y caracterizaran bacterias potencialmente electroactivas a partir de los biofilms
desarrollados en los &nodos. Posteriormente, se realizar4 una caracterizacion
electroquimica de los aislamientos obtenidos, para confirmar la electroactividad de las

cepas aisladas.

21



2 MATERIALESY METODOS

2.1 CONSTRUCCION Y OPERACION DE CELDAS DE
COMBUSTIBLE MICROBIANAS DE SEDIMENTO (SMFCs)

Se construyeron celdas de combustible microbianas y controles con suelo de arroz de dos
localidades diferentes (José Pedro Varela — departamento de Lavalleja y campo
experimental del INIA — departamento de Treintay Tres) y sedimento de laguna de Rocha
(departamento de Rocha) (Tabla 2). La construccion y operacion de las SMFCs y los
controles se realiza de forma idéntica, salvo que en las SMFCs se conectan el &nodo y el

catodo como se explica en los parrafos siguientes.

Para el armado de las celdas, se construyeron los electrodos (anodos y catodos) pegando
un cable de cobre a una varilla de carbono grafito (Figura 3A). Luego se unio cada varilla
de carbono grafito a una tela de carbono (Alfa Aesar 3.18mm espesor). Para el &nodo y
fieltro (SMFCs y controles) se dispuso la tela de carbono en forma de espiral (2.5 cm x
25.0 cm de superficie) (Figura 3B) y para el catodo la tela de carbono se corté en forma

circular (8 cm de diametro) (figura 3C).

Figura 3. Construccion de los electrodos. A) Varilla de grafito conectada a un cable de cobre. B) Anodo.
C) Cétodo.

Los suelos de arroz (denominado SA en este trabajo) se disgregaron y tamizaron debido
a la agregacion y heterogeneidad que presentan y finalmente se hidrataron con agua
destilada ya que se utilizaron suelos secos. El sedimento de la laguna (denominado SL en
este trabajo) se tamizo para eliminar restos de caracoles, en este caso no fue necesaria la

hidratacion debido a que se utilizo sin secar.

Para armar las celdas se colocaron 100mL de los suelos o sedimentos en vasos de bohemia

de 500mL, se agrego el anodo y se complet6 a 370 mL o 330mL de volumen final, para

22



suelo de arroz y sedimento de laguna respectivamente. Se verificd que el anodo quede
totalmente sumergido en el suelo o sedimento. Posteriormente se agregd una capa de agua
destilada completando los 500 mL. El catodo se ubica en la superficie de la capa de agua
en contacto con aire y el agua de la celda (figura 4). La operacion de las celdas se realizo
en cuarto termostatizado a 20 °C en oscuridad.

Figura 4. Celdas de combustible de sedimento armadas

Todos los sistemas se operaron primeramente sin conectar el &nodo y el catodo. Se
monitored la diferencia de potencial con un datalogger (Keithley 2700). Cuando la
diferencia de potencial alcanza un valor mayor a 600 mV (asegurandonos condiciones
anaerobias), se conectan &nodos y catodos con una resistencia de 470 Q. Se dejan celdas
sin conectar como controles negativos (controles de circuito abierto). A lo largo de esta
tesis denominamos a las celdas con el término CC (Closed Circuit) y a los controles OC
(Open Circuit).

23



Tabla 2. Identificacion de las celdas de combustible microbianas de sedimento.
TT= Treintay Tres. JPV= José Pedro Varela.

Celda Indculo Modo de operacion Tipo
1SA Suelo de Arroz JPV cC SMEFC
2CA Suelo de Arroz JPV oC Control
3CA Suelo de Arroz JPV oC Control
4CA Suelo de Arroz JPV oC Control
5SA Suelo de Arroz TT CC SMFC
6CA Suelo de Arroz TT oC Control
7CA Suelo de Arroz TT oC Control
8SA Suelo de Arroz TT CcC SMFC
9CL Sedimento de Laguna de Rocha oC Control
10SL Sedimento de Laguna de Rocha cC SMEFC
11CL | Sedimento de Laguna de Rocha oC Control
12SL. | Sedimento de Laguna de Rocha CC SMFC

CC= Circuito Cerrado OC= Circuito Abierto

Las SMFCs y controles de suelo de arroz se operaron durante 90 dias y las de sedimento
de laguna se operaron durante 70 dias. El nivel de agua se mantuvo agregando suero
fisiolégico (SF) (0.9% NacCl). Se monitored el potencial de cada celda con un datalogger
(Keithley 2700), el cual registra el voltaje automéaticamente (cada 30 min) y se graficé el
voltaje producido por cada celda en funcion del tiempo. A partir del potencial medido se
calculo la corriente (mA) utilizando la ley de Ohm y considerando el tamafio del anodo,

la densidad de corriente (mA/m? anodo).

Ley de Ohm E pjgq = IRext

En la que R representa resistencia externa en Ohm, | la intensidad de corriente en Amperes Y Ecelda

la diferencia de potencial entre los electrodos en Voltios (Nielsen et al., 2007).

Los datos de densidad de corriente obtenidos para las SMFCs fueron representados en un

diagrama de cajas realizado con el software Past 3.15 (http://folk.uio.no/ohamer/past/).
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2.2 ANALISIS DE LA COMUNIDAD BACTERIANA DE CELDAS Y
CONTROLES UTILIZANDO TECNICAS DE BIOLOGIA
MOLECULAR (T-RFLP Y PIROSECUENCIACION)

Para el andlisis de la estructura y diversidad de la comunidad bacteriana del biofilm
anodico de las SMFCs, del fieltro de los controles y del suelo o sedimento (celdas y
controles) se utilizé la técnica molecular T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length
Polymorphism). Para estudiar la composicién de la comunidad desarrollada sobre los
anodos y comparar la misma con los fieltros de los controles se utilizd pirosecuenciacion.

Ambos métodos se basan en la amplificacion del gen ARNr 16S.

Al finalizar la operacion de SMFCs y controles, se desarmaron y se tomaron muestras de
los suelos o sedimentos (que no estuvieron en contacto con el &nodo o fieltro), de los
anodos VY fieltros. Los anodos y fieltros de los controles se lavaron con 80 mL de SF
anaerobio estéril bajo atmdsfera anaerobia (N2) y se conservaron a -20°C (2.5 cm x12.5
cm de tela de carbono). Los suelos y sedimentos también se conservaron a -20°C. La
extraccion de ADN de las muestras se realizd con el kit ZR Soil Microbe DNA
MiniPrepTM (Zymo Research, Irvine, USA) (Tabla 3).

Tabla 3. Identificacion de las muestras utilizadas para analisis por técnicas de biologia molecular

Muestra Origen Muestra Origen
1SA | Anodo de celda 1SA SA1 | Suelo de celda 1SA
2CA | Fieltro de control 2CA SA2 Suelo de control 2CA
3CA | Fieltro de control 3CA SA3 | Suelo de control 3CA
4CA | Fieltro de control 4CA SA4 | Suelo de control 4CA
5SA | Anodo de celda 5SA SAS Suelo de celda 5SA
6CA | Fieltro de control 6CA SA6 | Suelo de control 6CA
7CA | Fieltro de control 7CA SA7 | Suelo de control 7CA
8SA | Anodo de celda 8SA SA8 | Suelo de celda 8SA
9CL | Fieltro de control 9CL SL9 | Sedimento de control 9CL
10SL | Anodo de celda 10SL SL10 | Sedimento de celda 10SL
11CL | Fieltro de control 11SL | SL11 | Sedimento de control 11CL
12SL | Anodo de celda 12SL SL12 | Sedimento de celda 12SL
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La cuantificacion de ADN se realizd por triplicado en un espectrofotometro de
microvolimenes (Life Science Spectrophotometer Genova Plus, Jenway) utilizando agua

miliQ estéril como blanco.

2.2.1 T-RFLP

La amplificacion del gen ARNr 16S para el analisis por T-RFLP se realiz6 con el par de
primers 27F-6FAM (6-Carboxifluoresceina) (5°-/6-FAM/AGAGTTTGATCCTGGCTC
AG-3’) 'y 1492R (5’-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3’) (Integrated DNA
Technologies Inc., Coralville, USA) por triplicado. Cada reaccion (25uL) contenia 25 ng
de ADN extraido (de suelo, anodo o fieltro), 0.4 mM de cada primer, 1.5 mM de MgCly,
buffer Tag, 0.2 mM de cada dNTP y 1.2 U de Tag DNA polimerasa (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA). La amplificacién se llevo a cabo en el
termociclador Perkin-Elmer, GeneAmp PCR 2400 siguiendo programa de temperatura
conformado por una primer etapa de desnaturalizacion a 94 °C por 5 min, seguida de 30
ciclos de 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min 'y 72 °C por 3 min y una ultima etapa de
extension final a 72 °C por 7 min. Luego de verificado el tamafio del producto de
amplificacion obtenido (gel agarosa 2%), se juntaron los triplicados y purificaron
utilizando el kit DNA Clean & ConcentratorTM -5 (Zymo Research, Irvine, USA). Los
productos de amplificacion fueron digeridos con la enzima de restriccion Mspl (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA). Cada reaccién (20 ulL), que
contenia 16 pL de agua miliQ estéril libre de nucleasas, 2uL de Buffer Tango 10X, 1uL
de ADN (1 pg/uL) y 1uL de Mspl, se incubo durante 14 horas a 37°C seguido de un
proceso de inactivacion de la enzima de 20 minutos a 80°C. Todas las reacciones se
analizaron en un secuenciador con el servicio brindado por Macrogen (Corea). Los
resultados se visualizaron utilizando el software PeakScanner® (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), se estandarizaron (Dunbar et al., 2001) y se analizaron utilizando
el software Past 3.15 para el analisis de componentes principales

(http://folk.uio.no/ohamer/past/).

2.2.2 Pirosecuenciacion

Las muestras de ADN extraidas a partir de los anodos de las SMFCs y los fieltros de los
controles se enviaron para su procesamiento al servicio de pirosecuenciacion brindado

por Mr. DNA (Molecular Research LP, Shallowater, TX). Para la amplificacion de una
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region del gen ARNr 16S del dominio Bacteria, se utilizaron los primers 357F (5-
CTCCTACGGGAGGCAGCAG-3") y 926R (5"-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3").
Los datos fueron analizados utilizando el software Qiime (Caporaso et al., 2010) para el
filtrado de calidad (Q > 25), remocion de identificadores y remocién de quimeras de
novo con el método Usearch 61 (Edgar, 2010). Se seleccionaron las secuencias
(denominadas lecturas) con una longitud mayor o igual a 250 nucleétidos. Aquellas
lecturas que presentaron un 97% de similitud se agruparon en unidades taxonémicas
operativas (OTUs) por el método Uclust (Edgar, 2010). La clasificacion taxonémica se
realizd a partir de la secuencia mas abundante de cada OTU con la base de datos
GreenGenes 13_8 (DeSantis et al., 2006). Luego, se analizd la diversidad alfa con el
indice de Chaol y la diversidad beta con un analisis de agrupamiento jerarquico con el

mismo software.

2.3 AISLAMIENTO DE BACTERIAS ANODICAS EN DIFERENTES
MEDIOS DE CULTIVO Y CARACTERIZACION POR
SECUENCIACION DEL GEN ARNR 16S

Se realizé el aislamiento de bacterias anddicas a partir de enriquecimientos en medios de

cultivo anaerobios inoculados con diluciones seriadas obtenidas partir de anodos.

Luego de desarmadas las SMFC, se extrajeron los anodos (2.5 cm x 6.0 cm de tela de
carbono) bajo atmdsfera anaerobia (N2), se lavaron con 80 mL de SF anaerobio estéril
(0.9% NaCl, 0.2 g/L cloruro de cisteina) y se cortaron en pequefias piezas (0,2 cm?). Se
colocaron en un vial con 9 mL de SF anaerobio estéril, el cual se agitd con pastilla
magnética durante 10 min. Posteriormente se realizaron diluciones sucesivas hasta la

dilucién 1073 en tubos con SF anaerobio estéril (volumen final 10 mL).

Se inocul6 1 mL de la dilucidn (-1,-2,-3) en viales con 9 mL del medio Geobacter DSMZ
579 (denominado FE en este trabajo) compuesto por: citrato de Fe(lll) 13.70 g/L,
NaHCOs 2.50 g/L, NH4Cl 1.50 g/L, NaH2PO4 0.60 g/L, KCI 0.10 g/L, Na;W0O4.2H,0
0.25 mg/L, solucion de vitaminas y solucion trazas minerales (Touzel and Albagnac,
1983). Se utilizé el medio descrito con distintos dadores de electrones: acetato 30,5 mM
(2,5 g/L), una mezcla de acetato/lactato/piruvato 5mM cada uno (denominado APL en
este trabajo) o formiato 5mM. Se incub6 a 30°C en la oscuridad y monitore0 la reduccion
de Fe (II) con el método de ferrozina (Lovley and Phillips, 1986a). Aquellos
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enriguecimientos donde se detectd reduccion de hierro, se seleccionaron para realizar
aislamiento de bacterias. El aislamiento se realiz6 a partir de 0,1 mL del enriquecimiento
(FE) a placas con el mismo medio solido (medio FE con el agregado de 1,5% m/v de
agar) y placas de RCM (Reinforced Clostridial Medium, Oxoid, con el agregado de 1,5%
m/v de agar) en condiciones anaerobias (Anaerocult ®, Merck). Se incub6 a 30°C en la
oscuridad. Luego de detectar crecimiento de colonias se reaislaron en el mismo medio y
luego se transfirieron a viales con el medio FE para confirmar la capacidad reductora con
el método de ferrozina para la determinacion de Fe Il modificado de Lovley and Phillips,
1986a (Protocolo Anexo 5) y posterior caracterizacion de las cepas mediante

secuenciacion del gen ARNr 16S.

Debido al escaso numero de aislamientos obtenidos en medio FE, se construyeron y
operaron nuevas celdas con sedimento de laguna de Rocha (denominadas R) (Anexo 1 -
Resultados del monitoreo). Se realizaron 3 SMFCs y 3 controles de la misma manera que
se construyeron las otras celdas (Materiales y Métodos- 2.1). En base a los datos
obtenidos por pirosecuenciacion para las SMFCs SL se utilizaron nuevos medios de
cultivo para el enriquecimiento, un medio sulfatorreductor y un medio desnitrificante. El
medio sulfatorreductor API-RST (denominado S en este trabajo) (Mclnerney and
Sublette, 1997) estd compuesto por: lactato de sodio 4.2 g/L, extracto de levadura 0.7 g/L,
NaCl 10 g/L, (NH4)2S04 0.3 g/L, K:HPO4 0.6 g/L, MgS04.7H20 0.2 g/L, CaSO4 0.04
g/L, TES 1.5 g/L, Fe(NH4)2(S04)2.6H20 0.3 g/L, &cido ascorbico 0.1 g/L, cisteina-HCI
0.2 g/L, resarzurina 0.2%, solucién de vitaminas y solucion de trazas minerales (Touzel
and Albagnac, 1983). El medio desnitrificante (denominado DE en este trabajo) (Bellini
et al., 2013) estd compuesto por: KoHPO4 2.7g/L, KH2PO4 1.3 g/L, extracto de levadura
0.02 g/L, NH4CI 0.5 g/L, NaCl 1.0 g/L, MgCl» 0.11 g/L, CaClz 0.06 g/L, KNO3z 10
mmol/L, acetato de potasio 20 mmol/L, resarzurina 0.2%, solucion vitaminas y solucién

de trazas minerales (Touzel and Albagnac, 1983).

En este caso, las nuevas celdas (R) (3 SMFC y 3 controles), se monitorearon durante 65
dias, luego se sacrificaron y se extrajeron los anodos de las SMFC (2.5 cm x 25 c¢cm) sin
lavado. Se utilizaron dos métodos de aislamiento.

Método A: Una parte del anodo (de la celda R2) (1.0 cm? de tela de carbono) se colocé
en un vial con 10 mL de medio de enriquecimiento (FE/S/DE) y posteriormente se diluyo
en serie hasta la dilucion 10 (indculo de 1%) en viales con el mismo medio, se incub6
en oscuridad a 30°C.
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Método B: Otra pieza de anodo (de las celdas R1 o R2) (1,5 cm?) se colocd en medio
base, medio DSM 579, sin el agregado de aceptor ni dador electrénico (denominado R en
este trabajo) compuesto por: NaHCOs 2.50 g/L, NH4Cl 1.50 g/L, NaH2PO4 0.60 g/L, KCI
0.10 g/L, Na;W04.2H20 0.25 mg/L, solucion de vitaminas y solucion trazas minerales
(Touzel and Albagnac, 1983) en una celda de tres electrodos, electrodo de referencia
(Ag/AQCI), electrodo de trabajo (grafito) y electrodo auxiliar (Pt). Para el
enriquecimiento, se agregé acetato en una concentracion final de 10 mM vy se registro la
intensidad de corriente (condiciones anaerobias a 20 °C) a un potencial fijo de +0,2 V vs
Ag/AgCI utilizando el potenciostato Gamry Interface 1000E (Cronoamperometria en
Anexo 2). Luego del enriquecimiento por cronoamperometria, se tomaron alicuotas de
medio R y se inocularon en viales (1% in6culo) de cada medio de enrigquecimiento
(FE/S/DE) a 30°C.

Al igual que con el medio FE, se verificd la reduccion en los medios DE y S en forma
cualitativa. En el medio DE se utilizd el reactivo de revelado APl (bioMériux) para
analizar la reduccion de nitrato a nitrito y en el medio S se evidencid la reduccién de

sulfato por formacién de un precipitado negro de sulfuro de hierro.

El aislamiento se realizé con un in6culo de 0,1 mL del enriquecimiento reductor en el
mismo medio sélido (medio FE/DE/S con el agregado de 1,5% m/v de agar) en
condiciones anaerobias (Anaerocult ®, Merck) y en TSA (Tryptic Soy Agar, Merck
Millipore) en condiciones aerobias. En todos los casos se reaislo hasta la obtencion de un
cultivo puro y se incubd a 30°C en la oscuridad. Las colonias individuales fueron
transferidas a viales con el medio basal anaerobio estéril para confirmar la capacidad
reductora y posterior caracterizacion de las cepas mediante secuenciacion del gen ARNr
16S.

Para la caracterizacion de los aislamientos por secuenciacion del gen de ARNr 16S, se
extrajo el ADN a partir de las colonias aisladas de acuerdo al protocolo G del kit Wizard®
Genomic DNA Purification (Promega, Madison, USA). La amplificacién del gen ARNr
16S por PCR se realizd con el par de primers 27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3”) y 1492R (5’-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3") (Integrated DNA Technologies
Inc., Coralville, USA) (Xu and Liu, 2011). Todas las reacciones se llevaron a cabo en un
volumen final de 25 pL, (idem a metodologia descrita antes para T-RFLP). Luego de
verificado el tamafio del producto de amplificacion obtenido en gel de agarosa 2%, se
secuenciaron los amplicones en el servicio brindado por Macrogen (Corea).
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El ensamblado y edicion de las secuencias obtenidas se efectud con el software BioEdit
Sequence Aligment Editor v7.2.5 (Hall, 1999). Para la construccion de arboles
filogenéticos se utilizo el programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis v7.0.21
(MEGA) (S. Kumar et al., 2016). Para ello se seleccionaron secuencias del gen ARNr
16S de cepas de referencia de cada género identificado que presentaban un alto porcentaje
de similitud con las secuencias obtenidas de las bases de datos de NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) y EzTaxon (http://www.ezbiocloud.net) (Yoon et al.,
2016).

2.4 DETERMINACION DE LA ELECTROACTIVIDAD DE LAS
BACTERIAS AISLADAS

Se determino la electroactividad de las cepas por cronoamperometria en una celda de tres
electrodos esteril, electrodo de referencia (Ag/AgCl), electrodo de trabajo (grafito) y
electrodo auxiliar (Pt) (figura 5). Se inocul6 dicha celda con cultivo fresco de cada cepa
aislada en medio base estéril compuesto por: K;HPO4 2.7g/L, KH2PO4 1.3 g/L, extracto
de levadura 0.02 g/L, NH4CI 0.5 g/L, NaCl 1.0 g/L, solucion de trazas minerales (Touzel
and Albagnac, 1983). Se agreg0 acetato y se registrd la intensidad de corriente durante
60hs en condiciones anaerobias (bajo atmosfera de N2) a 20 °C a un potencial fijo de +0,2

V utilizando el potenciostato Gamry Interface 1000E.

Potenfistat

Working Counter
electrode electrode

Figura 5 .Diagrama de la configuracion de la celda de tres electrodos (Babauta et al., 2012)
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Las cepas que presentaron una mejor performance (en términos de densidad de corriente
méaxima) se seleccionaron para el estudio de consumo de acetato simultaneo a la
produccion de corriente (cronoamperometria durante 7 dias). A su vez se realizd una

voltamperometria ciclica para analizar la actividad redox del sistema.

Para la cuantificacion de acetato por cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
se tomd 1 mL de medio base a diferentes tiempos de la cronoamperometria. Las muestras
fueron centrifugadas (2 minutos a 10.000 rpm), luego se extrajo el sobrenadante (990 uL)
en fase mdvil (Volumen final= 1.0 mL). Para el analisis se empled una columna de
intercambio i6nico Aminex HPX-87H (Bio-Rad, Hercules, USA) en condiciones de:
volumen de inyeccién de 20 uL, flujo de 0,6 mL/min, presion de 1000 psi (Waters 510
HPLC Pump) y temperatura de operacion de 35°C (Waters Temperature Control
Module). Se utiliz6 una fase movil de acido sulfurico 5mM vy detector UV-Vis (Shimadzu
SPD-10AV UV/vis Detector), longitud de onda de trabajo = 210nm, tiempo de retencién
del estandar de acetato= 16,3 min. Los datos se analizaron con el programa PeakSimple
v4.44 (SRI Instruments, USA).

La voltamperometria ciclica se realiz6 en la misma celda de tres electrodos, electrodo de
referencia (Ag/AgCl), electrodo de trabajo (grafito) y electrodo auxiliar (Pt), cortando el
ensayo de cronoamperometria, se aplico una velocidad de barrido de 1 mV/s y se registro
la intensidad de corriente en condiciones anaerobias a 20 °C de 0,5V a -0,5V utilizando

el potenciostato Gamry Interface 1000E.
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3 RESULTADOS

3.1 CONSTRUCCION Y OPERACION DE CELDAS DE
COMBUSTIBLE MICROBIANAS DE SEDIMENTO (SMFCs)

Se monitored la produccién de voltaje de 5 celdas de combustible microbianas de
sedimento (SMFCs) y 7 controles (C) (Tabla 2). Luego de 20 dias se cerro el circuito de
las celdas construidas con suelo de arroz (SA), con un valor minimo de 600 mV en ese
periodo. Para las celdas de arroz JPV solamente una celda alcanzé el valor minimo de
voltaje, por lo cual solo se trabajo con una SMFC vy el resto se monitore6 como control.
Las celdas construidas con sedimento de laguna (SL) se cerraron al dia 5, luego de

registrado un voltaje minimo de 700 mV.

Luego de cerrar los circuitos de las celdas se observo una disminucion drastica del
potencial de la celda como se esperaba. Posteriormente se observé un aumento en el
voltaje medido en 4 de 5 SMFCs, donde el dia O representa el dia en el cual se cerrd el
circuito (Figura 6). Los controles se continuaron monitoreando en circuito abierto (Tabla
4).

Tabla 4. Voltaje promedio de los controles, durante un periodo de 90 dias para las

celdas CA 'y 70 dias para las celdas CL. CA= Control Arroz. CL = Control Laguna

Suelo/ Sedimento Controles Voltaje promedio (mV)

2CA 370+ 19

Arroz JPV 3CA 504 £23
4CA 371 £253
6CA 43073

Arroz TT
7CA 25215
9CL 571+48

Laguna

11CL 371 +£97
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Figura 6. Voltaje registrado para las celdas en modo circuito cerrado con una resistencia externa de 470 Q.
A) SMFCs de suelo de arroz (SA) monitoreadas durante 70 dias. B) SMFCs de sedimento de laguna (SL)
monitoreadas durante 65 dias.

Para las SMFCs SA el comportamiento fue muy variable, sin embargo para cada celda
SA, la produccion de voltaje resulté ser mas estable en comparacion a las SMFCs SL
(figura 6). La SMFC JPV (1SA) registré un periodo de aproximadamente 30 dias sin
produccion de voltaje. Para la celda 8SA se observo una buena performance durante el
tiempo de monitoreo, con valores positivos luego de cerrado el circuito. Sin embargo, la
celda construida con el mismo suelo (5SA) no registré un produccion de voltaje luego
de cerrado el circuito (Figura 6A). Aunque se observaron diferencias en el
comportamiento de las SMFCs SL, representado por el voltaje registrado durante 65 dias
(Figura 6B), se registrd una mejor performance de estas SMFCs (en términos de densidad

de corriente) en comparacion a las SMFCs SA. (Figura 7, Tabla 5).
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Tabla 5. Performance de las SMFCs. (1SA, 5SAy 8SA) periodo de monitoreo de
70 dias. (10SL y 12SL) periodo de monitoreo de 65 dias.

Voltaje Densidad de corriente Densidad de potencia
promedio (mV) promedio (mA/m?) (mW/m?)
1ISA | 26,9+12,9 92+4,4 247
5SA 0,3+0,7 0,1+0,2 0,03
8SA | 374=14,0 12,7+4,8 477
10SL | 298,3+£212,9 101,5+72,5 30286
12SL | 89,0+60,5 30,3 +20,6 2698

3.2 ANALISIS DE LA DIVERSIDAD BACTERIANA ANODICA
UTILIZANDO TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR (T-RFLP
Y PIROSECUENCIACION)

En el andlisis de T-RFLP se observaron diferencias en la comunidad presente en las
muestras de las celdas de arroz TT (anodos, fieltro control y suelos) (figura 8). En los
perfiles de restriccion obtenidos (92 fragmentos en total), se observé un enriquecimiento
en los &nodos de los fragmentos de 159 pb (para la celda 5SA y 8SA) y de 156 pb para la
celda 8SA en comparacion al fieltro control y los suelos. El andlisis de agrupamiento de
estas muestras, agrupé a los anodos de las SMFCs (5SA y 8SA), separandolos del fieltro
control y los suelos. A su vez se registré una disminuciéon en el nimero de T-RFs
obtenidos para los anodos (5SA y 8SA) en comparacion a los respectivos suelos (SA5 y
SA8) (figura 9).
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Figura 8. Perfiles de restriccion de las muestras de arroz TT. Abundancia relativa de los fragmentos de

restriccidn para cada muestra. T-RFs totales = 92. Otros (T-RFs con abundancia relativa menor al 1%). Se
sefialan los T-RFs de 80 pb, 148 pb, 156 pb, 159 pb, 547 pb.
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Figura 9. T-RFLP muestras de arroz TT. A) Tabla con el nimero de T-RF obtenidos para las muestras de
arroz TT. B) Anélisis de agrupamiento de las muestras de arroz TT, por UPGMA con el indice de similitud
Bray —Curtis, boostrap 1000.

Para las muestras de arroz JPV obtuvieron 73 fragmentos y en los perfiles de restriccion
no se observaron diferencias entre el anodo de la SMFC en comparacion a los fieltros de
los controles (figura 10). Sin embargo, en el analisis de agrupamiento se lograron

diferenciar estas muestras de la muestra de suelo (figura 11).
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Figura 10. Perfiles de restriccion de las muestras de arroz JPV. Abundancia relativa de los fragmentos de
restriccion para cada muestra. T-RF totales = 73. Otro (T-RF con abundancia relativa menor al 1%). Se
sefialan los T-RFs de 148 pb y 159 pb.

37



Similarity 2]
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Figura 11. T-RFLP muestras de arroz JPV. A) Tabla con el nimero de T-RF obtenidos para las muestras

de arroz JPV. B) Andlisis de agrupamiento de las muestras de arroz TT, por UPGMA con el indice de

similitud Bray —Curtis, boostrap 1000.

En el anélisis de componentes principales para las celdas SA (124 fragmentos en total),

se observo un agrupamiento de los anodos de las celdas (5SA 'y 8SA) y fieltro control TT,

separandose del grupo conformado por el anodo de la celda (1SA) y fieltros de los
controles JPV (2CA, 3CA y 4CA) y del grupo conformado por los suelos TT y JPV (SA1,
SA5, SAB, SA7, SA8) (figura 12).
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Figura 12. Analisis de componentes principales de los T-RFs de las muestras de celdas de arroz. Se sefialan
en elipse roja: muestras de dnodo JPV (1SA) y fieltros control JPV (2CA, 3CA y 4CA); elipse verde:
muestras de anodos TT (5SA y 8SA) y fieltro control TT (6CA); y elipse azul: muestra de suelo TT (SAL)
y muestras de suelos JPV (SA5, SA6, SA7 y SA8).

En el anélisis de los perfiles de restriccion de las celdas L (51 fragmentos en total), se
observd un aumento en la abundancia relativa de los fragmentos 90 pb, 148 pb, 151 pb,
156 pb y 172 pb para el anodo respecto al fieltro control (figura 13). A su vez, se observo
que el nimero de T-RFs obtenidos para estas muestras fue menor respecto a las muestras
de arroz. También se registr6 una disminucion de este valor en el &nodo (12SL),
comparado al sedimento de la misma celda (SL12). Asimismo, en el analisis de
agrupamiento, se logré diferenciar el anodo (12SL), del fieltro control (11CL) y los

sedimentos (Figura 14).
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Figura 13. Perfiles de restriccion de las muestras de laguna. Abundancia relativa de los fragmentos de
restriccidn para cada muestra. T-RF totales = 51. Se sefialan los T-RFs de 90 pb, 148 pb, 151 pb, 156 y 172

pb.
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Figura 14. T-RFLP muestras de laguna. A) Tabla con el nimero de T-RF obtenidos para las muestras SL.
B) Andlisis de agrupamiento de las muestras SL, por UPGMA con el indice de similitud Bray —Curtis,
boostrap 1000.

Con el objetivo de estudiar la composicion de las bacterias presentes en los anodos de las
celdas, y como se diferencian con los fieltros de los controles se realiz secuenciacion
masiva del gen de ARNr 16S. Se obtuvieron en total 159351 lecturas las cuales fueron
separadas por muestra con remocion de barcodes, filtradas en cuanto a calidad y tamario,
se eliminaron quimeras quedando un total de 95740 lecturas (tabla 6). Se obtuvieron
14326 OTUs en total (curvas de rarefaccion en material suplementario).

Tabla 6. Nimero de lecturas obtenido por muestra

Muestra | Lecturas = Muestra @ Lecturas | Muestra | Lecturas

1SA 10461 5SA 7995 9CL 9464
2CA 6791 6CA 11985 10SL 5858
3CA 7904 T7CA 13992 11CL 4125
4CA 2854 8SA 7023 12SL 7288

Total de lecturas = 95740

Para el estudio de diversidad se normalizaron los datos, seleccionando en nimero de
lecturas a analizar correspondiente a la muestra para la cual se obtuvo el nimero menor
(n=1900). El estudio de diversidad alfa, demostro que las muestras de laguna (tanto celdas
como controles) presentaron una comunidad menos diversa en comparacién con las

muestras de arroz (Indice de Chao, Tabla 7).

Tabla 7. Indice de Chao observado para los 4anodos de las SMFCs vy
fieltros de los controles basados en el analisis de pirosecuenciacion del
gen ARNr 16S

Muestra Chao Muestra Chao Muestra Chao
1SA 2048 5SA 1893 9CL 1216
2CA 2021 6CA 2307 10SL 952
3CA 1873 TCA 2321 11CL 735
4CA 1180 8SA 1841 12SL 929
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El andlisis de agrupamiento de las muestras demostrd que existen diferencias en la
composicion de la comunidad microbiana de los anodos; agrupandolos segun el origen
(suelo de arroz o sedimento de laguna). A su vez, para las celdas TT y L la comunidad

microbiana de los anodos se diferencid de los fieltros control (Figura 15).

Similarity
© o © o o o 3
i A e L A A
9CL
Sedi todelL
edimento de Laguna 10SL }-SMFC
12SL
i b e
1SA — SMFC
JPV
3CA
4CA
Suelo de Arroz 2CA
7CA
Ll 6CA

ok ]— SMFC
SSA

Figura 15. Andlisis de agrupamiento de las lecturas derivadas de la pirosecuenciacion de los anodos de las

celdas y fieltros de los controles por UPGMA, métrica de distancia ponderada UniFrac.

Para el analisis de composicidn se agruparon las muestras por tipo de suelo y sedimento,
se normalizaron los datos en base a la seleccion al azar de un nimero de lecturas
correspondiente a la muestra con menor registro de lecturas por grupo, se eliminaron las
OTUs representadas por una lectura y aquellas clasificadas por la base de datos como

pertenecientes al dominio Archaea (Tabla 8).
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Tabla 8. Numero de lecturas considerado para el analisis de
composicion microbiana de las muestras

JPV TT L

Muestra | Lecturas | Muestra | Lecturas | Muestra | Lecturas

1SA 1583 S5SA 5352 9CL 2751
2CA 1635 6CA 5176 10SL 2806
3CA 1624 TCA 5128 11CL 2875
4CA 1810 8SA 5353 12SL 2807

En cuanto a la composicion microbiana, en los anodos de las SMFCs TT se registraron
21 y 20 filos (5SA y 8SA) mientras que para los controles se detectaron 19 y 17 filos
(6CA y 7CA). El filo mas abundante fue Firmicutes seguido del filo Proteobacteria,
enriquecido en las SMFCs respecto a los controles. Dentro del filo Proteobacteria, la
clase Alphaproteobacteria fue la mas abundante, seguida de la clase Deltaproteobacteria
enriquecida en las SMFCs (SA =5,4% y 7,0% vs. CA = 1,7% y 1,6%) (figura 16). Se
observé un aumento en la abundancia relativa del género Geobacter en las SMFCs (SA
=3,2% y 4,3% vs CA = 0,2% y 0,08%), con un predominio de las OTU10060 (SA =
0,8% vy 1,2% vs CA =0,2% y no detectada), OTU3919 (SA =0,4% y 0,7% vs CA=no
detectada) y OTU4061 (SA= 0,3% y 0,3% vs CA= no detectada). Para los otros filos, a
los distintos niveles taxondmicos, no se observd un enriquecimiento en los anodos de las

SMFCs respecto a los fieltros de los controles.
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Figura 16. Composicién microbiana de los d4nodos de las SMFC vy fieltros de los controles TT. (A)
Composicién microbiana segun filo, porcentajes relativos al total de las lecturas analizadas. (B)
Composicién microbiana del filo Proteobacteria, porcentajes relativos al filo. (C) Composicion microbiana
de la clase Deltaproteobacteria, porcentajes relativos a la clase. Unassigned= no asighada al dominio

bacteria comparar con la base de datos. Unc.= No clasificada.

Debido a que la mayoria de las OTUs presentaban una abundancia relativa menor al 1%,
se analizé la composicion de las OTUs presentes en ambos &nodos y ausentes en los
fieltros control. Se encontraron 149 OTUs no detectadas en los fieltros control (SA =
5,8% y 6,5 % vs CA= no detectada). La mayoria fueron clasificadas como pertenecientes
a la clase Deltaproteobacteria (SA =2,2% y 3,1%) y del género Geobacter (SA=1,7%y
1,9%) (figura 17).
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Figura 17. Clasificacion taxonémica de las OTUs detectadas solamente en SMFCs TT, porcentajes relativos
al 5,8% y 6,5% de las lecturas totales obtenidas para las SMFCs 5SA y 8SA respectivamente. Total de 149
OTUs.

Respecto a la composicién microbiana del anodo de la celda JPV, no se observaron
grandes diferencias a nivel de filo respecto a los fieltros control (figura 18). En el &nodo
de la celda se detectaron 17 filos mientras que para los controles se obtuvieron 17, 14 y
16 filos bacterianos. En todas las muestras se observé un predominio del filo Firmicutes,
seguido de Actinobacteria y Proteobacteria (figura 18). Se observé un enriquecimiento
de la clase Deltaproteobacteria en la SMFC comparada con los controles (SA= 2,2% y
CA= 1,6%, 1,1% y 1,5%), La abundancia relativa de la familia Desulfobulbaceae
aumentd en la celda (SA= 0,6 % vs CA = no detectado o 0,06%) con un predominio de
la OTU 10274 (SA =0,5% vs CA= no detectada). Para los otros filos, a los distintos
niveles taxondmicos, no se observo un aumento en la abundancia relativa en el anodo de
la SMFC respecto a los fieltros de los controles. A falta de un duplicado para el &nodo de
la SMFC, no se realiz6 el andlisis de las OTUs presentes en el &nodo y ausente en los
fieltros control.
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Figura 18. Composicién microbiana del &nodo de la SMFC y fieltros de los controles JPV. (A) Composicion
microbiana segun filo, porcentajes relativos al total de las lecturas analizadas. (B) Composicién microbiana
del filo Proteobacteria, porcentajes relativos al filo. (C) Composicion microbiana de la clase
Deltaproteobacteria, porcentajes relativos a la clase. Unassigned= no asignada al dominio bacteria al

comparar con la base de datos. Unc.= No clasificada.

En las celdas SL, los anodos de las SMFCs presentaron 29 y 22 filos (10SL y 12 SL) y
los fieltros de los controles 26 filos (9CL y 11CL) con un predominio del filo
Cyanobacteria seguido de Proteobacteria (figura 19). En el filo Proteobacteria, se
observo un enriquecimiento de la clase Deltaproteobacteria en las SMFCs (figura 19),
con un predominio de la 0TU14138 (SL=5,7% Yy 8,2% vs CL= no detectada) clasificada
en la familia Pelobacteraceae y la OTU11272 (SL=2,6% y 4,1% vs CL= no detectado y
0,2%) clasificada en el género Desulfuromonas. También se encontraron otras OTUs
enriquecidas en las SMFCs, con abundancias relativas menores, como la OTU3760
(SL=0,6% y 15% vs CL=0,3% y no detectada) clasificada en la familia
Desulfobacteraceae yla OTU9927 (SL= 0,5% y 0,9% vs CL= no detectado) clasificada
como perteneciente al género Desulfuromonas. Para los otros filos, no se observo un
aumento en la abundancia relativa a los distintos niveles taxonémicos, para las SMFCs

vs. los controles.
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Figura 19. Composicién microbiana de los &nodos de la SMFCs vy fieltros de los controles L. (A)
Composicién microbiana segun filo, porcentajes relativos al total de las lecturas analizadas. (B)
Composicién microbiana del filo Proteobacteria, porcentajes relativos al filo. (C) Composicién microbiana
de la clase Deltaproteobacteria, porcentajes relativos a la clase. Unassigned= no asignada al dominio

bacteria al comparar con la base de datos. Unc.= No clasificada.

Al igual que para las celdas TT, se analizé la composicion de las OTUs que fueron
detectadas en los anodos de las SMFCs y no fueron detectadas en los fieltros control
(figura 20). En este caso se encontraron 60 OTUs, las cuales representaban el 13,6% y
9,52% de las lecturas (LOSL y 12SL respectivamente). La mayoria de estas fue clasificada
en la clase Deltaproteobacteria (10,9% y 6,9%), orden Desulfuromonadales (10,8% y
6,8%). Sin embargo, menos de un 15% perteneci6 al género Desulfuromonas (1,7% y

0,9% de las lecturas).
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Figura 20. Clasificacién taxondmica, de las OTUs detectadas solamente en SMFCs L, porcentajes relativos
al 13,6% y 9,52% de las lecturas totales obtenidas para las SMFCs 10SL y 12SL respectivamente. Total de
60 OTUs,

También se analiz6 la composicion microbiana de las OTUs predominantes, para ello se
seleccionaron arbitrariamente las 5 OTUs con mayor abundancia relativa respecto al total
de las lecturas analizadas para cada SMFC y control (Tabla 9). Como se observa en la
tabla, la mayoria de las OTUs presentaron una abundancia relativa menor al 1%. En la
SMFC JPV, las OTUs mayoritarias fueron clasificadas en los filos Firmicutes y
Proteobacteria (Alphaproteobacteria) y no se observo un enriquecimiento respecto a los
controles. En las SMFCs TT, las OTUs mayoritarias fueron clasificadas en los filos
Firmicutes, y Proteobacteria (Deltaproteobacteria) y se observo un enriquecimiento en
la OTU10060 (Geobacter) respecto a los controles. En las SMFCs L, las OTUs
mayoritarias fueron clasificadas en los filos Cyanobacteria y Proteobacteria

(Deltaproteobacteria) y se observé un enriquecimiento en las OTUs 14138, 11272 Y 3760

respecto a los controles.
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Tabla 9. Abundancia relativa (% relativo al total de las lecturas analizadas) de las 5 OTUs mas
abundantes en los anodos y fieltros control segin origen, clasificacion taxondmica realizada con la
base de datos Greengenes 13 8. (CA/CL) Controles. (SA/SL) SMFC.

ARROZ JPV

OTU Clasificacion taxondémica ??SEZ(; %’ gz;ﬂ C(j; g:t)’l ((7;31;[;1
OTU10175 | unec. Bacillales 17.9 13,0 18,7 14,0
OTU2246 | unc. Rhodospirillaceae 1.4 1.4 0,6 1,5
OTUS070 Bacillus 1.1 0.8 1.5 1.1
OTU12765 | Rhodoplanes 1.0 0.9 0.8 0.8
OTU12054 | unic. Rhodospirillaceae 1,0 0.9 1,1 1,5
OTU3035 unc. Hyphomicrobiaceae 1.0 0.7 0.6 1.1
OTU12813 | Bacillus 0,8 1,2 1,0 0.9
OTU12813 | unc. Propionibacteriaceae 0.6 1.1 1.z 0.7
OTU11788 | unc. Burkholderiales 0,2 1,2 0.2 0.1
OTU8148 Bacillus 0,2 0.4 1.0 0.4

ARROZTT

OoTU Clasificacion taxonomica ??i? S(?;:FA(): (i;’g:gl fgg:gl
OTU10175 | unc.Bacillales 13,7 13,2 16,6 14,5
0TU8197 Clostridium 2,1 2,3 2,1 2.6
OTU10060 | Geobacter 0.8 1,2 0.2 ND
OTU13889 | Clostridium 0,5 1.0 0.4 0.4
OTU12813 | Bacillus 1.4 1.0 1.4 0.8
OTUS8148 Bacillus 1,0 0,8 1.1 1.0
OTU2246 | unc.Rhodospirillaceae 0.4 0.8 0.8 0.4
OTU9154 unc.Caloramator 1,1 0,8 0.6 0.8
OTUS8105 Clostridium 0,6 0,5 0,7 1.0
OTU11284 | unc.Propionibacteriaceae 0.5 0.5 0,6 1,0

LAGUNA DE ROCHA

. ‘. - SMFC SMFC Control | Control

OTU Clasificacion taxonomica (125L) (10SL) (9CL) (11cL)
0OTU1855 Prochiorococcus 15,8 9,3 10,1 9,3
OTU14138 | unc. Pelobacteraceae 5.7 8.2 ND ND
OTU11272 | Desulfuromonas 2,6 4,1 ND 0,2
0TU6226 Svnechococcus 4,7 3,5 2,6 2.4
OTU3760 unc. Desulfobacteraceae 0,6 1,5 0,3 ND
OTU616 unc. Synechococcus 2,1 0,64 0,5 1.1
OTU13608 | SHD-231 0,9 0,75 2,7 0,8
OTU7441 unc. Stramenopiles 0.8 1,43 2,8 1.5
OTU%070 unc. Enterobacteriaceae 0,5 ND 2,1 ND
OTU6310 |unc.ZB2 ND 0,14 ND 9,9
OTU11148 |unc. Helicobacteraceae ND ND 0.4 5.5
OTU725 unc. Helicobacteraceae ND ND 0.07 4,2
OTUS160 unc. Helicobacteraceae ND ND 0.04 2,8

ND- OTU no detectada. unc- No clasificada

Se realizo6 un analisis filogenético con las OTUs que presentaron un enriguecimiento en
los anodos de las SMFCs (SA/SL) respecto a los fieltros control (CA/CL) (Tabla 10), con
el fin de estudiar el agrupamiento de éstas, con secuencias pertenecientes a cepas
reportadas como electroactivas (figura 21). Como se observa la figura 21, las OTUs de
las SMFC TT (OTU10060, OTU4061 y OTU3919) agruparon con cepas electroactivas
del género Geobacter (Kato, 2017; Nercessian et al., 2012). A su vez la OTU 3919 agrup6
con un clon de un anodo de una SMFC construida con suelo agricola (Dunaj et al., 2012).
La OTU 10274 (SMFC JPV) agrup6 con secuencias del género Desulfobulbus, género en
el cual s6lo Desulfobulbus propionicus ha sido reportado como electroactivo (D. E.
Holmes et al., 2004). La OTU14138, enriquecida en las SMFC L, agrup6 con un clon
reportado como enriquecido en el biofilm anddico de una SMFC construida con
sedimento de laguna (Ishii et al., 2014). A su vez, las OTUs 9927 y 11272 clasificadas
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como Desulfuromonas, agruparon con Desulfuromonas acetoxidans cepa reportada como
enriquecida en MFC y electroactiva (Jiang et al., 2015; Pierra et al., 2015b). La OTU3760
agrupd con clon de una MFC alimentada con agua residual, sin embargo este clon

pertenecio a una celda operada en circuito abierto (Ishii et al., 2013).

Tabla 10. Abundancia relativa de las OTUs enriquecidas en las SMFCs vs

controles. Clasificacion taxonomica realizada con la base de datos Greengenes

13_8.(CA/CL) Controles. (SA/SL) SMFC.

ARROZ JPV
oTU Clasificaciéon SMFC Control Control Control
TaxonOmica (1SA) (2CA) (3CA) (4CA)
OTU10274 | unc. Desulfobulbaceae 0.4 ND ND ND
ARROZTT
OTU Clasiﬁcac.i()n SMFC SMFC Control Control
taxondmica (584) (88A) (7CA) (6CA)
OTU10060 | Geobacter 0.8 1,2 0,2 ND
0OTU3919 Geobacter 0.4 0.7 ND ND
0TU4061 Geobacter 0,3 03 ND ND
LAGUNA DE ROCHA
OTU Clasiﬁcac.i()n SMFC SMFC Control Control
taxonomica (128L) (10SL) | (9CL) | (11CL)
OTU14138 | unc. Pelobacteraceae 5.7 8.2 ND ND
OTU11272 | Desulfuromonas 2,6 4,1 ND 0,2
0OTU3760 unc.Desulfobacteraceae 0.6 1,5 0,3 ND
0OTU9927 | Desulfuromonas 0,5 0.9 ND ND

ND- OTU no detectada. unc- No clasificada
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N 54 A KC860534 Unc. clone OC1 K04
I: @ OTU3760
100 Y17286 Desulfosarcina ovata oXyS1T (T)

100 I'I: M34407 Desulfosarcina variabilis(T)
53— AJ237603 Desulsarcina cetonicum DSM 7267 (T)

Figura 21. Arbol filogenético del gen ARNr 16S construido en base a las secuencias afiliadas a la clase
Deltaproteobacteria enriquecidas en las SMFCs de laguna y arroz (Tabla 10). El analisis comprendié 35
secuencias con tamafo final de 335 nucleétidos. Se utilizé el método de Neighbour-Joining y los valores de
Bootstrap se obtuvieron a partir de 1.000 repeticiones. La escala representa el 2% de divergencia de la
secuencias. Se indican los nimeros de acceso GenBank de las secuencias de referencia. (A) Secuencias de
cepas reportadas como electroactivas. (A) Secuencias encontradas en anodos de MFC. ( @ ) Secuencias
representativas de las OTUs enriquecidas en las SMFCs en este trabajo.
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3.3 AISLAMIENTO DE BACTERIAS ANODICAS EN DIFERENTES
MEDIOS DE CULTIVO Y CARACTERIZACION POR
SECUENCIACION DEL GEN ARNYr 16S

Se lograron aislar 4 cepas de biofilms anédicos de SMFC en medio FE y 7 cepas en medio
DE; sin embargo, no se lograron aislar bacterias sulfatorreductoras en medio S (Tabla
11).

Tabla 11. Aislamientos obtenidos a partir de los anodos de SMFCs. Base de datos
EzTaxon.

Medio d Dador d Nro. d Similitud
Cepa  SMFC . N 1(,) N 90T %€ 1 Identificacion filogenética ro- ¢e i 1, con
aislamiento electrones Acceso cepa tipo (%)
Clostridium sphenoides X73449 99.54
FE1 PV DSMZ 579 APL
Clostridium celerecrescens X71848 99.24
Clostridium sphenoides X73449 99.56
FE2 TT DSMZ 579 Acetato -
Clostridium celerecrescens X71848 99.05
Clostridium sphenoides X73449 99.77
FE3 TT DSMZ 579 APL o
Clostridium celerecrescens X71848 99.77
Bacteroides xylanolyticus HF558386 98.83
FE4 Laguna DSMZ 579 APL — ;
Clostridium amygdalinum AY353957 98.69
pE1 | L Desnitrificant Acetat Rhizobium pusense FJ969841 100
aghna | Desnitrtheante RO Rhizobium radiobacter AJ389904 98.83
Lysinibacillus sphaericus AJ310084 100
DE2 | L Desnitrificant Acetat ini i
aguna esnitrilicante cetato Lysmz_bac_lllus _ TE731238 9979
mangiferihumi
L Pseudomonas sihuiens KC311562 98.17
DE3 Laguna Desnitrificante Acetato -
Pseudomonas mendocina D84016 97.95
Pseudomonas stutzeri AF094748 99.79
DE4 Laguna Desnitrificante Acetato
&t Pseudomonas HF674459 98.10
gUariconensis
. Sh [la indi HMO016084 99.69
DE5 | Laguna | Desnitrificante Acetato ewanedtan zca_
Shewanella upenei GQ260190 99.08
Bacill et ] AB099708 9921
DE6 Laguna Desnitrificante Acetato acz- us vie ?Tame-nSls
Bacillus aquimaris AF483625 98.43
Bacillus horneckiae FR749913 99.90
DE7 Laguna Desnitrificante Acetato Baczllu_s o FR666703 9727
purgationiresistens

APL- Acetato+Piruvato+Lactato (5SmM)

Las cepas fueron caracterizadas, en base al porcentaje de similitud obtenido al comparar
con la base de datos EzTaxon (Tabla 11). A su vez, se realiz6 un arbol filogenético con
las cepas que presentaron mayor porcentaje de similitud y cepas reportadas como
electroactivas. Las cepas reductoras de hierro (FE1, FE2, FE3 y FEA4), resultaron
pertenecer al género Clostridium (tabla 11, figura 22). Aunque todas demostraron ser
reductoras luego de 40 dias de incubacion, se observaron diferencias en el tiempo de

incubacién al cuél se detectd la reduccion de hierro (Tabla 12). Para la cepa FE3 se
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registré un periodo de 20 dias sin actividad reductora (fase lag), con un valor maximo de
reduccion de Fe 111 del 56% al dia 44 de incubacion. Las cepas FE1, FE2 y FE3 fueron
identificadas como Clostridium sphenoides (Tabla 11) y agruparon con una cepa
electroactiva aislada (KT889284) en medio reductor de Fe (I11) (Jiang etal., 2016) (Figura
22).

Tabla 12. Porcentaje de reduccion de Fe 11T observado a los 10 dias para

las cepas aisladas en medio FE.

Cepa Fe II (%)
FE1 20

FE2 100

FE3 No Detectado™
FE4 37

*Se observo un 56% de Fe IT al dia 44

O FE3

LC053840 Clostridium sphenoides JCM 1415 (T)
X71848 Clostridium celerecrescens (T)

A KT889286 Bacterium 11(2016)

Y18185 Clostridium saccharolyticum DSM 2544 (T)
AF067965 Clostridium methoxybenzovorans (T)
100 87 L Y18184 Clostridium indolis DSM 755 (T)

AY353957 Clostridium amygdalinum (T)
@ FE4

98 NR 104899 Bacteroides xylanolyticus X5-1 (T)

AF092549 Clostridium algidixylanolyticum (T)
g2 | 1 X71855 Clostridium xylanolyticum (T)
1001X76163 Clostridium aerotolerans DSM 5434 (T)

X77841 Clostridium propionicum DSM 1682 (T)
——— A [N828942 Clostridium butyricum DSM 2477 (T)

pps A KT717695 Clostridium sporogenes SE6
AB838978 Clostridium swellfunianum (T)

97

s A NR 117443 Clostridium ljungdahlii ATCC 55383 (T)

P M59104 Clostridium scatologenes ATCC 25775 (T)
100 [FR733710 Clostridium carboxidivorans DSM 15243 (T)

95LY18813 Clostridium drakei SL1 (T)

AJ276351 Bacillus subtilis DSM 10 (T)

0.02
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Figura 22. Afiliacion filogenética del gen ARNr 16S de las cepas reductoras de hierro (FE1, FE2, FE3 y FE4).
El andlisis comprendié 25 secuencias con tamafo final de 1221 nucledtidos. Se utilizé el método de
Neighbour-Joining y los valores de Bootstrap se obtuvieron a partir de 1.000 repeticiones. La escala representa
el 2% de divergencia de la secuencias. Se indican los nimeros de acceso GenBank de las secuencias de
referencia. (A) Cepas reportadas como electroactivas. (@) Cepa reductora de hierro aislada de SMFC en este
trabajo.

El escaso numero de aislamientos obtenidos a partir de los &nodos (cepas FE), conllevé a
la construccion de nuevas celdas con sedimento de laguna de Rocha (R) con el objetivo
de poder aislar nuevas cepas (Materiales y Métodos 2.3). El enriquecimiento por el
método A (Materiales y Métodos 2.3) realizado con el anodo R2, resulté positivo
(reduccion del dador electronico) para el medio DE, se observd reduccién de nitrato hasta
la dilucién -3 y se aisl6 la cepa DEL. Para el medio FE y S, se observd reduccion del
dador electrénico solamente para el vial inoculado con la pieza de anodo (dilucion 0). Sin
embargo, no se logro aislar ninguna cepa del medio S o FE. Las cepas DE2, DE3, DE4,
DES5, DE6 y DE7 fueron aisladas por el método B. Todas las cepas DE resultaron aerobias
y reductoras de nitrato en condiciones anaerobias; a su vez la cepa DES5 inoculada en
medio FE redujo hierro con acetato como dador electronico (reduccién del 100% a Fe 11l
al dia 11).

La cepa DE1 fue clasificada como Rhizobium pusense (tabla 11, figura A3), sin embargo
para este género no se han reportado bacterias electroactivas. La cepa DE2 fue clasificada
dentro del género Lysinibacillus y las cepas DE6 y DE7 en el género Bacillus (tabla 9,
figura 23). En el andlisis filogenético de las cepas DE2, DE6 y DE7 con cepas reportadas
como electroactivas (He et al., 2014; Kelly and He, 2014; Nandy et al., 2013; Zhang et

al., 2012), la cepa DE2 agrup6 con una cepa reportada como electroactiva (figura 23).
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100 | FR749913 Bacillus horneckiae DSM 23495T (T)
ﬂEQ DE7
52 FR666703 Bacillus purgationiresistens DS22 (T)
2 L AB021194 Bacillus niacini (T)
a0 AJ250318 Bacillus shackletonii LMG 18435 (T)

—— AF483624 Bacillus marisflavi TF-11 (T)
— AF483625 Bacillus aquimaris TF-12 (T)

30
14 a5 | |AB099708 Bacillus vietnamensis (T)

33— @ DE6
100 [ EF433405 Bacillus mojavensis BCRC 17124 (T)

83 FJ917386 Bacillus subtilis KCTC 3135 (T)

37 A FN997610 Bacillus pumilus MS10
ﬁ(—xeoew Bacillus pumilus (T)

A KF419130 Bacillus sp. WS-XY1

FJA77040 Lysinibacillus xylanilyticus XDB9 (T)

g5 1 AB271743 Bacillus fusiformis (T)

A KC691284 Lysinibacillus sphaericus D-8

AB300598 Lysinibacillus parviboronicapiens (T)
AF169495 Bacillus sphaericus DSM 28 (T)

4| @ DE2

691 JF731238 Lysinibacillus mangiferihumi M-GX18 (T)
AB681728 Escherichia coli NBRC 102203 (T)

—
0,02

Figura 23. Afiliacion filogenética del gen ARNr 16S de las cepas DE2, DE6, DE7. El analisis comprendi6 22
secuencias con tamafo final de 781 nucledtidos. Se utilizé el método de Neighbour-Joining y los valores de
Bootstrap se obtuvieron a partir de 1.000 repeticiones. La escala representa el 2% de divergencia de la
secuencias. Se indican los numeros de acceso GenBank de las secuencias de referencia. (A) Cepas reportadas
como electroactivas. (@) Cepa aislada de SMFC en este trabajo.

Las cepas DE3 y DE4 fueron clasificadas dentro del género Pseudomonas y la cepa DE5
dentro del género Shewanella (tabla 11, figura 24 y 25), para estos géneros se han
reportado cepas electroactivas. En el andlisis filogenético de cepas pertenecientes al
género Pseudomonas (figura 24), se observo un agrupamiento de la cepa DE4 con la cepa
tipo Pseudomonas stutzeri. Recientemente, se ha demostrado que la cepa VS-10,
clasificada como P. stutzeri, es capaz de utilizar un electrodo como aceptor de terminal
de electrones (Sudek et al., 2017). Sin embargo, no se observé un agrupamiento de las
cepas aisladas, con cepas reportadas como electroactivas para los géneros Pseudomonas
y Shewanella (figura 24 y 25). (Carmona-Martinez et al., 2013; Nor et al., 2015; Uria et
al., 2011; Xu et al., 2013; Zhang et al., 2012).
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NR 114477 Pseudomonas mendocina ATCC 25411(T)

AB680574 Pseudomonas pseudoalcaligenes NBRC 14167 (T)
KC311562 Pseudomonas sihuiensis WM-2

@ DE3

EU103629 Pseudomonas taiwanensis BCRC 17751 (T)

56
86

39

a0 AF074383 Pseudomonas migulae NBRC 103157 (T)
100 NR 025103 Pseudomonas brenneri CFML 97-391 (T)
13 HF674459 Pseudomonas guariconensis PCAVU11 (T)
—— U26418 Pseudomonas balearica DSM 6083 (T)
47 AF094748 Pseudomonas stutzeri ATCC 17588 (T)

M 100! @ DE4
100 | A KC853423 Pseudomonas sp. M-P
A KC853422 Pseudomonas sp. I-P
62 l_ A KM096830 Pseudomonas aeruginosa ZH1

1001 HE978271 Pseudomonas aeruginosa DSM 50071 (T)

D84002 Pseudomonas luteola IAM 13000 (T)

AB681728 Escherichia coli NBRC 102203 (T)

o
0.02

Figura 24. Afiliacion filogenética del gen ARNr 16S de las cepas DE3 y DE4. El analisis comprendi6 17
secuencias con tamaiio final de 911 nucledtidos. Se utilizé el método de Neighbour-Joining y los valores de
Bootstrap se obtuvieron a partir de 1.000 repeticiones. La escala representa el 2% de divergencia de la
secuencias. Se indican los niimeros de acceso GenBank de las secuencias de referencia. (A) Cepas reportadas
como electroactivas. (@) Cepas aisladas de SMFC en este trabajo.

75 A& FN997636 Shewanella algae MS43

931GQ260190 Shewanella upenei 20-23R (T)

&0 AF005249 Shewanella algae ATCC 51192 (T)
EF178282 Shewanella haliotis DWO1 (T)

1001 A FN997635 Shewanella haliotis MS41

@ DES

97 1HM016084 Shewanella indica KIW27 (T)
97

FM210033 Shewanella chilikensis JC5T (T)

87

EU290154 Shewanella marina JCM 15074 C4 (T)

—|_7 A AF005251 Shewanella oneidensis MR-1 (T)
96

A X81623 Shewanella putrefaciens (T)

L AF145921 Shewanella japonica KMM3299 (T)

HE978271 Pseudomonas aeruginosa DSM 50071 (T)
0.02

Figura 25. Afiliacion filogenética del gen ARNr 16S de la cepa DES. El analisis comprendio 13 secuencias con
tamafio final de 906 nucledtidos. Se utilizo el método de Neighbour-Joining y los valores de Bootstrap se
obtuvieron a partir de 1.000 repeticiones. La escala representa el 2% de divergencia de la secuencias. Se
indican los nimeros de acceso GenBank de las secuencias de referencia. (A ) Cepas reportadas como
electroactivas. (@) Cepa aislada de SMFC en este trabajo
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3.4 DETERMINACION DE LA ELECTROACTIVIDAD DE LAS
BACTERIAS AISLADAS

Para determinar la electroactividad de las cepas aisladas (FE1, FE4, DE1, DE2, DES3,
DE4, DE5 y DEB) se realizd una cronoamperometria de cultivo puro en una celda de tres
electrodos, con un voltaje aplicado de +0,2V vs Ag/AgCl. Para este anélisis, la
performance de la cepa de Shewanella oneidensis MR-1 (control positivo) se ensayo con
lactato 10 mM como dador electronico (resultados Anexo 4) y resultd del mismo orden
que la reportada en bibliografia para un sistema similar (Carmona-Martinez et al., 2011)
(Tabla 13).

Tabla 13. Performance de MFCs inoculadas con S.oneidensis

Densidad de corriente

Cepa ( m?) Voltaje aplicado
S. oneidensis FMG 19005 1943 102 vs Ag/AgCl
(en este trabajo)
S. oneidensis MR-1
. 79+ 15 +0,2 vs Ag/AgCl
(Carmona-Martinez et al., 2011) vs AgiAg
S. oneidensis MR-1
1,3 +0,2 vs Ag/AgCl
(Lu et al., 2016) : 2 vs AgiAg
S. oneidensis MR-1 320 +0.2 vs SCE
(Llu et ﬂ]., 2015) ’ SCE: Electrodo estandar de calomel
S. one_u_lens;s MR-1 160 < 20 +0.24 vs SHE
(Marsili et al., 2008) SHE: Electrodo estandar de Hidrogeno
8. oneidensis MR-1
80 Sin voltaje aplicad
(Manohar et al., 2008) H vortaje apiieado
S. oneidensis MR-1
138 £ 13,7 Sin voltaje aplicad
(Bretschger et al., 2007) ’ R e
S. oneidensis MR-1 (Manohar and . : .
92 S Lt licad
Mansteld, 2009) ’ i voTiaje apiieado
8. oneidensis MR-1 4,03 +£1,01 Sin voltaje aplicado
(Hou et al., 2011)
S. oneidensis DSP10 N . . .
. 13 Sin voltaje aplicado
(Ringeisen et al., 2007)
8. oneidensis MR-1
0,007 Sin voltaje aplicad
(Sudek et al., 2017) ’ e R
Shewanella oneidensis MR-1= =CIP 106686 = LMG 19005

Como se observa en la figura 26, se obtuvo una sefial basal para el control negativo (sin
inoculo) menor a la sefial registrada para la cepas ensayadas. Pese a que todas las cepas
presentaron valores de densidad de corriente promedio superior al control negativo (tabla

14), los perfiles de produccion de corriente observados para las cepas fueron diferentes.
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Para las cepas DE5, DE2 y DE3, se observé un perfil similar al de una curva de
crecimiento bacteriano, lo cual se asoci6 a una mejor performance en términos de
densidad de corriente maxima (tabla 14).

Cronoamperometria de las cepas aisladas
30

= N N
19y o 19y

=
o

Densidad de corriente {(mA/m?2)

0 = ——
0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (h)
——Control positivo ——DE1 —DE2
DE3 —DES5 FE4
—FE1l —DE®6 —DE4

——Control negativo

Figura 26. Ensayo de cronoamperometria para las cepas aisladas (DE/FE) realizado en una celda de tres
electrodos. Voltaje aplicado = +0,2V vs Ag/AgCI. Control negativo = celda sin inocular. Control Positivo
= S.oneidensis.
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Tabla 14. Densidad de corriente promedio en 60hs para las cepas aisladas.
Voltaje aplicado = +0,2V vs Ag/AgCl.

Densidad de Valor maximo de
MUESTRA Cepa corriente promedio densidad de
(mA/m?) corriente (mA/m?)
Control positiveo = Shewanella oneidensis 19,0 24,0
DES Shewanella sp. 10,7 21,8
DE2 Lysinibacillus sp. 8,4 18,7
DE4 Pseudomonas sp. 8,0 13,9
DE3 Pseudomonas sp. 4.8 16,6
DE6 Bacillus sp. 2.9 8,2
DE1 Rhizobium sp. 2.4 3.8
FE4 Clostridium sp. 1,7 4,0
FE1 Clostridium sp. 1,0 3.4
Control negativo Sin indculo 0,4 1,0

Para las cepas que presentaron una mejor performance DE5, DE3 y DE2 se estudio el
consumo de acetato junto a la produccion de corriente y se realizé una voltamperometria
ciclica para determinar los picos redox (figura 27, 28, 29). A su vez se realizd una
voltamperometria ciclica para los controles, no observandose picos redox en los controles
negativos y un pico redox en el control positivo (S. oneidensis) a -348/-316 mV vs
Ag/AgCI (resultados voltamperometria S.oneidensis en Anexo 4).

La cepa DE5 consumi6 el 76% del acetato suministrado en un periodo de 7 dias, con un
méaximo de produccién de corriente al dia 2. En el analisis por voltamperometria ciclica
al dia 0 (luego de inoculado) no se detectaron picos redox. Al dia 4 se observé un pico
redox a -294 mV vy al dia 5 se encontr6 un pico redox similar (a -274 mV vs Ag/AgCl),
con tamafio menor (Figura 27).
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Cronoamperometria DE5 A Consumo de acetato DE5 B

30 12

20 3
~ >
£ E
E 3
— -

10 S 4
<

0 0

0 2 4 6 0 2 4 6 8
Tiempo (d) Tiempo (d)

Voltamperometria ciclica DE5

B Dia 0
=
Z Dia 4
3
£ —Dia 5

-50
Voltaje (V)

Figura 27. Caracterizacion electroquimica de la cepa DE5. A) Cronoamperometria +0,2V vs Ag/AgCI
durante 6 dias. B) Consumo de acetato (mM) durante el ensayo por cronoamperometria. C)

Voltamperometria ciclica de la celda durante el ensayo por cronoamperometria.

La cepa DE3 consumié el 36% del acetato suministrado en un periodo de 6 dias. Sin
embargo, luego del dia 2 la concentracion de acetato se mantuvo estable. EI maximo de
produccion de corriente se registro al dia 3, manteniéndose en valores similares hasta el
dia 6. La disminucion observada en la figura 28A, al dia 3, se asocio al ruido generado
durante la extraccion de la muestra de acetato, por lo cual se consideré que los valores de
densidad de corriente se mantuvieron estables luego del dia 2. En el andlisis por
voltamperometria ciclica al dia 6 se observo un pico redox a -344 mV vs Ag/AgCl

(Figura 28), no encontrado en el control negativo (medio base + acetato).
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A B
Cronoamperometria DE3 Consumo de acetato DE3
40
25
20
=30
~ 15 E
3 s
E 10 =
c— Q
<20
5
0
0 2 4 6 10
Tiempo (d) 0 2 4 6
Tiempo (d)
T C
Voltamperometria ciclica DE3
20
=1
[
©
2
<]
=

-20
Voltaje (V)

Figura 28. Caracterizacion electroquimica de la cepa DE3. A) Cronoamperometria +0,2V vs Ag/AgCI
durante 6 dias. B) Consumo de acetato (mM) durante el ensayo por cronoamperometria. C)

Voltamperometria ciclica de la celda durante el ensayo por cronoamperometria al dia 6.

La cepa DE2 consumi6 el 26% del acetato suministrado en un periodo de 7 dias, con un
valor relativamente constante luego del dia 4. El méximo de produccién de corriente, se
observd al dia 7, luego de estabilizado el consumo de acetato, En el anélisis por
voltamperometria ciclica al dia 1 (luego de inoculado) no se detectaron picos redox. Al
dia 3 se observo un pico redox a -368 mV vs Ag/AgCl, similar al observado al dia 7 a -
330 mV vs Ag/AgCl (Figura 29).
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Cronoamperometria DE2 A Consumo acetato DE2 B

40 12
30
=10
~ =
<< o
E / M‘/ 5
= g
< 8
10
0
0 2 4 6 6
Tiempo (d) 0 2 4 6 8
Tiempo (d)
P C
Voltamperometria ciclica DE2
100 .
3
Ee
3 —Dia1l
5 —Dia3
£ —Dia7

Voltaje (V)

Figura 29. Caracterizacion electroquimica de la cepa DE2. A) Cronoamperometria +0,2V vs Ag/AgCI
durante 6 dias. B) Consumo de acetato (mM) durante el ensayo por cronoamperometria. C)
Voltamperometria ciclica de la celda durante el ensayo por cronoamperometria
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4 DISCUSION

4.1 CONSTRUCCION Y OPERACION DE CELDAS DE
COMBUSTIBLE MICROBIANAS DE SEDIMENTO (SMFCSs)

La performance registrada para cada SMFC en términos de densidad de corriente fue muy
variable, registrdndose una mejor performance para las SMFCs construidas con

sedimento de Laguna de Rocha.

Las SMFCs construidas con dos tipos de suelo de arroz presentaron distintos
comportamientos. Para el suelo de arroz JPV no se obtuvo un duplicado en circuito
cerrado y solo se logré asegurar la condicidn de anaerobiosis, en el &nodo, para una celda
(1SA) que present6 una fase lag (sin produccion de corriente) de 30 dias. En bibliografia,
el tiempo asociado a la formacion de un biofilm electroactivo en el anodo varia de 4 a
100 dias (Mei et al., 2015; Patil et al., 2010; Zhang et al., 2012). En este trabajo, la
dificultad observada en formar un biofilm electroactivo, podria estar asociada a una baja
carga microbiana viable en el indculo, lo cual también afectaria el alcance de un potencial
positivo durante el monitoreo en circuito abierto. Como se menciond anteriormente, los
microorganismos presentes en la interfase agua-sedimento contribuyen a la formacién de
un gradiente redox en el sedimento, por el consumo del oxigeno por parte del
metabolismo oxidativo aerobio (Froelich et al., 1979; Tender et al., 2008). En el caso del
suelo de arroz TT, se obtuvieron duplicados para trabajar en circuito cerrado, sin
embargo, los resultados no fueron reproducibles (solo una celda logré producir energia).
La dificultad observada en obtener replicados con un comportamiento similar en SMFCs
de arroz ya ha sido reportada (Ishii et al., 2017) y se ha asociado a que estos suelos

presentan una comunidad microbiana muy diversa.

La performance de las SMFCs en funcién de los valores de densidad de corriente, resultd
dentro del rango a la reportada en bibliografia para SMFC sin sustrato (5-90 mA/m?)
(tabla 15). Se excluy6 la celda 5SA (la cual se considera que no produjo energia). Para
las SMFCs construidas con suelos de arroz, los valores obtenidos fueron comparados con
los reportados en el trabajo de Cabezas, 2010 para las SMFCs construidas con suelo de

arroz (sin planta).
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Las SMFCs construidas con sedimento de laguna de Rocha presentaron una performance
similar a la reportada en bibliografia para SMFCs construidas con sedimento marino y
sedimento de laguna. Asimismo, la produccién de energia de estas SMFCs, se inici6 en
un tiempo menor y, en términos generales, fue mayor que la observada para las SMFCs
construidas con suelo de arroz. Esta laguna posee ademas de afluentes de agua dulce,
intrusiones marinas periédicas desde el Océano Atlantico, lo cual genera un gradiente
fisicoquimico en términos de salinidad, luz y disponibilidad de nutrientes (Alonso et al.,
2013). El aporte de sales al sistema, aumenta la conductividad eléctrica, y es probable que
este factor contribuyera, en forma positiva, sobre la performance observada. A su vez,
en el trabajo de Ishii et al. 2017, también se observé una mejor performance en las SMFCs
construidas con sedimento de laguna respecto a las SMFCs construidas con suelo de

arroz.

En términos de potencia, la generacion de energia de las SMFCs fue menor a la necesaria
para la alimentar a la mayoria de los dispositivos electronicos (menor a 1W). Por lo cual,
se ha propuesto para el escalado, sistemas de administracion energética en base a la
utilizacion de distintos dispositivos electronicos (por ej. agregado al circuito eléctrico de
un dispositivo que almacena energia) (Wang et al., 2015). En este caso, la produccién
energética se podria optimizar con la adicion de un capacitor al circuito, estos dispositivos
almacenan la energia producida por la SMFC y la liberan luego de alcanzado un valor
determinado (Donovan et al., 2013) y se han utilizado para la alimentacion energética del
robot EcoBot (Wang et al., 2015). Por otro lado, se debe considerar que durante los
ensayos no hubo adicion de materia organica a las SMFCs y es probable que la instalacién
in situ de estas SMFCs, presente una mejor produccion energética, ya que la materia

organica presente en el sedimento es renovable.
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Tabla 15. Performance de SMFCs reportadas en bibliografia

Densidad de

Inoculo Sustrato corriente (mA/m?)
Sedimento marino (Reimers et al., 2001) - 5
Suelo de arroz (Cabezas, 2010) - 4.4/4.8
Suelo de arroz (Cabezas, 2010) = 6.8/7.1
Suelo de arroz (en este trabajo) - 92+44
Suelo de arroz (en este trabajo) - 12,7 +48
Suelo de arroz (Cabezas, 2010) - 40,1/40,6/46 .4
Sedimento de laguna (en este trabajo) - 10542
Sedimento de lago artificial (Hong et al.,
2009) - 14-18
Sedimento marino (Mathis et al., 2008) - 10/22
Sedimento de laguna (en este trabajo) - 30,3 £ 20,6
Sedimento de laguna (en este trabajo) - 30,4 + 248
Sedimento marino (Holmes et al., 2004) - 30
Sedimento marino (Reimers et al., 2006) - 33
Sedimento de laguna (en este trabajo) - 41,5 +48.6
Sedimento marino (Scott et al_, 2008) - 90
Sedimento de laguna (en este trabajo) - 1015 +£725
Sffl;glgl)to de laguna (Fuentes-Albarran et Acetato 3mM 5.1
Suelo de arroz (Rubaba et al., 2013) Lactato 20 mM 125+6
Suelo de arroz (Kouzuma et al., 2013) Exudado de planta de arroz 132 £25
Sedimento de rio (He et al., 2007) Sacarosa 6,3 mM 172/175

Sedimento de laguna (Ishii et al., 2014) Acetato 15mM 650/690



4.2 ANALISIS DE LA DIVERSIDAD BACTERIANA ANODICA
UTILIZANDO TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR (T-RFLP
Y PIROSECUENCIACION)

El anélisis de la abundancia relativa de los fragmentos obtenidos por T-RFLP, permitio
establecer un enriquecimiento en los &nodos comparando con los fieltros de los controles,
de ciertos grupos bacterianos en las SMFC TT y L, probablemente relacionados a la
produccion de corriente en estas celdas. Sin embargo, no se observo un enriquecimiento
en el anodo de la SMFC JPV respecto las celdas control. A su vez, se demostro la
existencia de un cambio en la comunidad bacteriana en los anodos respecto al suelo o

sedimento, lo cual se asoci6 al crecimiento de un biofilm en el anodo.

Los resultados observados para los anodos y fieltros control por pirosecuenciacion,
coincidieron con lo hallado por la técnica de T-RFLP en cuanto a que la comunidad en
las muestras de arroz resultdé mas diversa que la encontrada en las muestras de laguna.
Asimismo, para las muestras de arroz TT y L se logro diferenciar, por ambas técnicas, el
anodo de la SMFC del fieltro del control.

En las SMFCs y controles de arroz los filos mas abundantes fueron Firmicutes,
Proteobacteria y Actinobacteria. Sin embargo, s6lo se observé un enriquecimiento en las
SMFCs de la clase Deltaproteobacteria. En anodos de MFCs, ya se ha reportado un
enriquecimiento de microorganismos pertenecientes a esta clase (Bruce E. Logan and
Regan, 2006; Miceli et al., 2012; Parot et al., 2009). En la SMFC JPV, se registro un
enriquecimiento de esta clase, debido al aumento de una OTU perteneciente a la familia
Desulfobulbaceae. Sin embargo, esta diferencia representdé menos del 1% de las lecturas
totales (SA =0,48% vs CA= no detectada). Dentro de esta familia, se ha reportado un
enriquecimiento en el género Desulfobulbus en d&nodos de MFCs con plantas de arroz
(Cabezas, 2010). En las SMFCs TT, se encontré un enriquecimiento del género
Geobacter y una de las OTUs, clasificada dentro de este género, agrupdé con una cepa
electroactiva (Kato, 2017).

En cuanto a los filos mas abundantes encontrados tanto en las SMFCs como en los
controles, el filo Firmicutes, ya se ha reportado dentro de los mas abundantes en anodos
de SMFCs de arroz (Kouzuma et al., 2013; Ringelberg et al., 2011). Se cree que el rol de
este grupo es el de generar productos de fermentacién que luego van a ser consumidos
por los microorganismos electroactivos (Dunaj et al., 2012). No obstante, no se ha
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descartado su participacion directa en la transferencia de electrones al &nodo y de hecho
se han reportado microorganismos electroactivos pertenecientes al género Bacillus y
Clostridium (Nimje et al., 2009; Park et al., 2001). El filo Actinobacteria se ha reportado
dentro de los méas abundantes en los suelos de arroz, se lo considera adaptado al suelo
agricola (Cuietal., 2012; Finnetal., 2017) y se ha encontrado en anodos de MFC (Khater
et al., 2017). Microorganismos del filo Proteobacteria, incluyendo las clases a, B, 8 y y-
proteobacteria, ya se han reportado en anodos de MFC (Kim et al., 2007; Bruce E. Logan
and Regan, 2006; Phung et al., 2004). En los &nodos Y fieltros control de arroz, la clase
Alphaproteobacteria fue la mas abundante. Las OTUs mayoritarias pertenecientes a esta
clase, fueron clasificadas dentro del orden Rhizobiales (fijadoras de nitrogeno) y familia
Rhodospirillaceae. Se ha reportado la presencia de Rhizobiales en dnodos de suelos de
arroz (Ishii et al., 2008; Nishio, 2010), sin embargo, hasta la fecha, no se han aislado

microorganismos electroactivos de este grupo.

En base a los resultados, se considera que el rol de las Deltaproteobacterias en la
produccion energética de las SMFCs de arroz fue fundamental y se asocié la produccion
energética observada a microorganismos de la familia Desulfobulbaceae, para la SMFC
JPV y del género Geobacter para las SMFCs TT. Aunque, se ha comprobado la capacidad
de transferir electrones al &nodo para microorganismos del género Geobacter y
Desulfobulbus, (D. E. Holmes et al., 2004; Kato, 2017), no se descarta la participacion de

otras especies, con abundancias relativas menores, en la transferencia electronica.

Para las muestras de laguna, anodos Y fieltros control, los filos mas abundantes fueron
Proteobacteria y Cyanobacteria. Sin embargo, al igual que con las muestras de arroz,
solo se observo un enriquecimiento, en las SMFCs, de la clase Deltaproteobacteria, con
un predominio de microorganismos pertenecientes al orden Desulfuromonadales. En
MFCs construidas con sedimento marinos, ya se ha reportado un enriquecimiento en
microorganismos pertenecientes al orden Desulfuromonadales, clasificados en los
géneros Geobacter y Desulfuromonas (Bond et al., 2002; Ishii et al., 2017; Reimers et al.,
2006). Especies pertenecientes a este orden han sido clasificadas como bacterias
reductoras de sulfato (SRB) y en sedimentos marinos cumplen un rol fundamental en el
ciclo anaerobico del carbono. A su vez, se han reportado SRB capaces de utilizar
electrodos como aceptor de electrones (Holmes et al. 2004; Muyzer & Stams 2008; Pierra
et al. 2015b). Sin embargo, pese a que se han reportado microorganismos electroactivos

en este orden, no se observo un agrupamiento de las OTU enriquecidas en las SMFCs-L
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con cepas descritas como electroactivas. Algunas de las OTUs enriquecidas en las
SMFCs, agruparon con clones obtenidos a partir de anodos de MFC y una de ellas fue
clasificada, dentro de la familia Pelobacteraceae. Aunque se ha registrado un
enriquecimiento en Pelobacter en MFCs (Rubaba et al., 2013; Vandecandelaere et al.,

2010), hasta la fecha, no se han reportado microorganismos electroactivos de este género.

El filo Cyanobacteria fue el mas abundante en las SMFCs como en los controles. Si bien
se ha demostrado la electroactividad dependiente de la luz para miembros del filo
Cyanobacteria , no se esperaba encontrar este filo en tal abundancia debido a que estas
celdas fueron incubadas en oscuridad. A diferencia de las muestras de arroz, la clase
Deltaproteobacteria fue la mas abundante del filo Proteobacteria, seguida de la clase
Gammaproteobacteria. La presencia de microorganismos pertenecientes a la clase
Gammaproteobacteria ya se ha publicado en MFCs (Jung et al., 2014), asi como
miembros electroactivos del género Shewanella y Pseudomonas (Rabaey et al., 2004;
Watson and Logan, 2010). Sin embargo, no se observé un enriquecimiento de este filo en
las SMFCs L. De acuerdo a lo observado, se propone que los microorganismos del orden
Desulfuromonadales participaron de la transferencia electronica en el anodo de las SMFC

L, no descartandose la electroactividad de miembros de la familia Pelobacteraceae.

En cuanto a las OTUs enriquecidas en las SMFCs pertenecientes a la clase
Deltaproteobacteria, se observd una mayor abundancia relativa para las SMFCs que
presentaron una mejor performance, las SMFCs L comparadas con las SMFCs de arroz.
Por lo cual, es posible asociar una mejor performance de las SMFCs (en términos de

densidad de corriente) a una mayor abundancia de las OTUs enriquecidas en los &nodos.

4.3 AISLAMIENTO DE BACTERIAS ANODICAS EN DIFERENTES
MEDIOS DE CULTIVO Y CARACTERIZACION POR
SECUENCIACION DEL GEN DE ARNR 16S

Las cepas aisladas de los &nodos de las SMFCs fueron clasificadas como pertenecientes
a las clases Bacilli, Clostridia, Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria,
observadas por las técnicas de biologia molecular. Las cepas aisladas como reductoras de
hierro 1lIl fueron identificadas dentro del género Clostridium. Aunque los
microorganismos de este género se caracterizan por poseer un metabolismo fermentativo,

se han identificado microorganismos capaces de catalizar la reduccion enzimatica de Fe
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(11) y/o electroactivos pertenecientes a este género (Dobbin et al., 1999; Jiang, 2016;
Park et al., 2001; Zhu et al., 2011), con capacidad de transferencia directa de electrones

asociada a la presencia de citocromos ligados a la membrana (Park et al., 2001).

Todas las cepas aisladas de celdas construidas con suelo de arroz fueron identificadas
como Clostridium sphenoides. La cepa FE4 aislada del biofilm de celdas de laguna,
también agrupé dentro del género Clostridium, pero a diferencia de las cepas FE1, FE2 y
FE3, que agruparon con una cepa electroactiva aislada (KT889284) en medio reductor de

Fe (111) (Jiang et al., 2016), no agrupd con cepas electroactivas de ese género.

Las cepas de laguna aisladas en medio DE presentaron una mayor diversidad. La mayoria
fueron clasificadas dentro de generos con microorganismos reportados como
electroactivos, como en el caso de Bacillus (He et al., 2014; Nimje et al., 2009),
Pseudomonas (Mukherjee et al., 2013; Pandit et al., 2015; Pham et al., 2008) y
Shewanella (Kimetal., 1999; Marsili et al., 2008). En cambio, la cepa DE1 fue clasificada
dentro del género Rhizobium e identificada como Rhizobium pusense, microorganismo
reportado como capaz de crecer anaerébicamente en medio con nitrato de potasio (Panday
etal., 2011). Hasta la fecha, no se han publicado microorganismos electroactivos en este
género. Las cepas DE2, DE6 y DE7 fueron clasificadas como pertenecientes a la clase
Bacilli, sin embargo, no se observd un agrupamiento con las cepas electroactivas.
Asimismo, las cepas clasificadas dentro los géneros Pseudomonas (DE3 y DE4) y
Shewanella (DE5) tampoco agruparon con cepas reportadas como electroactivas. Esto
podria significar que otras especies dentro de estos géneros presentan la capacidad de

producir corriente.

Pese a la diversidad microbiana observada para las SMFC, solamente se logré aislar un
microorganismo en las celdas de arroz, que pertenecid al filo mas abundante (Firmicutes).
La mayoria de las cepas aisladas de laguna, fueron clasificadas en grupos microbianos
con abundancia relativa menor, los géneros mencionados presentaron baja abundancia
relativa o no fueron detectadas en las SMFCs-L. Las técnicas dependientes de cultivo
tienen una limitante, en cuanto a que se estima que solamente un 1% de la poblacion total
es cultivable. Pese a que son selectivas, los medios de enriquecimiento elegidos tenian
como objetivo de recuperar los microorganismos enriquecidos en las SMFC (Geobacter,
Desulfuromonas o Pelobacter). Sin embargo, no se lograron aislar cepas pertenecientes
a estos géneros. Esto pudo deberse a que estos microorganismos se caracterizan por
poseer un metabolismo anaerobio estricto. El aislamiento de microorganismos anaerobios
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estrictos de estos géneros, es mas dificultoso, debido a la baja tasa de crecimiento y a la
ausencia de estructuras de resistencia. En cuanto a la no deteccidn por pirosecuenciacion
en los anodos de las SMFCs L de los géneros de las cepas aisladas, se debe considerar

que los aislamientos se realizaron partir de los &nodos de las SMFCs-R (R1y R2).

4.4 DETERMINACION DE LA ELECTROACTIVIDAD DE LAS
BACTERIAS AISLADAS

El analisis por cronoamperometria de las cepas aisladas, permitié un primer abordaje
hacia la caracterizacion electroquimica de las cepas. Todas las cepas analizadas
produjeron de corriente eléctrica durante el ensayo por cronoamperometria. Sin embargo,
la densidad de corriente promedio registrada vario entre 19,0 mA/m? y 1,0 mA/m?. Como
se observa en la tabla 16, existen en la literatura varias cepas definidas como
electroactivas, no obstante, los valores de densidad de corriente varian inclusive para una
misma cepa (ej. S. oneidensis y G. sulfurreducens PCA = DSM 12127). Hasta la fecha, no
existe un criterio armonizado de como se deberia determinar la capacidad de transferir
electrones para una cepa, por lo cual la calidad e interpretacion de los datos se ve
influenciada por las condiciones del ensayo (Babauta et al., 2012). Se han utilizado
distintas técnicas para evaluar la electroactividad de las cepas como la
cronoamperometria, las curvas de polarizacion y la voltamperometria ciclica, con
distintas configuraciones de celda (MFC o de tres electrodos, con o sin voltaje aplicado,

distinto tipo de electrodo, etc).

El ensayo por cronoamperometria consiste en hacer crecer microorganismos
electroactivos capaces de utilizar el electrodo como Unico aceptor de electrones, donde la
corriente producida refleja el crecimiento microbiano. Y en este sentido, se observo que
el comportamiento de cada cepa fue distinto, con una mejor performance (en términos de
densidad de corriente maxima) para las cepas DE5 (Shewanella sp.), DE2 (Lysinibacillus

sp.) y DE3 (Pseudomonas sp.).

Para las cepas DE5, DE2 y DE3, se midi6 el consumo de acetato durante la produccion
energética y también se realizd una voltamperometria ciclica para determinar la presencia
de compuestos redox. En cuanto al consumo de acetato, el comportamiento varié segun
la cepa, no observandose el maximo de consumo con el maximo de produccion de

corriente para las cepas DE5 y DE2. Para la cepa DE5 (Shewanella sp.), se observo
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consumo de acetato, sin aumento en la produccion de corriente, por lo cual no todos los
electrones derivados del consumo del acetato fueron cedidos al electrodo. Para la cepa
DE2 (Lysinibacillus sp.) se observo el maximo de produccion de corriente, luego de
estabilizado el consumo de acetato. Esta observacion, coincidié con lo reportado en
bibliografia, que expresa que, en la transferencia electronica al electrodo, no solo influye
la disponibilidad del dador electrénico, sino también, la tasa de oxidacion interna o de
transferencia de electrones (Labelle and Bond, 2009), la cual es afectada por la saturacién
de células sobre el electrodo (Marsili et al., 2008). A su vez, la presencia de otro aceptor
final de electrones (como el oxigeno que pudiera permear en el sistema) compite con el
proceso de transferencia de electrones al electrodo, lo cual se refleja en un consumo del

dador electronico sin produccion energética.

En cuanto a los mecanismos de transferencia, se sabe que S. oneidensis MR-1 es capaz
de transferir los electrones en forma directa y mediada, siendo capaz de biosintetizar
flavinas (como la riboflavina y el mononucledtido de flavina) como mediadores solubles
de la transferencia electronica (Liu et al., 2015). En la transferencia directa, podrian
participar los citocromos MtrC y OmcA, cuyos picos redox se han encontrado entre los -
397 mV'y -347 a -297mV vs Ag/AgCl (Labelle and Bond, 2009). El pico de las flavinas
se ha reportado proximo a los -407 mV vs Ag/AgCl, sin embargo, se plantea que el
potencial observado puede variar ante pequefios cambios de pH (Marsili et al., 2008).
Otro trabajo asocié un pico redox a aproximadamente -300 mV vs Ag/AgCl a este
mediador (Carmona-Martinez et al., 2011). En la voltamperometria ciclica realizada para
esta cepa (Anexo 4), se observé un pico a -348/-316 mV vs Ag/AgCl, el cual podria estar
asociado a la transferencia directa mediada por OmcA, a su vez los valores de densidad
de corriente observados, coincidieron con lo reportado para un film de OmcA puro (16
mA/cm?) (Labelle and Bond, 2009). Para las cepas DE5 (Shewanella sp.), DE3
(Pseudomonas sp.) y DE2 (Lysinibacillus sp.), en base a los ensayos realizados y a la
bibliografia encontrada, no se pudo concluir acerca del mecanismo de transferencia
(directo o mediado). Sin embargo, en todos los casos, se detectd un pico asociado a la
produccion energética, por lo cual es probable gque exista algun compuesto involucrado

en la transferencia de electrones al electrodo.
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Tabla 16. Densidad de corriente registrada para cepas electroactivas

Cepa
R. ferrireducens T118T (Chaudhuri and Lovley,
2003)
G. sulfurreducens DSM 121277 (Kato, 2017)

G. sulfurreducens PCAT (Bond and Lovley,
2003)

G. metallireducens DSM 72107 (Kato, 2017)
G. daltonii DSM 222487 (Kato, 2017)

G. bemidjensis DSM 166227 (Kato, 2017)
G. chapellei DSM 13688T (Kato, 2017)

G. pelophilus DSM 122557 (Kato, 2017)
Bacillus sp. WS-XY1 (Wu et al,, 2014)
Aeromonas hydrophila HS01 (Feng et al_, 2013)

Shewanella decolorationis S12 (Feng et al. 2013)
Shewanella putrefaciens SP200 (Feng et al.
2013)

Geoalkalibacter subterraneus Red1 (Carmona-
Martinez et al., 2013)

8. oneidensis MR-1

(Carmona-Martinez et al., 2011)

8. oneidensis MR-1 (Lu et al., 2016)

S. oneidensis MR-1 (Liu et al., 2015)
S. oneidensis MR-1 (Rosenbaum et al., 2010)

SCE- Electrodo estandar de calomel SHE- Electrodo estandar de hidrogeno

Densidad de
corriente (mA/m?)

31
2360
168

1810
280

<20
<30

<30

7003
150
480

230
4680 = 540

79 +£ 15

1.3

320
341 +£42

Voltaje aplicado
+0,2 vs Ag/AgCl
+0,2 vs Ag/AgCl
+0,2 vs Ag/AgCl
+0,2 vs Ag/AgCl
+0,2 vs Ag/AgCl
+0,2 vs Ag/AgCl
+0,2 vs Ag/AgCl

+0,2 vs Ag/AgCl

+0,3 vs Ag/AgCl
+0,2 vs SCE
+0,2 vs SCE

+0,2 vs SCE
+0,2 vs SCE

+0,2 vs Ag/AgCl

+0,2 vs Ag/AgCl

+0,2 vs SCE
+0,4 vs SHE

Sustrato

Glucosa 2mM
Acetato 10mM
Acetato <2 mM
Acetato 10mM
Acetato 10mM
Acetato 10mM
Acetato 10mM

Acetato 10mM
Glucosa 10mM
Lactato 20mM

Lactato 20mM

Lactato 20mM
Acetato 10mM

Lactato 18mM

Lactato 20mM

Lactato 18mM
Lactato 20mM
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5 CONCLUSIONES

Se logro producir energia en SMFCs construidas con suelos de arroz y sedimento de
laguna del Uruguay, con una mejor performance para las SMFCs construidas con

sedimento de Laguna de Rocha.

La produccién energética observada, se asocié a un cambio en la comunidad microbiana
del suelo o sedimento, debido a la formacion de un biofilm en el &nodo enriquecido en
microorganismos pertenecientes a la clase Deltaproteobacteria. Para las SMFCs de arroz,
se observd un aumento en la abundancia relativa de bacterias de la familia
Desulfobulbaceae y género Geobacter respecto a los controles y para las SMFC de laguna
se observd un aumento en la abundancia relativa de la familia Pelobacteraceae y

Desulfobacteraceae, y del género Desufuromonas.

Se lograron aislar 11 cepas electroactivas a partir del biofilm anddico, utilizando medios
de enriquecimiento con Fe Il o nitrato como aceptor de final de electrones. El estudio
por cronoamperometria demostré que todas las cepas eran capaces de producir corriente
en condiciones de cultivo puro, sin embargo, la performance registrada para las cepas
aisladas fue menor que la reportada para los microorganismos modelo (G. sulfurreducens
y S. oneidensis). El analisis por voltamperometria ciclica de las cepas que presentaron
mejor performance (DE5, DE2 y DE3), reveld la aparicion de un pico redox durante la
produccion de corriente, lo cual se asoci6 a la presencia de un compuesto involucrado en
la transferencia de electrones al anodo. No obstante, no se observo una correlacion entre
el consumo de acetato y la produccion de corriente, lo que reflejé que no todos los
electrones derivados del consumo de acetato fueron transferidos al electrodo, pudiendo

existir otros factores que limitaran la transferencia de electrones al anodo.
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6 PERSPECTIVAS

En base a los resultados obtenidos, se propone el desarrollo de un inéculo (mixto o puro)
con las cepas DES (Shewanella sp.), DE2 (Lysinibacillus sp.) y DE3 (Pseudomonas sp.)
para utilizar en SMFC “in situ” en la Laguna de Rocha. A su vez, se plantea evaluar por
técnicas moleculares, la influencia de dicho inoculo en el desarrollo del biofilm
electroactivo, comparando la poblacion microbiana activa en el anodo de SMFC con
SMFCs sin inocular, asi como la viabilidad de utilizar estos dispositivos como fuente de

energia.

Por otro lado, es de interés profundizar en los mecanismos de transferencia electronica
gue presentan estas cepas, con el fin de optimizar este proceso ya sea mediante la adicion
de un compuesto capaz de mediar la transferencia de electrones al electrodo, y/o
estimulacion de la expresion génica de compuestos involucrados en la transferencia

directa o indirecta de electrones al electrodo.
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ANEXO

Anexo 1. Monitoreo de las SMFC R

Se construyeron tres SMFC (R1, R2 y R4) y tres controles (RC3, RC5 y RC6). Al dia 12
se cerro el circuito para las SMFC con un valor minimo de 600 mV en ese periodo. Los
controles se monitorearon en circuito abierto con un valor promedio de 553 + 59 al dia
65. Al igual que lo observado con las otras SMFC SL, la dispersion de los datos durante
el monitoreo fue muy alta (Figura Al).

Monitoreo SMFC R
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Figura Al. Voltaje registrado para la segunda tanda de celdas de sedimento de laguna de Rocha (R) en

modo circuito cerrado con una resistencia externa de 470 Q..
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Tabla Al. Performance de las SMFC. (R1, R2 y R4) periodo de monitoreo de 53 dias.

Voltaje promedio

Densidad de corriente

Densidad de potencia

(mV) promedio (mA/m?) (mW/m?)
R1 121,9+ 142,8 41,5+48,6 5059
R2 89,3 +72,7 30,4+248 2715
R4 309+12.3 10,5+4,2 325
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Anexo 2. Cronoamperometria de los anodos de las SMFCs R1y R2.

Cronoamperometria de los anodos de SMFCs R

30
°
25
° (]
°
° °g ° °
[ ] °
20 () I :
..o i ,o=
°

j (mA/m2)
N
»
>
-
&
z

10
5
o =
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (d)

Figura A2. Cronoamperometria de los anodos R1 y R2. Cambio del medio base, al dia 19
para R1yal dia 21 — R2).
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Tabla A2. Performance de la celda de tres electrodos. Voltaje +0,2 V vs Ag/AgCl
Densidad de corriente promedio Densidad de corriente promedio
(mA/m?) (LA/cm?)
R1 11,2+4,.2 1,1£0,4
R2 10,1£5,5 1,0£0,6
Celda control (Kato et al. 2010) 1

Tabla A2.1. Muestra a partir de la cual se realizo el aislamiento de la cepa

Cepa Origen Toma de alicuota (dia)
DE2 R2 11
DE3 R2 11
DE4 R2 20
DES R2 11
DEG6 R1 10
DE7 R1 10
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Anexo 3. Afiliacion filogenética de la cepa DE1

100 | @ DE1
FI969841 Rhizobum pusense strain NRCPB10 T

Z30542 Agrobacterium larrymoorei T
A B680423 A grobacterium tumefaciens NBRC 13532 T

AMI181759 A grobacterium rubi LMG 17935 T

43

50 L— FR870231 Rhizobiumnepotum39/7 T

EU781656 Rhizobium rosettiformans W3 T
66 X73041 Blastobacteraggregatus IFAM 1003 T
EF440185 Rhizobium selenitireducens B1 T

43 AY341343 Rhizobium daejeonense L61 T

—— U86344 Rhizobium giardinii T

9 D14501 Agrobacteriumrhizogenes T
33 24 ————D14509 Sinorhizobum meliloti A M 12611 T
80 [UO?934 Rhizobiumciceri T
32 100 1X67229 Mesothizobium loti LM G 6125 T

X67225 Agrobacteriumvitis LMG 8750 T

Y17047 A llothizobiumundicola T

EU056823 Rhizobilum oryzae Alt 505 T

AB681728 Escherichia coli NBRC 102203

—
0.02

Figura A3. Afiliacion filogenética del gen ARNr 16S de la cepa DE1. El analisis comprendié 19 secuencias con
tamafio final de 1008 nucleodtidos. Se utilizé el método de Neighbour-Joining y los valores de Bootstrap se
obtuvieron a partir de 1.000 repeticiones. La escala representa el 2% de divergencia de la secuencias. Se
indican los nimeros de acceso GenBank de las secuencias de referencia. (@) Cepa aislada de SMFC en este
trabajo
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Anexo 4. Cronoamperometria y Voltamperometria ciclica de

S.oneidensis
p A PRRT B
Cronoamperometria Voltamperometria ciclica
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Figura A4. (A) Cronoamperometria S.oneidensis (+0,2V vs Ag/AgCl). (B)
Voltamperometria ciclica de S.oneidensis (-0,5V a 0,5V vs Ag/AgCl).
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Anexo 5. Método de la ferrozina modificado de Lovley and Phillips,
1986

Protocolo

1-.Preparar una solucion de ferrozina de 1 g/L en buffer HEPES 50 mM, ajustar a pH 7.
2- En un tubo eppendorf de 1,5 mL preparar la soluciéon E1: 0,1 mL de muestra o estandar
en 0,9 mL de HCI 0,5N e incubar 15 minutos.

3-En un tubo eppendorf de 1,5 mL limpio preparar la solucién E2: 200 uL de la solucién

de ferrozina 'y 1 mL agua destilada.

4- Homogenizar la solucién E1 (vortexear 10s) y agregar 20 uL de E1 a E2 (E3).
5- Homogenizar la solucién E3 (vortexear 10s) y medir la absorbancia a 562 nm.
Solucién patrén con (NHa)2Fe(SO4)2-6H20 o FeClzen HCI 0,5N.

Rango de cuantificacién: 5,0 — 20,0 mM de Fe (I1).
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

S1. Tamafio de las lecturas obtenidas por pirosecuenciacion

Histograma de las lecturas obtenidas
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Figura S1. Distribucion de las lecturas obtenidas por pirosecuenciacion por tamafio.

Total de lecturas crudas = 159351.Total de lecturas luego del tratamiento de datos=
95740
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S2. Curvas de Rarefaccion para las muestras analizadas
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Figura S2. Curva de rarefaccion para cada muestra en base al indice de Chao. Namero
de lecturas analizadas por muestra ver Tabla 6.
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