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RESUMEN

Carlos Jesus Castillo Zacarias Fecha de Graduacion: 3 de octubre de 2019
Universidad Autonoma de Nuevo Leon

Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo de estudio: Empleo de una biopelicula de Serratia en la construccion de un
bioanodo con posible aplicacion en una celda de combustible microbiana.

Numero de paginas: Candidato para el grado de Doctor en
Ciencias con orientacion en
Microbiologia Aplicada
Area de Estudio: Biotecnologia
Propodsito y método de estudio: El presente estudio busca contribuir al desarrollo de energias
renovables y la sustitucién del uso de los combustibles fésiles. Por lo tanto, esta tesis expone el
uso de una biopelicula de Serratia en una celda de combustible microbiana. Para lograr esto, se
examind primero la capacidad exoelectrogénica del cultivo en estudio y se compard con la
capacidad mostrada por un cultivo de referencia. Posteriormente, se llevd a cabo la produccion
de una biopelicula sobre el anodo, esto de manera controlada y que estuviera integrado por el
mayor numero posible de células viables del cultivo no pigmentado de Serratia marcescens 11E,
ya que fue este el que mostro mayor poder exoelectrogénico en los estudios de reduccién de
Fe(lll). Este bioanodo se caracteriz6 por la técnica de dilucién y siembra en placa y por
microscopia electronica de barrido (MEB). Finalmente, el desempefio bioelectrogenico del
bioanodo pre-acondicionado y del cultivo planktonico fue evaluado por medio de la determinacion
del diferencial de potencial entre anodo y catodo de la CCM.

Contribuciones y conclusiones: Se logré describir la capacidad reductora de Fe(lll) por parte
del cultivo autéctono de Serratia marcescens 11E. Ademas, fue posible llevar a cabo la
generacion de una biopelicula con las caracteristicas deseadas para ser utilizado como bioanodo
en una CCM. La CCM generada, tuvo un desempefio aceptable en cuanto a la generacion de
densidad de potencia ya que los valores obtenidos por el biodanodo pre-acondicionado y por el
cultivo plankténico se encuentran dentro del rango de valores reportados en la literatura en
condiciones similares de experimentacion. Ademas, es destacable que el desempefio generado
por el biodnodo pre-acondicionado es mejor al producido por el cultivo planktonico. Por lo anterior,
este tipo de bioanodo es una opcidn viable para utilizar en la generacion de bioelectricidad en

celdas de combustible microbianas.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

En 2016, la poblacién humana se estimaba en 7 billones de habitantes y
para el ano 2050 la proyeccién es que la poblacién mundial alcanzara los 9.4
billones de personas y sera necesario proveer electricidad con el objetivo de
satisfacer sus necesidades basicas (Ortman and Guarneri, 2019; Population
Reference Bureau, 2016). Esta creciente poblacién implica un desafio ya que
actualmente se esta llevando a cabo una sobre explotacion de recursos tanto
bidticos como abidticos, asi como un excesivo uso de combustibles fésiles con lo
cual ocurre también un aumento en la emisién de gases de efecto invernadero y
en la generacion de aguas residuales de diferente origen (Crist et al., 2017; Lin
et al., 2018).

Teniendo en cuenta esto, actualmente gran parte de la investigacion
cientifica se ha centrado en el desarrollo de tecnologias que utilicen fuentes
renovables para la generacion de electricidad las cuales producen menos dafo

al ambiente (Biresselioglu et al., 2018). Entre las principales fuentes renovables



utilizadas o bajo investigacion y desarrollo se encuentran la energia edlica, solar,
geotérmica, ocednica, hidraulica y los sistemas bioelectroquimicos (Burke and
Stephens, 2018; Ludin et al., 2018; Pant et al., 2012; Schiermeier et al., 2008).

Los sistemas bioelectroquimicos son dispositivos que se basan en el
principio de generar una respuesta eléctrica a partir del metabolismo microbiano
por degradacion de materia organica en el medio de cultivo. Esta respuesta
eléctrica puede ser usada para diversos fines como el funcionamiento de
dispositivos eléctricos o incluso su almacenamiento. (Logan et al., 2019).

Los primeros trabajos en sistemas bioelectroquimicos fueron descritos por
M.C. Potter en 1910 en su seminario titulado: “Electrical effects accompanying
the decomposition of organic compounds” (Pant et al., 2012). En este trabajo se
define a la celda de combustible microbiana (CCM) como un sistema
bioelectroquimico que generan electricidad por medio de la oxidacidén de glucosa
por microorganismos. Posteriormente, diversos investigadores ampliaron el
nuamero de compuestos organicos que pueden ser utilizados como sustratos para
la generacion de electricidad. Entre estos compuestos quimicos se encuentran el
acetato, glicerol, lactato o distintos tipos de aguas residuales de origen industrial
o domeéstica (Christwardana et al., 2018; Dang et al., 20162, 2016b; Ma et al.,

2016; Marone et al., 2016; Passos et al., 2016; Tan et al., 2018; Tran et al., 2016).



1.1 Celdas de Combustible Microbianas

Como se mencion6 anteriormente, una CCM es un dispositivo
bioelectroquimico en el cual el objetivo final es llevar a cabo la produccién de
energia eléctrica a partir de la degradacion de compuestos organicos por medio
de microorganismos exoelectrogénicos, generalmente bacterias. Cada uno de los
componentes de una CCM tipica son mostrados debajo (ver Figura 1). Este
dispositivo consta de dos camaras separadas por una membrana de intercambio
de protones; una anddica que se encuentra en condiciones anaerobias y una
catédica mantenida en condiciones aerobias (Chaijak et al., 2018). En el interior
de la camara anddica se encuentran sustratos organicos que al ser oxidados a
temperatura ambiente por microorganismos genera electrones que pueden ser
transportados al exterior de la célula y ser transferidos hacia el anodo y
posteriormente ser transportados hacia el catodo por medio de un circuito externo
(Du et al., 2018). Existen diversos tipos de celdas de combustible microbianas
(CCMs), como lo son las de doble camara, camara sencilla, de catodo al aire,
tubulares, fotosintéticas y benténicas (Chen et al., 2017a, 2017b; Gajda et al.,

2017; Li et al., 2017). Todos estos tipos de CCMs varian en cuanto a los tipos de



microorganismos a utilizar, el material del que estan fabricados los electrodos y

el tipo de sustrato a oxidar por parte de los microorganismos.

Glucosa

Anodo / AT Catodo

Bacteria Membrana

Figura 1. Diagrama tipico de una celda de combustible microbiana (Modificado
de Logan et al., 2006).

1.2 Bioanodo

El bioanodo, esto es, el desarrollo de una biopelicula bacteriana sobre la
superficie andédica de una CCM es el paso principal y uno de los componentes
determinantes para la generacion de electricidad en estos dispositivos. Esto
debido a que el contacto fisico facilita la transferencia de electrones desde el

microorganismo hacia una superficie, en este caso el anodo (Wahab et al., 2018).

4



Es por esto que tres factores cobran gran importancia en el desempeio de la
CCM: el material del cual esta compuesto el anodo, el sustrato que servird como

donador de electrones y el microorganismo utilizado (Jung and Pandit, 2018).

1.3 Microorganismos exoelectrogénicos

Diversos microorganismos han sido utilizados como inéculos para formar
un biodnodo, en este aspecto es importante el remarcar el que no todos los
microorganismos poseen capacidad exoelectrogénica, esto es, llevar a cabo la
transferencia de electrones hacia un anodo que funcione como aceptor final de
electrones y de esta forma generar electricidad en una celda de combustible
microbiana (Prakasham and Kumar, 2018).

El uso de lodos activados como inéculo, provenientes de diversas industrias, han
sido utilizados con el objetivo de producir biopeliculas sobre anodos de CCMs
(Kim et al., 2004; Liu Hong, 2004; Wu et al., 2019). Un excelente ejemplo de
estudios que utilizaron lodos activados como in6culos fue el llevado a cabo en
2018 por Yakar y colaboradores, los cuales desarrollaron sobre electrodos de
grafito plano un lodo activado aislado de un reactor metanogénico. Del mismo

modo, Meng y colaboradores (2019) desarrollaron un biopelicula sobre un &nodo



de base titanio a partir de un indculo que provenia de un biorreactor anaerobio
utilizado para el tratamiento de aguas residuales (Meng et al., 2019).

Recientemente se han utilizado inéculos de lodos activados como fuente
de microorganismos exoelectrogénicos para la construccion de bioanodos
(Wang et al., 2018). Un ejemplo de esto es el estudio realizado por Makhtar y
colaboradores (2018), en el cual se desarrollé una biopelicula sobre un anodo de
grafito utilizando como inoculo lodo activado proveniente de un digestor
anaerobio (Makhtar et al., 2018).

Algunos estudios han utilizado cultivos puros de microorganismos con
resultados variables en cuanto a la densidad de potencia generada. En el 2010,
Kiely y colaboradores encontraron que bacterias pertenecientes a Shewanella
putrefaciens que formaban parte de un consorcio bacteriano mixto y en el cual se
encontraban en baja proporcién, eran capaces de producir una densidad de
potencia de 17.4 mW/m? en comparacién con la producida por el cultivo mixto
(10.1 mW/m?) (Kiely et al, 2010). Tomando asi relevancia el ensayo de
generacion de electricidad por parte de cultivos puros identificados en CCMs ya
que cada especie posee una capacidad exoelectrogénica muy particular que en
ocasiones puede ser enmascarada o inhibida por la presencia de otros
microorganismos por ejemplo en los consorcios microbianos o lodos activados.

Un ensayo usual para determinar de forma rapida si un microorganismo
posee capacidad exoelectrogénica es el determinar su poder de reduccién de
Fe(lll) o Mn(1V) (Wang et al., 2018). Mediante dicho ensayo se han identificado

diferentes microorganismos que han sido probados en CCMs y han mostrado



resultados variables en cuanto a la generacion de densidad de potencia (Liu et

al., 2016; Liu et al., 2014).

1.4 Mecanismos de transferencia de electrones

Se han propuesto tres principales mecanismos para explicar la forma en
que diversos microorganismos llevan a cabo la transferencia de electrones hasta
el aceptor final (ver Figura 2), siendo este el anodo para el caso de una CCM: i)
transferencia directa de electrones por medio de citocromos de superficie. ii)
transferencia indirecta de electrones utilizando un mediador redox y iii) por medio

de pilis (Harnisch et al., 2011; Nealson, 2017).
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Electrodo

Figura 2. Mecanismos de transferencia de electrones a un aceptor final.

1.5 Transferencia directa de electrones

Dentro de los microorganismos que se han identificado realizan
transferencia directa de electrones a anodos utilizando citocromos de superficie
de membrana del tipo C se encuentran las bacterias pertenecientes a los géneros
Shewanella (Blcking et al., 2010) y Geobacter (Lovley, 2012). En estos mismos
géneros bacterianos se ha demostrado el uso de pilis (también conocidos como
nanocables) como un medio utilizado por el microorganismo para entrar en
contacto directo con un electrodo que funciona como aceptor distante de

electrones (Stockl et al., 2019).



1.6 Transferencia indirecta de electrones

Por otra parte, la transferencia indirecta de electrones utilizando (i)
mediadores redox enddgenos (metabolitos secundarios producidos por el
microorganismo) como la piocianina (Lu et al., 2018) y fenazina-1-carboxamida
(Zhang et al., 2018) ambas producida por bacterias del género Pseudomonas,
2,6-di-terbutil-p-benzoquinona en Kilebsiella (Melo-Nascimento et al., 2018) y
riboflavina en Shewanella (Yano et al., 2018) o (ii) mediadores redox exdgenos
(compuestos organicos o inorganicos artificiales) como el 2-hidroxi-1,4-
naftoquinona (In Ho et al., 2011), azul de metileno (Ortega et al., 2018) rojo de
metilo (Yuan and Minteer, 2019) y antraquinona 2,6 disulfonato (AQDS) (Dantas
et al., 2018) ha sido documentada también en diversas investigaciones. Las
estructuras quimicas de algunos mediadores redox reportados en la literatura son
mostrados en el presente documento (ver TABLA I).

La prodigiosina, es un metabolito secundario producido por diversas
bacterias Gram-negativas, principalmente del género Serratia (ver Figura 3). Esta
molécula muestra similitudes estructurales con las moléculas redox presentadas
anteriormente. Es por esto por lo que algunas referencias indican que esta

molécula presenta un comportamiento catalitico/redox. Sin embargo, en la
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actualidad es desconocida su contribucién como mediador redox exdgeno

(Domagala et al., 2015; Tomat, 2016).
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TABLA I
EJEMPLOS DE MEDIADORES REDOX

Estructura Mediador Referencia
A) Endégenos Nombre
Fenazina-1- (Yang et al., 2018)

(EE T
ees

0
N N (0]
Y
XX,
N
o]

B) Exdégenos

L

L0

carboxamida

Piocianina

Riboflavina

Rojo neutro

Azul de metileno

Antraquinona-2,6-
disulfonato

(Shang et al., 2018)

(Yano et al., 2018)

(Mardiana et al.,
2015)

(Christwardana et
al., 2018b)

(Tsao et al., 2019)




Hy,Cs CH4

Figura 3. Estructura de la prodigiosina.

Por otra parte, es importante también el mencionar los diferentes sustratos
a distintas concentraciones que han sido utilizados como donadores de
electrones en CCM y que estan ligados directamente al desempefo obtenido por
estos dispositivos. Entre los sustratos utilizados se encuentran: acetato (Kodali
etal., 2017), butirato (Zhang et al., 2011) y agua residual adicionada con glucosa
(Huang et al., 2017). En los casos anteriores la densidad de potencia producida

fue de: 178 uW cm2, 470 mW m2y 320 mW m respectivamente.
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1.7 Electrodo

Por ultimo, un factor que también toma relevancia en el desempeiio de
una CCM es el material del que esta hecho el electrodo a utilizar. Este material
debe contar con ciertas caracteristicas como lo son el que sean conductivos,
biocompatibles y estables en la solucién contenida en la camara anddica
(Huggins et al., 2014; Logan et al., 2018). Los materiales carbonaceos (carbény
grafito) han sido los materiales anodicos mas utilizados debido a que son
altamente conductivos, quimicamente estables, biocompatibles y de bajo costo
(Chen et al., 2018; Wei et al., 2011).

En 2003, Bond y Lovley utilizaron un anodo de grafito sobre el cual se
desarrollé una biopelicula de Geobacter de forma abundante y por el cual
obtuvieron durante el analisis de la reaccién bioelectroquimica una densidad de
potencia de 65 mW/m? (Holmes et al., 2004). Por otra parte, en el afio 2010, Kiely
y colaboradores reportaron el desarrollo de una biopelicula de un consorcio
bacteriano sobre fibra de grafito y mediante el uso de microscopia electrénica de
barrido mostraron la formacién de una biopelicula gruesa y abundante formado
por células que poseian numerosos pilis. La densidad de potencia generada por

este sistema fue de 10 mW/m? (Kiely et al., 2010).
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En el 2013, Zhu y colaboradores lograron desarrollar una biopelicula de
lodos activados sobre un anodo de tela de carbdn. En este estudio reportaron la
generacion de una alta densidad de potencia (1200 mW/m?) la cual corresponde
a una de las densidades de potencia mas altas generadas por una CCM (Zhu et
al., 2013).

Con el objetivo de estudiar la capacidad de Serratia para ser utilizada
como biodnodo en una CCM primero es necesario el determinar si es un
organismo exoelectrogénico, entender como es que lleva a cabo esta
transferencia de electrones y determinar si existe interaccion alguna que afecte

su desemperio.
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CAPITULO II

ANTECEDENTES

Como anteriormente se menciond, el bioanodo de una CCM es uno de los
puntos principales que determinan el desempefo del dispositivo (Breheny et al.,
2019; Deng et al., 2010). Es por esto por lo que es de suma importancia tres
factores y que merecen ser estudiados: i) el microorganismo a utilizar, ii) el
material del cual esta fabricado el electrodo vy iii) el sustrato que servird como
donador de electrones (Chung and Okabe, 2009; Kumar et al., 2018). En el caso
de los microorganismos utilizados, estos deben ser exoelectrogénicos, esto es
que tengan capacidad de transportar electrones desde su superficie celular hasta
un aceptor terminal de electrones como lo es el hierro, utilizando para esto
citocromos de superficie, pilis 0 algun transportador redox; ya sea endégeno o
exdgeno (ver Figura 4). Los principales ensayos realizados para determinar
exoelectrogenicidad de microorganismos son evaluando su capacidad para

reducir Fe(lll) en su forma ya sea soluble o insoluble a Fe(ll).
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Figura 4. Mecanismos de reduccion de Fe(lll).
*BRH: Bacteria reductora de hierro.

Histéricamente, este tipo de reducciones bacterianas han sido estudiadas
desde 1994 por Lovley y colaboradores, los cuales encontraron que diferentes
bacterias aisladas de diversas matrices ambientales son capaces de llevar a cabo
la oxidacién de distintas fuentes de carbono, extraer los electrones y reducir
Fe(lll). En su estudio también describieron como esta reduccién aumenta cuando
en el medio se encuentran presentes acidos humicos de diferente pureza. Este
trabajo representa el primero realizado en el area de las reducciones bacterianas
utilizando mediadores redox exdgenos y como biocatalizador a la bacteria

Geobacter metallireducens (Lovley et al., 1996). Posterior a este estudio se
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realizaron diversas investigaciones en diferentes aislados bacterianos con el
objetivo de determinar su capacidad para reducir Fe(lll), entre ellos se
encuentran aquellos que evaluaron la presencia de mediadores redox
enddgenos. Fuller y colaboradores investigaron las caracteristicas de crecimiento
y de reduccidén de un consorcio bacteriano aislado del desecho generado en una
planta procesadora de residuos minerales para la recuperacion de Cr(VI). En sus
resultados encontraron que el consorcio aislado lleva a cabo la reduccién de
Fe(lll) utilizando riboflavina, una molécula organica generada durante su
crecimiento, como mediador redox (Fuller et al, 2014). El aislamiento de
bacterias exoelectrogénicas se ha realizado también a partir de matrices
ambientales en las cuales se ha estudiado la reduccion de cristales insolubles de
oxidos de Fe(lll). Este es el caso del estudio realizado en 2015, en donde
bacterias pertenecientes al género Geobactery Pelobacter fueron aisladas y su
capacidad de reduccidn fue ensayada en el laboratorio utilizando como donador
de electrones acetato (Hori et al., 2015). Posteriormente, la reduccién de éxidos
de hierro y silicatos de hierro llevada a cabo por la bacteria Geobacter
sulfurreducens también fue estudiada y modelada por medio de espectroscopia
de Mossbauer (T. Wu. et al, 2017).

Finalmente, Nixon y colaboradores en el afo 2016 aislaron diversas
bacterias pertenecientes a los géneros Desulfosporosinus y Geobacter de medio
ambientes glaciales. En este estudio, se muestra que la reduccion es llevada a
cabo a temperaturas tan bajas como lo son los 4 y 15 °C, siendo los 4 °C donde
estas bacterias aisladas llevan a cabo una mayor tasa de reduccion (Nixon et al.,

2017).
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Por otra parte, es importante mencionar que el estudio de la reduccion de
diversos compuestos organicos mediada por moléculas redox exdgenas ha sido
investigada en diversas bacterias. Estos ensayos a los que distintas bacterias
han sido sometidas son, de la misma manera que los realizados utilizando Fe(lll),
preambulo a ensayos en CCMs. En 2004, dos Santos y colaboradores,
estudiaron el impacto de diversos mediadores redox en la reduccion de
colorantes azo, utilizando como biocatalizadores lodo anaerdbico granular. En
este estudio, se demostro que los mediadores redox exdégenos antraquinona-2,6-
disulfonato y antraquinona-2-sulfonato incrementan hasta en 8 veces la
reduccion del colorante (dos Santos et al., 2004). En un estudio diferente llevado
a cabo por Costa y colaboradores, se evaluo el efecto catalitico de una de las
moléculas mencionadas anteriormente. La antraquinona-2,6-disulfonato mostré
que aumenta en 3.5 veces la reduccion del colorante rojo congo cuando se utiliza
etanol como donador de electrones y un lodo activado como biocatalizador
(Costa et al., 2010). De la misma manera, en un estudio posterior se mostrd que
el azul de metileno utilizado como mediador redox aumenta la tasa de reduccién
hasta en un 99.25 % del colorante azo rojo congo; esto al utilizar Shewanella
oneidensis MR-1 como biocatalizador (Liu et al., 2016).

De la misma forma en que se ha estudiado ampliamente la reduccién que
llevan a cabo bacterias por medio de moléculas enddgenas y exégenas que
funcionan como mediadores redox, algunos estudios han ahondado en la
reduccion que es llevada a cabo por otros medios como lo son citocromos de

superficie y pilis (lamados nano-cables recientemente).
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En 2005, estudios en los cuales las proteinas de citocromos omcS y omcE
fueron suprimidas en su sintesis en una cepa de Geobacter sulforreducens, se
demostrd la incapacidad de esta bacteria para llevar a cabo la reduccion de
oxidos de Fe(lll) y citrato de Fe(lll). En el mismo estudio se demostré que esta
cepa mutante solo podria reducir estos compuestos de Fe(lll) si al medio de
cultivo se agregaba el agente quelante acido nitrilotriacético o el mediador redox
antraquinona-2,6-disulfonato (Mehta et al., 2005). Posteriormente, Coursolle y
colaboradores utilizando cepas mutantes de Shewanella oneidensis mostraron
que la via MTr integrada por los citocromos MirCy OmcA son esenciales para
llevar a cabo la reduccion de metales (Coursolle et al., 2010). Otro método de
transporte de electrones hacia un aceptor final que ocurre en bacterias es aquel
en que los pilis acttan como transportadores directos. Diversos estudios han
mostrado esta capacidad de algunas bacterias pertenecientes al género
Shewanella. En 2005, Gorby y colaboradores estudiaron diversos mutantes de la
cepa Shewanella oneidensis MR-1 en la cual no se expresaban los genes MtrC
y OmcA que codifican para proteinas de citocromo que integran los pilis de esta
bacteria. Estos mutantes mostraron nula habilidad para llevar a cabo la reduccién
de oxido de Fe(lll) (Gorby et al, 2006). Posteriormente, El-Naggar y
colaboradores mostraron que los pilis de Shewanela oneidensis MR-1 son
eléctricamente conductivos y que poseen altas tasas de transporte de electrones.
Esto mediante pruebas de conductividad utilizando microscopia de fuerza
atomica a lo largo de un pili. En el mismo estudio se demostr6 que mutantes

deficientes en los citocromos MtrC y OmcA producen pilis morfolégicamente
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similares a los producidos por la cepa que no presenta mutacion pero que
presentan la caracteristica de ser no conductores (Barrozo et al., 2018).

Un factor clave a considerar en los dispositivos de generacidn de energia
eléctrica como lo son las CCM es el material del cual esta hecho el anodo. Se
han probado histéricamente diversos tipos de materiales que al ser usados como
anodos o catodos muestran mejorar el desempeno en funcion de la densidad de
potencia generada por tanto la eleccion del electrodo en el cual se buscara
generar un biodanodo que posea las caracteristicas de alta conduccién,
biocompatible con el microorganismo biocatalitico a utilizar y que sea estable en
la solucion contenida en la camara anddica (Corbella and Puigagut, 2018).
Anteriormente, numerosos materiales carbonaceos han sido utilizados como
base para inmovilizar los microorganismos. En el caso de los electrodos planos,
los materiales mas comunes del que estan hechos son papel de carbono, platos
de carbono y tela de carbono (Zikmund et al., 2018). En el caso de electrodos de
grafito rugoso fueron utilizados por Ter Heijne y colaboradores en 2008 y en su
estudio reportaron la generacion de una mayor densidad de potencia en
comparacién con los producidos utilizando como electrodos grafito plano (Ter
Heijne et al., 2008). En 2008, Zhao y colaboradores demostraron la generacion
de electricidad utilizando una CCM de una cdmara con catodo aéreo y utilizando
como anodo tela de carbén activado y como biocatalizador Desulfovibrio
desulfuricans. La densidad de potencia obtenida en este estudio fue de 0.51
mW/cm? (Zhao et al., 2008). En otro estudio realizado en 2009, y utilizando
carbon activado granular, como biocatalizador los microorganismos que se

encontraban en agua residual doméstica en una CCM de una camara se
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obtuvieron densidades de potencia de 5 W/m3 (Jiang and Li, 2009). Anodos
fabricados con tela de carbono han sido utilizados también en CCMs. En 2009,
Zhang y colaboradores generaron una densidad de corriente de 46 W/m3
utilizando este tipo de anodo en una CCM de una camara con catodo aéreo
(Zhang et al., 2009). Posteriormente en 2016, Cheng y colaboradores llevaron a
cabo la generacién de una densidad de potencia maxima de 773 mW/m?3
utilizando tela de carbono como &nodo en una CCM de una cdmara con catodo
aéreo y utilizando como inéculo el efluente de una CCM con 3 meses de
operaciéon (Cheng et al, 2017). Finalmente, en 2017 Wu y colaboradores
produjeron una densidad de potencia de hasta 150 % mayor al utilizar una mezcla
de malla de carbon y cepillo de carbono en comparacién a cuando se utiliza
solamente malla de carbén (S. Wu et al., 2017).

El sustrato donador de electrones y la configuracién de la CCM a utilizar
son otros factores importantes que considerar. Se ha encontrado que la altura,
ancho, y la forma geométrica de las camaras anddicas y catoddicas estan
relacionadas directamente con la densidad de potencia generada por el
dispositivo (Logan et al.,, 2015). En el caso de los sustratos utilizados, la
respuesta en cuanto a densidad de potencia varia dependiendo del
microorganismo utilizado o del tipo de lodo activado, ya sea aerobio o anaerobio.
Por tanto, es dificil predecir el tipo de respuesta a obtener en funcién del uso de
glucosa, acetato, lactato, etanol, fumarato o algin otro compuesto que pueda ser
usado como donador de electrones (Zhang et al., 2019). En los ultimos anos se
han probado diferentes tipos de configuraciones de CCMs, mostrando resultados

variados en la densidad de potencia generada por estos dispositivos (Ge and He,

21



2016; Huang et al., 2016; leropoulos et al., 2016; Jiang et al., 2017, 2015; Mecheri
et al., 2016).

Los tipos de CCM estudiadas durante los 2 ultimos afos, el tipo de anodo
utilizado, sustrato alimentado y la densidad de potencia obtenida en el dispositivo

completo son mostradas en el presente documento (ver TABLA II).

TABLAII.

INFORMACION DE TIPOS DE CCMs

a : : ‘ Densidad :
Tipo de CCM Sustrato Biocatalizador ~ Anodo de potencia Referencia
CCM de doble Agua residual de Lodo activado Barra de 204.9 (Ismail and

camara industria farmacéutica grafito mW/m? Habeeb, 2017)
CCM de una . e
camara con Agul?l Crz:;d?;(l)glrr:;tf)a Y Lodo activado Te;;?: 0.32 W/m? (Hugra%;)t s
catodo aéreo g gt
CCM deuna  Agua residual sintética y : Carbon 2 (Kodali et al.,
camara acetato de sodio (3 g/L) Lodwactivedo activado L p¥ion: 2017)
CCMtbilide SoligbndeNaCL@s T ICOUBMUSHOE ooy g ;
3 : provenientes de (Jannelli et al.,
una camara y mg/L) y residuos de fosmedidnon s fibra de 55 mW/m? 2016)
catodo aéreo frutas y vegetales carbon
frutas y vegetales
CCM de doble Buffer de fosfato y Lodoisstinaite Fleltrq de 65.4 mW/m> (Chen et al.,
camara glucosa carbon 2017a)
CCM de Agua residual y acetato ; Fibra de , (Gajdaetal.,
terractota de sodio Totn ety carbon Rl e 2017)
Agua residual sintética ; ;
CCM, e R (14.1 mS/cm) y acetato  Consorcio marino Fleltrq = 1.9 mW/m? S vl
camara : carbon 2017)
de sodio
Fibra de
ca’ft:(?cf: ::rlzao Buffer de fosfatos, carbén con (G abal
sacarosa y acetato de Escherichia coli nanoparticulas 1540 mW/m? p g
acoplado a un : A 2017)
sodio de alimina y
humedal 7
niquel
CCM osmotica oy gales Y Lodo anaerobio Cep1119 - 1.8 A/m? (Qin et al., 2017)
acetato de sodio carbén
CCM. geoyls Agua residual de vifieria ~ Lodo activado b, d = 420 mW/m? (Bemrzace gral,
camara carbén 2016)
ccM Agiatesidual diloda  Lodoactivadoy  Cepillode  ,one0m0  vaeral, 2017)
fotosintética microalgas carbon

22



Como se muestra en el cuadro anterior, diversas investigaciones se han
enfocado en estudiar la generacion de densidad de potencia producida en
distintos tipos de CCMs, utilizando lodos activados, distintos tipos de electrodos
y diferentes fuentes de carbono como donadores de electrones. Sin embargo, no
existen reportes que hayan llevado a cabo el aislamiento de una cepa bacteriana
en la cual se estudie en primera instancia la reduccién de Fe(lll) con el objetivo
de evaluar su capacidad exoelectrogénica, produccion controlada de una
biopelicula sobre un anodo para generar un bioanodo con caracteristica
deseadas y finalmente el probarlo en una celda de combustible microbiana de
doble camara con membrana protonica. Por lo tanto, la generacién de
conocimiento va enfocado a responder los siguientes cuestionamientos que nos

permitirdn alcanzar los objetivos de investigacion trazados.

¢ Bacterias del género Serratia son capaces de llevar la reduccion de
Fe(lll) en su forma soluble e insoluble?

¢ Es posible llevar a cabo la generacion de un bioanodo utilizando grafito
como electrodo base y un cultivo de bacterias del género Serratia y que
posteriormente sea utilizado en una CCM?

¢, Es posible optimizar el desempefio de una CCM que utiliza bacterias del

género Serratia como biocatalizador?
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CAPITULO 3

JUSTIFICACION

La produccién de bioanodos bacterianos en materiales conductores de
electricidad ha atraido la atencién de diversos investigadores que estudian las
CCMs (Fang et al., 2015; Fraiwan et al., 2013; Lay et al., 2015; Logan et al., 2015;
Lv et al., 2013; Mukherjee et al, 2013; Oyiwona et al, 2018; Tommasi y
Lombardelli, 2017; Trapero et al., 2017; Yellappa et al., 2019; Zang et al., 2012).
Desafortunadamente, pocos grupos se han enfocado en algunos aspectos
bioldgicos de suma importancia como el tratar de elucidar si la transferencia de
electrones ocurre de forma directa o indirecta, la producciéon controlada de la
biopelicula que colonizara el anodo, aspectos metabolicos-nutricionales, y
microambientales de los microorganismos utilizados. La importancia de este

ultimo punto radica en que la manipulacién de algunas de estas condiciones
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produce un cambio en el desempefio del dispositivo bioelectroquimico en funcion
de la densidad de potencia generada.

En el presente trabajo se evaluara la capacidad para reducir Fe(lll) por un
cultivo de Serratia en su forma pigmentada y no pigmentada. Posteriormente, se
producird una biopelicula de este cultivo y se evaluara su capacidad para
transferir los electrones obtenidos a partir de la oxidacion de un donador de
electrones hacia un material carbonaceo con la finalidad de ser utilizado como

bioanodo en una CCM.
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CAPITULO 4

HIPOTESIS

La biopelicula de Serratia tiene la capacidad de transferir electrones a
partir de la oxidacion de un donador de electrones a un material carbonaceo con
la finalidad de desarrollar un bioanodo con posible aplicacion en una celda de

combustible microbiana.
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CAPITULO 5

OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad de una biopelicula de Serratia para transferir
electrones a un material carbonaceo a partir de la oxidacién de un donador de
electrones con la finalidad de desarrollar un bioanodo con potencial aplicacion en

una celda de combustible microbiana.
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5.2 Objetivos especificos

.  Caracterizacién molecular del cultivo de Serratia

[I.  Determinar la capacidad exoelectrogénica de Serratia

[ll.  Desarrollar una biopelicula de Serratiay establecer las condiciones para

la generacion de un bioanodo

IV.  Determinar el desempeno del bioanodo en una celda de combustible

microbiana
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CAPITULO 6

MATERIALES Y METODOS

6.1 Ubicacidn del desarrollo del proyecto

La realizacion de este proyecto de tesis se llevo a cabo en el Laboratorio
de Biotecnologia | de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad
Autonoma de Nuevo Ledn (UANL), en los Laboratorios del Centro del Agua y en
el Centro de Tecnologia Avanzada para la Produccion del Instituto Tecnoldgico y

de Estudios Superiores de Monterrey (ITESM).
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6.2 Materiales

6.2.1 Equipos

Todos los equipos utilizados para el desarrollo de este proyecto asi como

sus modelos son especificados en la seccion de Métodos.

6.2.2 Reactivos

Los reactivos utilizados para el desarrollo de este proyecto, asi como sus

marcas son claramente especificados en la seccién de Métodos.
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6.3 Métodos

6.3.1 Identificacion del cultivo bacteriano por medio de pruebas
bioquimicas

El aislado bacteriano productor de prodigiosina parcialmente identificado
como Serratia sp. perteneciente al cepario del laboratorio de Biotecnologia fue
inoculado en 5 mL de caldo LB e incubado a 28 °C por 24 horas. Posteriormente,
este cultivo fue utilizado para inocular los medios para pruebas bioquimicas:
produccién de pigmento en caldo BHI, indol, rojo de metilo, Voges-Proskauer,
citratos, produccién de H2S, lisina descarboxilasa, ornitina descarboxilasa,
motilidad, gelatinasa, produccién de gas, fermentacion de glucosa, fermentacién
de lactosa y fermentacion de sacarosa. Después de esto, los medios de cultivo
fueron incubados segun lo recomendado por Harley y Prescott (2002).
Finalmente se realiz6 la comparaciéon de los resultados obtenidos con lo

reportado en la literatura.
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6.3.2 Caracterizacion molecular de Serratia

Con el objetivo de llevar a cabo la identificacion molecular de la bacteria
Serratia se realiz6 la extraccion del ADN del cultivo bacteriano por el método de
extraccion fenol-cloroformo. Posteriormente, se amplificd la subunidad ribosomal
pequena 16S y finalmente se llevd a cabo la secuenciacion por el método de
Sanger. Los primers utilizados fueron los reportados por Souza y colaboradores

(2006):

F515 (Forward) 5-GCG GAT CCT CTA GAC TGC AGT GCC AGC AGC
CGC GGT AA-3

R1492 (Reverse) 5- GGC TCG AGC GGC CGC CCG GGTTACCTTGTT
ACGACTT-3’

Se llevd a cabo la alineacién de los primers para verificar la amplificacion
en el sitio web htt://www.ncbi.nlm.nih.gov/tolos/primer-blast/. Para la reaccion de
PCR se utilizaron 100 ng de DNA bacteriano, 1X PCR buffer (Promega), 1.65 mM
MgClz2, 0.2 mM dNTP’s, 0.5 uM de cada primer, 2 unidades de Taq Polimerasa
(Promega). El programa de amplificaciéon fue el siguiente: 94 °C por 4 minutos,
35 ciclos de 92 °C por 1.5 minutos, 50 °C por 1.5 minutos, 72 °C por 2 minutos y
extension final a 72 °C por 10 minutos en un termociclador miniMJ de Bio-Rad.

Posteriormente el andlisis del producto amplificado se realiz6 mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1 % en buffer TBE 1X adicionado con bromuro
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de etidio a una concentracién final de 0.5 pyg/mL. Al final de la electroforesis se
llevé a cabo la visualizacion del gel utilizando un transiluminador (Spectroline
ultraviolet transilluminator, Wetsbury, New York).

Para realizar la purificacion del producto de PCR se cargaron 50 pyL en un
gel de agarosa al 1 %, se realizd la electroforesis y las bandas de
aproximadamente 1000 pb fueron cortadas con bisturi y se sometieron a un
proceso de purificacion mediante el kit de purificacién de productos de PCR
desde geles de agarosa (Minelute gel extraction kit de QiaGene). Posteriormente,
2.5 uL del producto de PCR puro se analiz6 por electroforesis en gel de agarosa
al 1 % esto para comprobar que el tamafo de banda fuera de 1000 pb. A partir
de los productos de amplificacién purificados anteriormente mencionados se
realizd la secuenciacion mediante el método de Sanger (Sanger y Coulson,

1975).

6.3.3 Produccion de un cultivo pigmentado de Serratia

Para el desarrollo del in6culo, se utilizé una asada del cultivo indicado en
el punto 6.3.1 y se inocul6 en 5 mL de medio cacahuate al 1 % estéril,
posteriormente se incub6 por 24 horas a 28 °C. A partir de este cultivo se tom6

de manera aséptica 1.5 mL y se inocul6 en 15 mL de caldo cacahuate al 1 %
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estéril, posteriormente se incubd por 24 horas a una temperatura de 28 °C y 150
rom. Después del periodo de incubacion se tomaron 10 mL del cultivo y se
inocularon en 100 mL de medio cacahuate estéril contenido en un matraz
Erlenmeyer, este cultivo se incubd por 20 horas a 28 °C y 150 rpm. Después de
este ultimo periodo de incubacién, se tomaron 10 mL y se centrifugaron en un
tubo Falcon estéril de 50 mL de volumen por 20 minutos a 4 °C y 4,600 rpm.
Posteriormente, se decantd el contenido del tubo Falcon y se agregaron 10 mL
de solucion salina al 0.85 % y se someti6 a vortex por 1 minuto con el objetivo de
lavar las células. Después de esto, se realiz6 un nuevo periodo de centrifugacidon
por 20 minutos a 4 °C y 150 rpm, se decant6 el contenido del tubo Falcon y se
re-suspendieron con la cantidad necesaria de solucion salina al 0.85% para
ajustar la densidad optica a 0.6, medida a una longitud de onda de 600 nm en un
espectrofotometro (Varian 50 Tablet, Palo Alto, California). Este fue el indculo

pigmentado de Serratia con color rojo producto de la generacion de prodigiosina.

6.3.4 Produccion de un cultivo no pigmentado de Serratia

Con el objetivo de obtener un cultivo de Serratia en el cual no hubiera
produccién de prodigiosina se realizé una busqueda en literatura para encontrar

los factores que inhiben la produccion de este metabolito secundario. Se encontré
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que los principales factores son: la densidad celular y la presencia altas
concentraciones de glucosa en el medio. Se decidid realizar un ensayo para
evaluar la concentracion minima de glucosa necesaria para evitar la produccion
de prodigiosina en medio LB. Se utiliz6 una asada del cultivo conservado en agar
LB inclinado y se inocularon 5 mL de medio LB estéril adicionado con glucosa al
0.5%, 1.0 %y 2.0 %. Se incubaron por 24 horas a 28 °C. A partir de estos cultivos
se tomaron de manera aséptica 1.5 mL de cada uno de los tubos y se inocularon
en viales de vidrio con tapdén de rosca que contenian 15 mL de caldo LB
adicionado con glucosa al 0.5 %, 1.0 % y 2.0 % (cada cultivo se inocul6 a la
respectiva concentracion de la cual provenia). Posteriormente, los viales
inoculados se incubaron a 28 °C, 150 rpm por 24 horas. Después del periodo de
incubacion cada uno de los cultivos se inocularon en su respectivo matraz
conteniendo 100 mL de caldo LB adicionado con glucosa al 0.5 %, 1.0 % y 2.0
%. Finalmente, estos cultivos se incubaron a 28 °C, 150 rpm por 20 horas,
después de lo cual se hizo una inspeccién visual para evaluar la produccién de
prodigiosina en el medio.

A partir del cultivo en el cual no hubo produccién de prodigiosina se
tomaron 10 mL y se centrifugaron en un tubo Falcon estéril de 50 mL de volumen
por 20 minutos a 4 °C y 4,600 rpm. Después de esto, se decanté el contenido del
tubo Falcon y se agreg6 10 mL de solucién salina al 0.85 % y se sometié a vortex
por 1 minuto con el objetivo de lavar las células. Posteriormente se centrifugd de
nuevo por 20 minutos a 4 °C y 150 rpm, se decanté el contenido del tubo Falcon
y se re-suspendieron con la cantidad necesaria de solucion salina estéril al 0.85%

para ajustarlas a una densidad éptica de 0.6, medida a 600 nm en un
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espectrofotometro (Varian 50 Tablet, Palo Alto, California). Este fue el inéculo del

cultivo no pigmentado de Serratia.

6.3.5 Produccion de un cultivo de Shewanella oneidensis

Con el objetivo de contar con un punto de comparacion del desempefio
reductivo de Fe(lll) de ambos fenotipos (pigmentado y no pigmentado) de
Serratia con un organismo ampliamente identificado como reductor de Fe(lll), se
desarroll6 un indculo de la bacteria exoelectrogénica y reconocida en la literatura
como reductora de Fe(lll) Shewanella oneidensis. Para esto, se utilizd una asada
de un cultivo en agar inclinado de S. oneidensis, la cual se inoculé en 5 mL de
medio LB estéril. Posteriormente se incubo por 24 horas a 30 °C. A partir de este
cultivo se tomaron de manera aséptica 1.5 mL y se inocularon en 15 mL de caldo
LB estéril, posteriormente se incubd por 24 horas a una temperatura de 30 °C y
150 rpm. Después del periodo de incubacion se tomaron 10 mL del cultivo y se
inocularon en 100 mL de medio LB estéril contenido en un matraz Erlenmeyer,
este cultivo se incubd por 20 horas a 30 °C y 150 rpm. Después de este ultimo
periodo de incubacién, se tomaron 10 mL y se centrifugaron en un tubo Falcon
estéril de 50 mL de volumen por 20 minutos a 4 °C y 4,600 rpm. Posteriormente,

se decant6 el contenido del tubo Falcon y se agregaron 10 mL de solucién salina
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al 0.85 % y se someti6 a vortex por 1 minuto con el objetivo de lavar las células.
Después de esto, se realizé un nuevo periodo de centrifugacién por 20 minutos
a4 °Cy 150 rpm, se decant6 el contenido del tubo Falcon y se re suspendieron
con la cantidad necesaria de solucion salina al 0.85% para ajustar la densidad
optica a 0.6, medida a una longitud de onda de 600 nm en un espectrofotdmetro

(Varian 50 Tablet, Palo Alto, California). Este fue el inéculo de S. oneidensis.

6.3.6 Reduccion de Fe(lll) por el cultivo pigmentado de Serratia

Para determinar si la cepa pigmentada de Serratia lleva a cabo la
reduccion de Fe(lll), se utilizd el medio de cultivo denominado agua residual
sintética (SDW, por sus siglas en inglés) desarrollado por Venkata Mohan (2007);
el cual posee la siguiente composicion (por litro de agua desionizada): [KH2POas-
0.25, NH4ClI - 0.5, K2HPO4 - 0.25, MgCl2.6H20 - 0.3, FeCls - 0.025, NiCls - 0.0186,
CoClz - 0.025, ZnCl2 - 0.0115, CuCl2 - 0.0105, CaClz - 0.005, MnCl2 - 0.015,
acetato de sodio (20 mM) como donador de electrones, y 20 mM de citrato de
Fe(lll) (forma soluble) o de Fe203 (forma insoluble) como aceptor de electrones].
El pH del medio se ajust6 a 7 y se depositaron 60 mL del medio en frascos de

volumen de 80 mL.
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El medio se calent6 a ebullicién en bano de agua por 30 minutos y se
burbuje6 N2 gas por 30 minutos. Posteriormente los viales se sellaron y se
esterilizaron por autoclave a 121 °C, 15 Ibs pulg por 15 minutos. Este medio fue
inoculado con el 10 % v/v de células del cultivo pigmentado de Serratia
preparadas como se indica en el punto 6.3.3. Los viales se incubaron a la
oscuridad en condiciones anaerobias a una temperatura de 28 °C y se tomo
muestra periodicamente de ellos utilizando jeringas mediante técnicas
microbioldgicas asépticas y se analizd el contenido de Fe(ll) por medio del
método de la ferrozina de acuerdo con la metodologia descrita por Lovley y
Philips en 1986. En este método el Fe(ll) fue cuantificado disolviendo 0.5 mL de
muestra en 2 mL de HCI 0.5 N por 1 hora. Posteriormente se hizo reaccionar con
la ferrozina (Sigma) por 10 minutos y la absorbancia a 562 nm se determiné en
un espectrofotdmetro (Varian 50 Tablet, Palo Alto, California). El tratamiento y
analisis anteriormente descrito se llevé a cabo por triplicado y se corrié un blanco.

El porcentaje y la tasa de reduccion de Fe(lll) fue calculada por medio de
la férmula desarrollada por Huang et al. (2018) y adaptada a las 144 horas de
incubacion. Con respecto al porcentaje de reduccidn, este fue calculado

utilizando la siguiente formula:

B o [Fe(ID)final] — [Fe(ID)inicial] (1)
Reduccion de Fe(II1I) (%) = [Fe(IDtotal] x 100
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La tasa de reduccién de Fe(lll) fue determinada por medio de la siguiente

ecuacion:

[Fe(Il)final] — [Fe(I])inicial](mM) (2)

Tasa de reduction =
asa gerequction = 54 mM (aceptor de electrones) x 144 (h)

6.3.7 Reduccion de Fe(lll) por el cultivo no pigmentado de Serratia

Para determinar el grado de reduccién de las formas soluble y no soluble
de Fe(lll) realizada por el cultivo no pigmentado de Serratiay asi evaluar el efecto
de la ausencia/presencia de prodigiosina en el proceso reductivo, se llevd a cabo
una serie de experimentos a las mismas condiciones mencionadas en el punto
6.3.6. El porcentaje y la tasa de reduccion fue calculada por medio de las

ecuaciones 1y 2 mencionadas anteriormente.
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6.3.8 Reduccion de Fe(lll) por Shewanella oneidensis

Para determinar el grado de reduccién de las formas soluble y no soluble
de Fe(lll) por parte de un organismo reconocido como exoelectrogénico, se
estudio a S. oneidensis en una serie de experimentos a las mismas condiciones
mencionadas en el punto 6.3.5. El porcentaje y la tasa de reduccién fue calculada

por medio de las ecuaciones 1 y 2 mencionadas anteriormente.

6.3.9 Extraccion, purificacion y caracterizacion quimica de la prodigiosina

Con el objetivo de llevar a cabo la produccion, extraccidn y purificacién de
prodigiosina y evaluar su desempefo como posible mediador redox exdgeno, se
desarrollé un inéculo como lo indica el punto 6.3.3. Después del periodo de
incubacion del cultivo pigmentado de Serratia en 100 mL de caldo cacahuate, se
tomaron 5 mL y se depositaron en tubo Falcon estéril y se centrifugaron a 4,600
rpm, 8 °C por 10 minutos. Después de esto, se desechd el sobrenadante y al
pellet se le agregaron 3 mL de cloroformo y se sometié a 3 series de tratamiento

con ultrasonido por 1 minuto. Posteriormente, se centrifugd a 4,600 rpm, 8 °C por
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10 minutos y se tomé la prodigiosina de la fase inferior. Este procedimiento se
repiti6 hasta terminar con los 100 mL de cultivo que contenia el matraz
Erlenmeyer mencionado. La purificacion de este extracto se realizé mediante
columna utilizando como fase estacionaria silica gel y como fase movil
cloroformo: metanol en una proporcién 9:1 segun lo determinado en previos
estudios realizados en nuestro grupo de investigacion (Avila, 2016).
Posteriormente, la prodigiosina purificada se secé a 60 °C por 6 h. Finalmente la
prodigiosina seca se caracterizé por medio de Espectrometria de Infrarrojo con
Transformada de Fourier (FTIR) y Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
(HPLC). En el caso de la espectroscopia de FTIR, esta se llevd a cabo en un
equipo de la marca Testscan Shimadzu, modelo FTIR 8400. Los parametros
utilizados para el analisis de la prodigiosina fueron: rango de andlisis espectral
4,000 a 400 cm'. La cromatografia de HPLC se llevé a cabo en un equipo Agilent
serie 1100 (Agilent Technologies, Santa Clara, USA), usando una columna
ZORBAX Eclipse XDB-C18 (4.6 X 150 mm, 5 um) con un volumen de inyeccion
de 20 pl, un tiempo de corrida de 10 min, a 535 nm, la deteccion se llevé a cabo
a 535 nm con un detector de fotodiodos (PDA). La fase maovil consistié en agua

acida a pH 3 (fase A) y metanol (fase B).
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6.3.10 Reduccion de Fe(lll) por el cultivo no pigmentado de Serratia en
presencia de prodigiosina exégena

Para determinar si la cepa no pigmentada de Serratia utiliza prodigiosina
exdgena como mediador redox, y de esta forma lleva a cabo la reduccion de las
formas soluble y no soluble de Fe(lll) con mayor eficiencia que la llevada a cabo
por el cultivo descrito en el punto 6.3.7, se utilizd6 el mismo medio de cultivo
utilizado en el punto 6.3.6. Este medio fue adicionado con 50 mM de prodigiosina
exdgena extraida de un cultivo de Serratia pigmentada (punto 6.3.9). El pH del
medio se ajusté a 7 y se depositaron 60 mL de este medio de cultivo en frascos
de 80 mL de volumen.

El medio se calent6 a ebullicibn en bafno de agua por 30 minutos y se
burbuje6 N2 gas por 30 minutos. Posteriormente los viales se sellaron y se
esterilizaron por autoclave a 121 °C, 15 Ibs pulg? por 15 minutos. Este medio fue
inoculado con el 10 % v/v del cultivo no pigmentado de Serratia preparado como
indica el punto 6.3.4. Los viales se incubaron a la oscuridad en condiciones
anaerobias a una temperatura de 30 °C y se tom6 muestra periédicamente de
ellos utilizando jeringas y por medio de técnicas microbiolégicas asépticas y se
analiz6 el contenido de Fe(ll) por medio del método de la ferrozina de acuerdo a
la metodologia descrita por Lovley y Philips en 1986, descrito anteriormente en

el punto 6.3.6. El tratamiento y analisis anteriormente descrito se llevo a cabo por
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triplicado y se corrié un blanco. El porcentaje y la tasa de reduccién fue calculada

por medio de las ecuaciones 1y 2 mencionadas en el punto 6.3.6.

6.3.11 Reduccion de Fe(lll) por el cultivo pigmentado y no pigmentado de
Serratia, S. oneidensis, y el cultivo no pigmentado de Serratia en presencia
de prodigiosina exdgena con donadores de electrones alternativos

Con el objetivo de evaluar diversos donadores de electrones diferentes al
acetato dentro del proceso de reduccion de las formas soluble y no soluble de
Fe(lll), los medios de cultivo se prepararon como se indicé anteriormente para
cada una de las bacterias (6.3.3, 6.3.4, 6.3.5, respectivamente), sustituyendo al
acetato por glicerol o glucosa; los cuales fueron agregados a una concentracion
de 20 mM. Los medios de cultivo fueron inoculados con los cultivos bacterianos
correspondientes. Posteriormente, fueron incubados y la cantidad de Fe(ll) se
analiz6 por el método de la ferrozina segun fue indicado anteriormente para cada
cultivo bacteriano. El porcentaje y la tasa de reduccion fue calculada por medio

de las ecuaciones 1 y 2 mencionadas en el punto 6.3.6
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6.3.12 Desarrollo activo de bioanodos

6.3.12.1 Lavado de electrodos de grafito

Los electrodos a ser utilizados para promover la formacion activa de una
biopelicula del cultivo no pigmentado de Serratiay S. oneidensis se cortaron con
forma de prisma rectangular de altura de 5 cm, largo de 2.5 cm y ancho de 1.5
cm. Estos electrodos se lavaron vigorosamente utilizando agua corriente del grifo,
esto con el objetivo de desprender cualquier particula de superficie suelta.
Posteriormente, se colocaron en un vaso de precipitado que contenia agua
desionizada y se hirvié por 15 minutos. Finalmente, los electrodos de grafito
fueron colocados en HCI 1M por un periodo de 3 horas, posteriormente fueron
lavados de nueva cuenta utilizando agua desionizada hasta que esta agua

alcanz6 un pH de 7. Por ultimo, se dejaron secar a temperatura ambiente.
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6.3.12.2 Produccion de indculo no pigmentado de Serratia

Para el desarrollo del inéculo, se utilizé6 una asada de un cultivo en agar
inclinado de Serratia pigmentada y se inoculé en 5 mL de medio LB estéril
adicionado con glucosa al 2 %, posteriormente se incub6 por 24 horas a 30 °C.
A partir de este cultivo se tomaron de manera aséptica 1.5 mL y se inoculdé en 15
mL de caldo LB estéril adicionado con glucosa al 2 %, posteriormente se incubd
por 24 horas a una temperatura de 30 °C y 150 rpm. Después del periodo de
incubacion se tomaron 10 mL del cultivo y se inocularon en 100 mL de medio LB
adicionado con glucosa al 2 % estéril contenido en un matraz Erlenmeyer, este
cultivo se incubd por 20 horas a 30 °C y 150 rpm. Después de este ultimo periodo
de incubacién, se tomaron 10 mL y se centrifugaron en un tubo Falcon estéril de
50 mL de volumen por 20 minutos a 4 °C y 4,600 rpm. Posteriormente, se decant6
el contenido del tubo Falcon y se agregaron 10 mL de solucién salina al 0.85 %
y se sometid a vortex por 1 minuto con el objetivo de lavar las células. Después
de esto, se realizd un nuevo periodo de centrifugacion por 20 minutos a 4 °C y
150 rpm, se decantd el contenido del tubo Falcon y se re suspendieron con la
cantidad necesaria de solucién salina al 0.85% para ajustar la densidad 6ptica a
0.6, medida a una longitud de onda de 600 nm en un espectrofotémetro (Varian

50 Tablet, Palo Alto, California).
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6.3.12.3 Diseno Plackett-Burman para la produccion de una biopelicula de

un cultivo no pigmentado de Serratia en condiciones controladas

Con el objetivo de llevar a cabo la producciéon de un bioanodo compuesto
del cultivo de interés sobre el electrodo de grafito. Se realizé un disefio Plackett-
Burman (disefo factorial fraccionado) en donde los parametros a analizar fueron:
la temperatura, pH, concentracion de medio de cultivo, agitacion, tiempo y
concentracion de inéculo (ver TABLA Ill). Para este ensayo se utilizaron 100 mL
de medio LB, los cuales se inocularon con la cantidad correspondiente de in6culo
y se incubaron segun la corrida correspondiente indicada en la misma. El paquete
estadistico Minitab (Minitab, Inc., State College, PA, USA) fue utilizado para llevar
a cabo el analisis del disefio de experimentos y procesamiento de datos. El factor
de respuesta medido fueron las unidades formadoras de colonias crecidas en la

placa Petri después del periodo de incubacidn correspondiente.
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TABLAII.
MATRIZ DECODIFICADA DEL DISENO PLACKETT-BURMAN GENERADO
EN MINITAB PARA EL CULTIVO NO PIGMENTADO DE Serratia

Temperatura Concentracion de | Agitacion Tiempo Inéculo

Corrida (°C) pH medio (% P/V) (rpm) (dias) (%)
1 28 6 1 150 7 10
2 30 7 0.50 150 7 10
3 28 7 0.50 100 5 20
4 28 6 0.50 100 5 10
5 30 7 0.50 150 5 10
6 28 6 0.50 150 7 20
7 30 6 1 150 5 20
8 30 7 1 100 7 20
9 30 6 1 100 5 10
10 28 7 1 150 5 20
11 30 6 0.50 100 7 20
12 28 7 1 100 7 10

6.3.12.4 Determinacién de viabilidad celular del cultivo no pigmentado de

Serratia

La determinacién del nimero de células viables se realiz6 al final de cada
proceso de formacién. En este punto, los electrodos se retiraron de manera
aséptica y se lavaron con agua destilada estéril utilizando pipeta Pasteur estéril,

esto con el objetivo de eliminar todas aquellas células que no estuvieran
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adheridas al electrodo. Las células adheridas al electrodo fueron desprendidas
de él y colocadas en tubos Falcon de 50 mL de volumen conteniendo 20 mL de
solucidn salina estéril al 0.85 % por medio de sonicador celular por un tiempo de
3 minutos. Las células viables y cultivables fueron enumeradas por medio de la
técnica de dilucion y siembra en placa utilizando solucion salina como diluyente
secundario y agar LB. Los cultivos fueron incubados a 37 °C por 24 horas. Los

resultados fueron expresados en UFC cm™.

6.3.12.5 Produccion de indculo de S. oneidensis.

Para el desarrollo del inéculo, se utilizé una asada de un cultivo en agar
inclinado de S. oneidensis y se inoculd6 en 5 mL de medio LB estéril,
posteriormente se incubd por 24 horas a 30 °C. Posterior a este periodo de
incubacion, se procedié de la misma manera en que se menciona en el punto

6.3.12.2
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6.3.12.6 Diseno Plackett-Burman para la produccion de una biopelicula de

S. oneidensis en condiciones controladas

Con el objetivo de llevar a cabo la producciéon de un bioanodo compuesto
del cultivo de interés y el electrodo de grafito, se procedioé de la misma manera a

lo indicado en el punto 6.3.12.3 (Ver TABLA V).

TABLA IV.
MATRIZ DECODIFICADA DEL DISENO PLACKETT-BURMAN GENERADO
EN MINITAB PARA EL CULTIVO DE S. oneidensis

Temperatura Concentracion | Agitacion Tiempo Inéculo
Corrida (°C) pH medio (% P/V) (rpm) (dias) (%)
1 28 6 1 150 7 10
2 30 7 0.50 150 7 10
3 28 7 0.50 100 5 20
4 28 6 0.50 100 5 10
5 30 7 0.50 150 5 10
6 28 6 0.50 150 7 20
7 30 6 1 150 5 20
8 30 7 1 100 7 20
9 30 6 1 100 5 10
10 28 7 1 150 5 20
11 30 6 0.50 100 7 20
12 28 7 1 100 7 10
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6.3.12.7 Determinacion de viabilidad celular de S. oneidensis

La determinacién del numero de células viables se realiz6 al final de cada
proceso de formacion de una biopelicula y se procedié de la misma manera que

lo indicado en el punto 6.3.12.4.

6.3.13 Desempeiio del bioanodo generado en una CCM de doble camara.

6.3.13.1 Configuracion de la CCM

Una celda de combustible microbiana de doble camara (Scientific glass,
Adams y Chittenden, USA) fue construida con frascos de borosilicato de volumen
de 250 mL cada uno. Ambos frascos fueron sellados juntos utilizando pinzas. Una
membrana de intercambio proténico Nafion 117 (Membranes International,
GlenRock, NJ, USA) fue colocada entre la camara anddica y la camara catodica.

Grafito en barra (Mentor USA) fue utilizado como anodo y catodo. El tamaro de
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estos electrodos utilizados fue de 5 cm de alto, 2.5 cm de largo y 1.5 cm de ancho.
Ambos electrodos fueron lavados como se indica en el punto 6.3.12.4. El anodo
y catodo fueron conectados con cable de cobre en modo de circuito abierto. La
camara anddica fue mantenida bajo condiciones de anaerobiosis por medio de la
inyeccion de Nz cada 24 h. Por otro lado, la cdmara catddica fue llenada con agua
y mantenida bajo condiciones aerobias inyectando un caudal de aire de 21.2 pies?®

min-' de manera continua mediante una bomba de pecera.

6.3.13.2 Biocatalizador y agua residual sintética

Un in6culo de 100 mL del cultivo no pigmentado de Serratia fue utilizado
como biocatalizador. En la camara anodica se agregd como liquido anddico el
medio de cultivo denominado agua residual sintética (DSW) [KH2POs- 0.25,
NH4ClI - 0.5, KaHPO4 - 0.25, MgCl2.6H20 - 0.3, FeCls- 0.025, NiCls4- 0.016, CoCl2
-0.025, ZnCl2- 0.0115, CuCl2- 0.0105, CaClz- 0.005, MnCl2- 0.015] y se adicion6
glucosa (3.0 g/L). La operacion de la CCM fue en modo fed batch a temperatura
ambiente (28-32 °C). La camara anddica fue inoculada con 20 mL de biomasa
del cultivo no pigmentado de Serratia. Este cultivo fue preparado de la siguiente
forma: 100 mL de un in6culo del cultivo crecido en medio LB adicionado con
glucosa al 2 % fue concentrado por medio de centrifugacion en tubos Falcon de

50 mL de volumen a 4,000 rpm por un periodo de 10 minutos. El sedimento se
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recolect6 en una bureta de 100 mL estéril hasta completar 20 mL de biomasa del

cultivo no pigmentado de Serratia.

6.3.13.3 Operacién de la CCM

La CCM fue operada por un periodo total de 440 horas. El voltaje y la
corriente fue medida cada 4 horas, una caida en la lectura de voltaje fue
interpretado como el momento en que habia que hacer un cambio en liquido
anddico. Para esto, 180 mL del medio agua residual sintética fue remplazada con
medio agua residual sintética recién preparada. Con el objetivo de asegurar el
microambiente anaerdbico, al momento de hacer el cambio de agua residual
sintética se inyectd con N2 gas por 20 minutos. El sistema fue evaluado a una

carga de materia organica de 3000 mg L' (glucosa).
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6.3.13.4 Analisis

El desempeno de la CCM fue evaluado en base a la lectura del diferencial
de potencial leido por el multimetro. Mediante él se obtuvieron los datos del
voltaje (mV) y corriente (mA) en modo de circuito abierto. La determinacidon de
mV y mA se llevo a cabo cada 4 h hasta completar 444 h, utilizando el lenguaje
de programacion grafica LabVIEW (Laboratory Virtual Instrument Engineering
Workbech. National Instruments. Austin, Texas). Para esto, se desarroll6 el panel
frontal y se programé el diagrama de bloque en el cual se indicé la periodicidad
de la determinacion de mV y mA. Posteriormente, se desarrollaron las terminales
de entrada y salida de datos. Los valores de las mediciones se registraron
directamente en un documento de Microsoft Excel (Redmond, Washington,
EE.UU.). Finalmente, se hicieron calculos de densidad de potencia en funcién del
area superficial del electrodo. Cada analisis experimental fue llevado a cabo por

duplicado y el resultado refleja un promedio de ellos.
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CAPITULO 7

RESULTADOS

En el presente capitulo se muestran los resultados obtenidos durante el

proyecto.

7.3.1 Identificacion del cultivo bacteriano por medio de pruebas
bioquimicas

Se confirm6 que el cultivo bacteriano productor de prodigiosina y que
pertenece al cepario del laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias

Quimicas de la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn se trata de una bacteria
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perteneciente al género Serratia aunque no fue posible llevar a cabo la
identificacion de la especie ya que muchas pruebas mostraban interferencia
causada por la excesiva produccion de prodigiosina con lo cual era imposible dar
una resolucién entre un resultado positivo o negativo (ver TABLA V). Debido a
esto se decidido continuar con la identificacion molecular de la bacteria. A
continuacién, se muestran los resultados de las pruebas bioquimicas realizadas

(ver Figura 5).
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TABLA YV

RESULTADOS DE PRUEBAS BIOQUIMICAS

PRUEBA Aislado bacteriano YSerratia marcescens
Tincion de Gram - -
Produccion de pigmento Rosa-Rojo Rojo o rosa
Indol * -

Rojo de metilo * -

VP * +

Citratos + +

H.S - -

Lisina descarboxilasa + +

Ornitina descarboxilasa + +
Motilidad + +
Gelatinasa + +
Fermentacion de glucosa + D
Fermentacion de sacarosa + -
Fermentacion de lactosa + -
Produccion de gas - +

*Interferencia de la prodigiosina

D: Débil respuesta

Y. Datos obtenidos del manual de Bergey de bacteriologia sistematica para
Serratia marcescens subsp. marcescens ATCC 13880 (Bergey, 2005).
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Figura 5. Pruebas bioquimicas. a) producciéon de pigmento; b) movilidad e indol;
c) rojo de metilo y VP; d) lisina descarboxilasa; e) ornitina descarboxilasa; f)
gelatinasa; g) fermentacion de glucosa, sacarosa y lactosa; h) triple azdcar hierro.
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7.3.2 Analisis de ADN del aislado bacteriano

El ADN aislado del cultivo bacteriano se analizd por electroforesis en gel

de agarosa para evaluar su integridad y pureza (ver Figura 6).

s e s B G
2 TS =
- “ —> ADN
S0 > RNA
- ——> ribosomales
v —>  Barrido de
degradacion de
ARNmM

Figura 6. Electroforesis del ADN aislado. (1) marcador de peso molecular, (2 y
3) extracciones digeridas con RNAsaH, (4 y 5) extracciones sin digerir con
RNAsaH y concentradas.

Se logré amplificar la region de interés correspondiente a la subunidad 16
S rRNA y fue posible ver la banda intensa en aproximadamente 1000 pb (ver

Figura 7).
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<4—— Aproximadamente 1000 pb

Figura 7. Electroforesis de los amplicones. (1) Marcador de peso molecular, (2)
Blanco, (3) Muestra.

Del gel de la electroforesis preparativa mostrado en la anterior se cort6 la banda
de aproximadamente 1000 pb y se sometié a un proceso de purificacion ver

Figura 8).
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1
i 1000 pb

800

Figura 8. Electroforesis preparativa para purificaciéon. (1) Marcador de peso
molecular, (2) Muestra.

Finalmente se comprobd por medio de electroforesis la pureza del fragmento

amplificado (ver Figura 9).
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Figura 9. Electroforesis del fragmento amplificado después de la purificacion. (1)
Marcador de peso molecular, (2) Muestra.

El andlisis de homologia de ADN utilizando Blast dio como resultado que 952
bases nucleotidicas son confiables en un 99 % con Serratia marcescens. El arbol
filogenético generado por el método Neighbor-Joining ordena el aislado
bacteriano junto a otras cepas filogenéticamente relacionadas (ver Figura 10). La

secuencia de la cepa en estudio fue registrada en el Centro Nacional de
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Informacién Biotecnoldgica (NCBI) de los Estados Unidos Americanos como

Serratia marcescens 11E con el nUmero de acceso MK598756.

7o Serratia sp. BBTRS4

Serratia marcescens 382
13

Serratia sp. PKRS5-1

44| gerratia marcescens 100

g9 Serratia sp. KM5-4

73l Sarratia marcescens FLGB

23 WSerratia marcescens 11E

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium LT2

100} 1 Escherichia coli ATCC 25922

34 1 Shigella flexneri ATCC 29903

Yersinia pestis C092

Pseudomonas aeruginosa DSM 50071

Bacilus cereus ATCC14579

——
0.020

Figura 10. Relaciones evolutivas de los taxones. La historia evolutiva se infirié

utilizando el método Neighbor-Joining. Los analisis evolutivos se realizaron en
MEGA?7.
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7.3.3 Produccion de un cultivo pigmentado de Serratia marcescens 11E

Se desarrollé el inéculo pigmentado de Serratia marcescens 11E y se
ajustd su densidad optica en 0.6 medida a 600 nm. Esta lectura de absorbancia

representd una cantidad celular de 20 x 108 UFC mL".

7.3.4 Produccion de un cultivo no pigmentado de S. marcescens 11E

La evaluacion de la cantidad de glucosa necesaria para inhibir la produccion de
prodigiosina en el cultivo de S. marcescens 11E fue de 2 % p/v. Esta es la
cantidad minima de esta fuente de carbono que lleva a cabo la represiéon del
metabolito secundario, produciendo por lo tanto un cultivo no pigmentado (ver
Figura 11). Posteriormente, y como se realizé anteriormente para el cultivo
pigmentado, se llevd a cabo el ajuste en la densidad celular hasta obtener una

absorbancia medida a 600 nm de 0.6 (ver Figura 12).
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0.5 % glucosa

1 % glucosa 2 % glucosa

Figura 11. Efecto de la glucosa sobre la produccion del metabolito secundario

prodigiosina.

Figura 12. In6culos de los cultivos no pigmentados y pigmentados de S.

marcescens 11E

Inéculo no pigmentado de
S. marcescens 11E

Inéculo
pigmentado
de S.
marcescens
11E

64




7.3.5 Produccion de un cultivo de Shewanella oneidensis

De manera similar a los cultivos de S. marcescens 11E (pigmentado y no
pigmentado), se desarrollé el inéculo de S. oneidensis hasta obtener una

densidad celular de 20 x 106 UFC mL".

7.3.6 Evaluacion de la reduccion de citrato de Fe(lll) por el cultivo

pigmentado de S. marcescens 11E

La produccion de Fe(ll) como consecuencia de la reduccion de Fe(lll) en
medio de cultivo agua residual sintética (DSW) adicionado con acetato como
donador de electrones fue evaluada (ver Figura 13). Durante las primeras 10 h
ocurre una produccion rapida de 3.14 mM de Fe(ll). Posteriormente y hasta las
48 h se lleva a cabo un aumento ligero y constante en su produccion (2.04 mM).
Después, una fase estacionaria aparece y se extiende hasta las 96 h. Finalmente,

ocurre un ligero aumento de 1 mM de Fe(ll) a las 144 h de incubacion.
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Figura 13. Produccion de Fe(ll) por el cultivo pigmentado de S. marcescens 11E.
La barra de error indica la desviacion estandar de 3 réplicas.

7.3.7 Evaluacion de la reduccion de citrato de Fe(lll) por el cultivo no

pigmentado de S. marcescens 11E

La produccion de Fe(ll) en el medio de cultivo DSW adicionado con acetato
realizada por la bacteria no pigmentada de S. marcescens 11E es mostrada abajo
(ver Figura 14). Este microorganismo mostré un patrén continuo en la reduccion
de Fe(lll) a partir de las primeras 6 h de incubacion y hasta las 144 h; periodo en

el cual ocurrié una produccién de 9.72 mM de Fe(ll).
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Figura 14. Produccion de Fe(ll) por el cultivo no pigmentado de S. marcescens
11E. La barra de error indica la desviacidén estandar de 3 réplicas.

7.3.8 Evaluacion de la reduccion de citrato de Fe(lll) por el cultivo de S.

oneidensis

La produccion de Fe(ll) a partir de la reduccién de Fe(lll) efectuada por el
cultivo de S. oneidensis es mostrada abajo (ver Figura 15). En este caso, se
observé una intensa reduccion durante las primeras 10 h de incubacién (6.9 mM).
Posteriormente, la reduccion de Fe(lll) siguié pero de una forma menos activa a
lo mostrado durante las primeras horas generando 11.21 mM adicionales en un

lapso de 134 h.

67



20
18
16
~ 14
12
=10

—o—Fe(ll)

Blanco

Fe(ll) (mM
)

oONMO®

[ —

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tiempo (h)

Figura 15. Produccién de Fe(ll) por el cultivo de S. oneidensis. La barra de error
indica la desviacién estandar de 3 réplicas.

7.3.9 Caracterizacion quimica de la prodigiosina extraida

La prodigiosina extraida se analizé por medio de FTIR y HPLC. Los
espectros obtenidos que demuestran su pureza se presentan en seguida (ver

Figura 16a-b).
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Figura 16. Espectro de FTIR (a) y cromatograma de HPLC de prodigiosina
purificada (b).

En el espectro mostrado en la figura 16a se presenta un pico de absorcion
a una longitud de onda de 3294 cm' (O-H estiramiento), otro a 2851 cm™ (C-Hy
C=0 estiramientos) y uno mas a 1552 cm™' (C=C aromatico, NO2 estiramiento).
Estas bandas de absorcidn representan diversos enlaces presentes en la

molécula de la prodigiosina. Ademas, son apreciables las bandas de absorcion a
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1652 cm™' (C=0 aromaticos), La banda de absorcion a 1,242 cm™! podria deberse
a enlace C-O (carboxilicos estiramiento), 1146 cm™ (C-N aminas), mientras que
a longitudes de onda de 888 cm™ y 701 cm™ se observan bandas de absorcion
pertenecientes a C-H de anillos fendlicos, de la misma manera a 1462 cm™' se
observa absorcion de C-H.

La imagen 16b muestra el cromatograma obtenido a las condiciones descritas en
la seccion 6.3.9. En ella se observa la aparicidon de un solo pico con un tiempo de

retencidon de 5.26 min.

7.3.10 Evaluacién de la reduccion de citrato de Fe(lll) por el cultivo no

pigmentado de S. marcescens 11E en presencia de prodigiosina exdgena

La produccion de Fe(ll) generada por el cultivo no pigmentado de S.
marcescens 11E en el medio de cultivo DSW adicionado con acetato como
donador de electrones y prodigiosina exdgena extraida del cultivo pigmentado de
S. marcescens 11E es mostrada debajo (ver Figura 17). En ella se muestra que
a partir de las primeras 4 h y hasta las 48 h el cultivo produce 6.34 mM de Fe(ll).
Esto de manera constante. A partir de este punto y hasta las 96 h no existe
cambio en la concentracion de Fe(ll). Finalmente, de las 96 h y hasta las 144 h

el cultivo produce 1.24 mM de Fe(ll). En la Figura 17 se muestra el perfil de
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reduccién de Fe(lll) en la forma soluble (Citrato de Fe(lll)) llevado a cabo por los
cultivos bacterianos en estudio. En este perfil comparativo se puede observar que
S. oneidensis lleva a cabo una mayor produccién de Fe(ll) a las 144 h de
incubacion, cumpliendo este resultado con lo esperado. Por otro lado, el cultivo
no pigmentado de S. marcescens 11E lleva a cabo una mayor reduccion que la
generada por el cultivo pigmentado y por el cultivo en el cual se adicioné
prodigiosina extracelular. Por medio de este resultado se reconoce que la
prodigiosina extracelular no lleva a cabo una funcién de mediador redox en las

condiciones ensayadas y descritas.

N
o

—o—Fe(ll)

[y
00

Blanco

Fe(ll) (mM)
=
oONb O

.

ON_OOO®

[ —

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tiempo (h)

Figura 17. Produccion de Fe(ll) por el cultivo no pigmentado de S. marcescens
11E en presencia de prodigiosina exdgena. La barra de error indica la desviacién
estandar de 3 réplicas.
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La bacteria Fe(lll)-reductora de referencia S. oneidensis lleva a cabo la
producciéon de 18.11 mM de Fe(ll) a partir de citrato de Fe(lll) (forma soluble) (ver
Figura 18). En comparacion con los demas cultivos en estudio esta concentracion
es significativamente mayor (p < 0.05). Asi mismo, S. marcescens 11E no
pigmentada reduce una concentracion significativamente mayor (p < 0.05) de
Fe(lll) (9.72 mM) que el cultivo de S. marcescens 11E no pigmentada en
presencia de PG exdgena, el cual produjo 8.11 mM de Fe(ll) y que el cultivo
pigmentado de S. marcescens que fue capaz de producir 6.28 mM. Este
resultado indica que, de los cultivos en evaluacion, el cultivo no pigmentado de
S. marcescens presenta mayor capacidad exoelectrogénica. Esto reflejado en el
porcentaje de reduccidén y tasa de reduccion de la forma soluble de Fe(lll)

presentado (ver TABLA VI).
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Figura 18. Produccion de Fe(ll) a las 144 h de incubacion por los 4 cultivos
bacterianos. La barra de error indica la desviacién estandar de 3 réplicas.

7.3.11 Evaluacién de la reduccion de o6xido de Fe(lll) por el cultivo

pigmentado de S. marcescens 11E

La producciéon de Fe(ll) por parte de la bacteria pigmentada de S.
marcescens a partir del donador de electrones acetato y usando la forma de
hierro insoluble Fe20O3 como aceptor de electrones es mostrado debajo (ver
Figura 19). En ella se observa la incapacidad del microorganismo para llevar a
cabo la reduccion de Fe(lll). Desde el inicio del experimento y después de 144 h

de incubacion la concentracion de Fe(ll) se mantiene en 0 mM.
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Figura 19. Produccion de Fe(ll) a partir de 6xido de Fe(lll) por el cultivo
pigmentado de S. marcescens 11E. La barra de error indica la desviacion
estandar de 3 réplicas.

7.3.12 Evaluacion de la reduccion de oxido de Fe(lll) por el cultivo no

pigmentado de S. marcescens 11E

La produccién de Fe(ll) usando como aceptor de electrones al Fe203 es
mostrada a continuacién (ver Figura 20). En esta imagen se observa que de la
reduccion de Fe(lll) se generan 4.56 mM de Fe(ll) en tan solo 10 h de incubacién.
Después de este periodo y hasta las 96 h de experimentacion, la produccién de
Fe(ll) se llevd a cabo de forma ligera pero constante (3.11 mM). En las ultimas
48 h de incubacidon (96-144 h) se observé una fase estacionaria en donde la

concentracion de Fe(ll) fue constante.
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Figura 20. Produccién de Fe(ll) a partir de éxido de Fe(lll) por el cultivo no
pigmentado de S. marcescens 11E. La barra de error indica la desviacion
estandar de 3 réplicas.

7.3.13 Evaluacion de la reduccidén de 6xido de Fe(ll) por S. oneidensis

La reduccién de Fe(lll) llevada a cabo por la bacteria S. oneidensis se
observa a continuacion (ver Figura 21). En esta imagen se evidencia la capacidad
reductora de este microorganismo. Esta bacteria lleva a cabo la reduccién de
Fe203 de forma constante e intensa desde el inicio del perido de incubacién y
hasta las primeras 48 h de incubacion, generando15 mM de Fe(ll). A partir de

este punto y hasta las 96 h, la concentracién de Fe(ll) producido es de 1 mM.
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Finalmente, dentro de las ultimas 48 h de incubacion, S. oneidensis mostro un

periodo estacionario en el cual no hubo generacidn significativa de Fe(ll).
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Figura 21. Produccién de Fe(ll) a partir de éxido de Fe(lll) por el cultivo de S.
oneidensis. La barra de error indica la desviacion estandar de 3 réplicas.
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7.3.14 Evaluacion de la reduccién de 6xido de Fe(lll) por el cultivo no

pigmentado de S. marcescens 11E en presencia de prodigiosina exégena

La reducciéon de Fe(lll) realizada por el cultivo no pigmentado de S.
marcescens 11E en medio de cultivo DSW adicionado con acetato como donador
de electrones y prodigiosina exdgena es mostrada a continuacioén (ver Figura 22).
En esta imagen se aprecia que la reduccidon de Fe(lll) es de manera constante e
intensa durante las primeras 10 h de incubacién (4 mM). Posteriormente, se
generan 2 mM en un periodo de 38 h. Finalmente, durante las ultimas 96 h de
incubacion del cultivo no pigmentado de S. marcescens 11E gener6 0.73 mM de

Fe(ll).
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Figura 22. Produccién de Fe(ll) a partir de éxido de Fe(lll) por el cultivo no
pigmentado de S. marcescens 11E en presencia de prodigiosina exdgena. La
barra de error indica la desviacién estandar de 3 réplicas.

La reduccién de Fe(lll) insoluble (6xido de Fe(lll)) llevado a cabo por los
cultivos bacterianos en estudio es mostrada a continuacién (ver Figura 23). En
este perfil comparativo se puede observar que el microorganismo reductor de
Fe(lll) de referencia S. oneidensis lleva a cabo una mayor produccion de Fe(ll) a
las 144 h de incubacién (16.89 mM). Por otro lado, el cultivo no pigmentado de
S. marcescens 11E lleva a cabo la produccion de 7.89 mM de Fe(ll), la cual es
significativamente superior a la obtenida por el cultivo no pigmentado en
presencia de PG exdgena (6.45 mM) y por el cultivo pigmentado (0 mM) (p <
0.05). De nueva cuenta, el cultivo no pigmentado de S. marcescens 11E presenta

el mayor poder exoelectrogénico (ver TABLA VII).
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Figura 23. Producciéon de Fe(ll) a partir de 6xido de Fe(lll) a las 144 h de
incubacion por los 4 cultivos bacterianos. La barra de error indica la desviacion

estandar de 3 réplicas.

7.3.15 Efecto de donadores de electrones alternativos en la reduccion de

citrato de Fe(lll) y 6xido de Fe(lll) por los cultivos en evaluacion

La produccion de Fe(ll) como consecuencia de la reduccion de Fe(lll)
llevada a cabo por la bacteria pigmentada S. marcescens 11E utilizando glicerol
(a) y glucosa (b) como donadores de electrones es mostrada a continuacién (ver
Figura 24a-b). Cuando el glicerol es el donador de electrones, la generacion de
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Fe(ll) es ligera y constante a partir de las primeras 10 h y hasta las 144 h de
incubacion (2.7 mM). Por el contrario, la glucosa muestra que acopla en mejor
medida su oxidacion con la reduccién de Fe(lll) ya que durante las primeras 10 h
de incubacion se producen 7.49 mM de Fe(ll). Posteriormente, a las 48 h de
incubacioén la concentracion de Fe(ll) aumenta 1.03 mM. Finalmente, a las 144 h

la concentracion de Fe(ll) se mantiene sin cambio significativo.

7.3.15.1 Cultivo pigmentado de S. marcescens 11E y citrato de Fe(lll)
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<z 8 T 8
“ 6 “ 6
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2 mp—""—/. 2
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Figura 24. Produccion de Fe(ll) a partir de citrato de Fe(lll) por el cultivo
pigmentado de S. marcescens 11E. a) glicerol como donador de electrones; b)
glucosa como donador de electrones. La barra de error indica la desviacién
estandar de 3 réplicas.
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7.3.15.2 Cultivo no pigmentado de S. marcescens 11E y citrato de Fe(lll)

En la Figura 25a-b se observa la reduccion realizada por el cultivo no
pigmentado de S. marcescens utilizando como donador de electrones glicerol y
glucosa. En el caso de glicerol, la reduccién de Fe(lll) ocurre de manera
constante desde el inicio del periodo de incubacion, alcanzando 4.5 mM de Fe(ll)
a las 144 h de incubacion (ver Figura 25a). Por otro lado, al utilizar glucosa como
donador de electrones, ocurre una generacion intensa de Fe(ll). Durante las
primeras 10 h de incubacién se producen 8 mM de Fe(ll). Posteriormente, ocurre
una paulatina generacion de Fe(ll); alcanzando a las 144 h de incubacion una

concentracion de 11.46 mM (ver Figura 25b).
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Figura 25. Produccion de Fe(ll) a partir de citrato de Fe(lll) por el cultivo no
pigmentado de S. marcescens 11E. a) glicerol como donador de electrones; b)
glucosa como donador de electrones. La barra de error indica la desviacion
estandar de 3 réplicas.
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7.3.15.3 Cultivo de Shewanella oneidensis y citrato de Fe(lll)

La generacion de Fe(ll) por S. oneidensis presenté una produccién
maxima de 7.9 mM cuando se utiliza glicerol como donador de electrones (ver
Figura 26a). Por otra parte, cuando la glucosa es utilizada como donador de
electrones la produccion maxima Fe(ll) alcanza una concentracion de 18.71 mM
(ver Figura 26b). En ambos casos, la generacion de Fe(ll) fue superior a lo

producido por cualquier otro cultivo en experimentacion en el presente trabajo.

20 20 T .
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Figura 26. Produccion de Fe(ll) a partir de citrato de Fe(lll) por el cultivo de S.
oneidensis a) glicerol como donador de electrones; b) glucosa como donador de
electrones. La barra de error indica la desviacién estandar de 3 réplicas.

82



7.3.15.4 Cultivo no pigmentado de S. marcescens 11E con citrato de Fe(lll)

y adicionado con prodigiosina exégena

La reduccion de Fe(lll) llevada a cabo por S. marcescens 11E (no
pigmentada) con glicerol como donador de electrones en presencia de
prodigiosina exdgena es observada a continuacion (ver Figura 27a-b). En este
caso, la maxima concentracion de Fe(ll) producido cuando se utiliza glicerol como
donador de electrones fue de 3.21 mM (ver Figura 27a). Por otro lado cuando la
glucosa se utilizé como donador de electrones, la maxima produccion de Fe(ll)
fue de 9.1 mM a las 144 h de incubacion (ver Figura 27b). Estos valores son
menores a los presentados por el mismo cultivo en ausencia de prodigiosina

exogena (glicerol, 4.5 mMy glucosa, 11.4 mM).
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Figura 27. Produccion de Fe(ll) a partir de citrato de Fe(lll) por el cultivo no
pigmentado de S. marcescens 11E en presencia de prodigiosina exogena. a)
glicerol como donador de electrones; b) glucosa como donador de electrones. La
barra de error indica la desviacién estandar de 3 réplicas.

El perfil de reduccién de Fe(lll) en la forma soluble (citrato de Fe(lll))
acoplado a la oxidacion de los donadores de electrones alternativos glicerol y
glucosa es mostrado a continuacién (ver Figura 28). Nuevamente el
microorganismo de referencia S. oneidensis lleva a cabo la mayor reduccion de
Fe(lll) al utilizar glicerol y glucosa como donadores de electrones. Este perfil es
el esperado para este microorganismo. Por otro lado, S. marcescens 11E no
pigmentada es el microorganismo que le sigue en cuanto al poder reductivo al
oxidar glicerol y glucosa. En el caso de S. marcescens 11E no pigmentada en
presencia de prodigiosina exdgena, se observa una reduccién menor a la llevada
a cabo por el cultivo anteriormente mencionado. Por ultimo, S. marcescens 11E
pigmentada es el microorganismo que lleva a cabo la produccién de menor
cantidad de Fe(ll) utilizando ambos donadores de electrones. En base a estos

resultados, es evidente que el cultivo no pigmentado S. marcescens 11E produce
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una mayor cantidad de Fe(ll) a partir de la reduccién de Fe(lll) soluble, al oxidar

el donador de electrones glucosa.

= N
(63} o

Fe(ll) (mM)
)

5
0
S. marcescens S. marcescens no S. oneidensis S. marcescens no
pigmentada pigmentada pigmentada y PG
exdgena

M Glicerol ™ Glucosa

Figura 28. Produccion de Fe(ll) a partir de citrato de Fe(lll) a las 144 h de
incubacion por los 4 cultivos bacterianos. La barra de error indica la desviacion

estandar de 3 réplicas.

7.3.15.5 Cultivo pigmentado de Serratia marcescens 11E y 6xido de Fe(lll)

La produccion de Fe(ll) es observada a continuacién (ver Figura 29a-b).

En ella se aprecia que el cultivo pigmentado de S. marcescens 11E no es capaz
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de llevar a cabo la reduccién de Fe(lll) cuando el glicerol (ver Figura 29a) y

glucosa (ver Figura 29b) son utilizados como donadores de electrones.
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Figura 29. Produccion de Fe(ll) a partir de 6xido de Fe(lll) por el cultivo
pigmentado de S. marcescens 11E. a) glicerol como donador de electrones; b)
glucosa como donador de electrones. La barra de error indica la desviacion
estandar de 3 réplicas.

7.3.15.6 Cultivo no pigmentado de Serratia marcescensy 6xido de Fe(lll)

La reduccién de Fe(lll) llevada a cabo por el cultivo no pigmentado de S.
marcescens es mostrada debajo (ver Figura 30a-b). En ella se visualiza que el
glicerol como donador de electrones provoca que durante las primeras 10 horas
ocurra de forma intensa la producciéon de 2.5 mM de Fe(ll) (ver Figura 30a).
Posteriormente, el proceso reductivo llevado a cabo por el microorganismo entra

en una fase estacionaria en donde la produccién de Fe(ll) aumenta solamente
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1.46 mM en un periodo de tiempo de 134 h. Por otro lado, cuando la glucosa es
utilizada como donador de electrones, la reduccion de Fe(lll) llevada a cabo por
el microorganismo ocurre de manera mas intensa y de forma estable desde el
inicio del periodo de incubacién. La concentracion final de Fe(ll) producida a las

144 h fue de 9.82 mM (ver Figura 30b).
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Figura 30. Produccién de Fe(ll) a partir de éxido de Fe(lll) por el cultivo no
pigmentado de S. marcescens 11E. a) glicerol como donador de electrones; b)
glucosa como donador de electrones. La barra de error indica la desviacion
estandar de 3 réplicas.
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7.3.15.7 Shewanella oneidensis y 6xido de Fe(lll)

La produccion de Fe(ll) a partir de la reduccién de Fe(lll) por accidon de S.
oneidensis es observada a continuacién (ver Figura 31a-b). En ella se observa
que, al utilizar glicerol como donador de electrones, solamente se obtienen 6.66
mM de Fe(ll) a las 144 h de incubacion (ver Figura 31a). Por el contrario, cuando
se utiliza glucosa como donador de electrones S. oneidensis lleva a cabo una
mayor produccién de Fe(ll), alcanzando una maxima concentracion de 19.06 mM

a las 144 h de incubacion (ver Figura 31b).
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Figura 31. Producciéon de Fe(ll) a partir de 6xido de Fe(lll) por S. oneidensis. a)
glicerol como donador de electrones; b) glucosa como donador de electrones. La
barra de error indica la desviacion estandar de 3 réplicas.
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7.3.15.8 Cultivo no pigmentado de Serratia marcescens con éxido de Fe(lll)

y adicionado con prodigiosina exégena

La generacion de Fe(ll) a partir de la reduccion de éxido de Fe(lll) insoluble
como aceptor de electrones y el cultivo no pigmentado de S. marcescens 11E
como biocatalizador es mostrada a continuacion (ver Figura 32a-b). En esta
imagen se observa de nueva cuenta que el glicerol como donador de electrones
no es lo suficientemente adecuado para generar una produccion considerable de
Fe(ll). A las 144 h de incubacion la concentracion generada fue de 2.21 mM de
Fe(ll) (ver Figura 32a). Por el contrario, la utilizacién de glucosa como donador

de electrones generd una concentracion de 8.46 mM a las 144 h (ver Figura 32b).
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Figura 32. Produccién de Fe(ll) a partir de 6xido de Fe(lll) por cultivo no
pigmentado de S. marcescens 11E en presencia de prodigiosina exdgena. a)
glicerol como donador de electrones; b) glucosa como donador de electrones. La
barra de error indica la desviacion estandar de 3 réplicas.

La reduccion de Fe(lll) insoluble (6xido de Fe(lll)) llevado a cabo por los
cultivos bacterianos en estudio utilizando como donadores de electrones glicerol
y glucosa es mostrada a continuacién (ver Figura 33). En este perfil
comparativo se puede observar que de nueva cuenta el microorganismo de
referencia S. oneidensis lleva a cabo una mayor produccion de Fe(ll) a las 144
h de incubacién. Por otro lado, el cultivo no pigmentado de S. marcescens 11E
lleva a cabo una mayor reduccion que la generada por el cultivo no pigmentado
en el cual se adicion6 prodigiosina extracelular. Para el caso de S. marcescens
11E pigmentada, no llevo a cabo produccién de Fe(ll) al utilizar glicerol y
glucosa como donadores de electrones.

En este caso, de nueva cuenta es evidente que el cultivo no pigmentado
de S. marcescens 11E lleva a cabo la mayor produccion de Fe(ll) a partir de

Fe(lll) insoluble cuando utiliza a la glucosa como donador de electrones.
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Figura 33. Producciéon de Fe(ll) a partir de 6xido de Fe(lll) a las 144 h de
incubacion por los 4 cultivos bacterianos. La barra de error indica la desviacion
estandar de 3 réplicas.

En el presente capitulo se reportan también los porcentajes y la tasa de reduccién
para cada una de las bacterias en estudio (Ver TABLAS VI, VII, Vil y IX). En ellas
se observa que aparte del cultivo reductor de Fe(lll) de referencia S. oneidensis,
el cultivo no pigmentado de S. marcescens 11E es el que muestra un mayor

poder exoelectrogénico cuando utiliza glucosa como donador de electrones.
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TABLA VI.

RESUMEN DE LA PRODUCCION, I?ORCENTAJE Y TASA DE REDUCCION DE
Fe(lll) A LAS 144 h DE INCUBACION POR EL CULTIVO PIGMENTADO DE S.
marcescens 11E.

Condicién Fe(ll) Porcentaje Tasa de reduccion
experimental’  (mM) de (mM
reduccion  Fe(ll)/mMFe(lll)/h)
(%)
A + C-Fe(lll) 6.3 31.4 0.00218
Gli + C-Fe(lll) 2.7 13.5 0.00093
Glu+ C-Fe(lll) 9.1 45.3 0.00314
A + Fe20s3 0 0 0
Gli + Fe203 0 0 0
Glu + Fe20s3 0 0 0

TAbreviacién de la condicién experimental: A: acetato, C-Fe(lll): Citrato de Fe(lll), Gli: Glicerol,
Glu: Glucosa

TABLA VII.

RESUMEN DE LA PRODUCCION,,PORCENTAJE Y TASA DE REDUCCION DE
Fe(lll) A LAS 144 h DE INCUBACION POR EL CULTIVO NO PIGMENTADO DE
S. marcescens 11E.

Condicién Fe(ll) Porcentaje Tasa de reduccion
experimental’  (mM) de (mM
reducciéon  Fe(ll)/mMFe(lll)/h)
(%)
A + C-Fe(lll) 9.7 48.6 0.00337
Gli + C-Fe(lll) 2.7 22.5 0.00156
Glu + C-Fe(lll) 11.5 57.3 0.00397
A + Fe20s3 7.9 39.5 0.00274
Gli + Fe20s3 4.0 19.8 0.00137
Glu + Fe203 9.8 49.1 0.00341

"Abreviacién de la condicién experimental: A: acetato, C-Fe(lll): Citrato de Fe(lll), Gli: Glicerol,
Gilu: Glucosa
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TABLA VIII.

RESUMEN DE LA PRODUCCION, PORCENTAJE Y TASA DE REDUCCION DE
Fe(lll) A LAS 144 h DE INCUBACION POR EL CULTIVO DE S. oneidensis.

Condicién Fe(ll) Porcentaje Tasa de reduccion
experimental’  (mM) de (mM
reduccion  Fe(ll)/mMFe(lll)/h)
(%)

A + C-Fe(lll) 18.1 90.5 0.00628
Gli + C-Fe(lll) 7.9 39.0 0.00273
Glu + C-Fe(lll)  18.7 93.5 0.00640
A + Fes03 16.8 84.4 0.00586
Gli + Fe203 6.6 33.3 0.00231
Glu + Fe203 19.0 95.3 0.00661

"Abreviacién de la condicién experimental: A: acetato, C-Fe(lll): Citrato de Fe(lll), Gli: Glicerol,
Glu: Glucosa

TABLA IX.

RESUMEN DE LA PRODUCCIC')N,,PORCENTAJE Y TASA DE REDUCCION DE
Fe(lll) ALAS 144 h DE INCUBACION POR EL CULTIVO NO PIGMENTADO DE
S. marcescens 11E EN PRESENCIA DE PG EXOGENA.

Condicién Fe(ll) Porcentaje Tasa de reduccion
experimental’  (mM) de (mM
reduccion  Fe(ll)/mMFe(lll)/h)
(%)

A + C-Fe(lll) 8.01 40.0 0.00278
Gli + C-Fe(lll) 3.21 16.0 0.00111
Glu + C-Fe(lll) 9.13 45.6 0.00317
A + Fe203 6.45 32.2 0.00220
Gli + Fe203 2.21 11.0 0.00076
Glu + Fe203 8.46 42.3 0.00293

"Abreviacién de la condicién experimental: A: acetato, C-Fe(lll): Citrato de Fe(lll), Gli: Glicerol,
Gilu: Glucosa
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7.3.16.1 Biopelicula del cultivo no pigmentado de S. marcescens 11E y

determinacion de su viabilidad celular

Los factores y los niveles alto y bajo del disefio Plackett-Burman
desarrollado se presentan a continuacién (ver TABLA X). Asi mismo, se muestran
los resultados que se obtuvieron al llevar a cabo la determinaciéon de UFC cm
del cultivo no pigmentado de S. marcescens 11E por el método de dilucion y
siembra en superficie siguiendo los lineamientos indicados en la norma oficial
mexicana NOM-092-SSA1-1994. La generacion de una biopelicula sobre el
anodo de grafito con un mayor nimero de UFC cm se logré para la corrida 7,
en la cual se utilizé un indculo de 20%, 30 °C, pH 6, concentracion de medio de
cultivo LB al 1%, 150 rpm por 5 dias. Las micrografias de MEB muestran una alta
concentracion de células en la superficie del electrodo para esta corrida (ver

Figura 34).
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DISENO PLACKET-BURMAN (FACTORIAL FRACCIONADO) CON UFC DE S.

TABLA X.

marcescens 11E NO PIGMENTADA COMO VALOR DE RESPUESTA

Corrida Temperatura oH Conctantracién Agitacion Tie[npo . ’% UFC cm?
(°C) medio LB (%) (rpm) (dias) | inéculo | (x103)
1 28 6 1 150 7 10 0
2 30 7 0.50 150 7 10 6
3 28 7 0.50 100 5 20 0
4 28 6 0.50 100 5 10 1.1
5 30 7 0.50 150 5 10 1
6 28 6 0.50 150 7 20 0
| 7| s el 1 [0 | s | 20 | 0 |
8 30 7 1 100 7 20 25
9 30 6 1 100 5 10 60
10 28 7 150 5 20 0
11 30 6 0.50 100 7 20 9
12 28 7 1 100 7 10 90*

1 pm EHT = 15.00 kv
WD = 60mm

.....

Signal A = HDBSD
Mag= 10.00KX

Date 4 May 2018
Vacuum Mode = High Vacuum

ZEISS|

EHT = 15.00 kv
WD = 7.5mm

Signal A = HDBSD
Mag= 100KX

Date 4 May 2018
Vacuum Mode = High Vacuum

Figura 34. Micrografia de MEB del cultivo no pigmentado de S. marcescens

11E.
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7.3.16.2 Biopelicula del cultivo de S. oneidensis y determinacion de su

viabilidad celular

Los factores y los niveles alto y bajo del disefio Plackett-Burman
desarrollado se presentan a continuacion (ver Tabla Xl). Asi mismo, se muestran
los resultados obtenidos al llevar a cabo la determinacién de UFC cm™ de S.
oneidensis por el método de dilucidbn y siembra en superficie siguiendo los
lineamientos indicados en la norma oficial mexicana NOM-092-SSA1-1994. Al
igual que para el cultivo no pigmentado de S. marcescens 11E, la generacion de
una biopelicula sobre el &nodo de grafito con un mayor nimero de UFC cm™ se
logré con la corrida 7, en la cual se utilizé un in6culo de 20%, 30 °C, pH 6,
concentracion de medio de cultivo LB al 1%, 150 rpm por 5 dias. Asi mismo, las
imagenes de MEB para la corrida 7 muestran una alta concentracion de células

en la superficie del electrodo (ver Figura 35).
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TABLA XI.

DISENO PLACKET-BURMAN (FACTORIAL FRACCIONADO) CON UFC DE S.

oneidensis COMO VALOR DE RESPUESTA

Corrida Temperatura oH Concgntracién Agitacion Tietnpo . '% UFC cm?

(°C) medio LB (%) (rpm) (dias) | inéculo | (x10%)

1 28 6 1 150 7 10 0

2 30 7 0.50 150 7 10 6

3 28 7 0.50 100 5 20 0

4 28 6 0.50 100 5 10 0.99

5 30 7 0.50 150 5 10 1.8

6 28 6 0.50 150 7 20 0

|7 | 30 |6 | 1 [0 | 5 | 20 | 1 |

8 30 7 1 100 7 20 140
30 6 1 100 5 10 45

10 28 7 150 5 20

11 30 6 0.50 100 7 20 7

12 28 7 1 100 7 10 76

EHT = 15.00 kV
WD = 6,0 mm

Signal A = HDBSD
Mag= 6.00KX

Date :4 May 2018 ZEISS
Vacuum Mode = High Vacuum

EHT =15.00 kv

WD = 65mm

Mag= 300KX

Signal A=HDBSD

e
Date :4 May 2018
Vacuum Mode = High Vacuum

ZEISS

Figura 35. Micrografia electronica de barrido del cultivo de S. oneidensis
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7.3.17 Desempeiio del bioanodo generado en una CCM de doble camara

7.3.17.1 Configuracion y operacion de la CCM

A continuacién, se muestra la configuracion de la CCM disefiada para ser

utilizada en el presente estudio.

o L
\d

Alto de volumen
de trabajo: 8.5 cm " Largo del
cuello: 4 cm

Ancho de
cuello: 4 cm

.. Entrada N,

.. Entrada auxiliar
Entrada para recambio de ,,....-**2 "

medio de cultiva...**""" Carticto pare membraniac:

proténica: 1 mm . . Entradapara
B alimentacion de aire

Entrada para catodo

Largo de celda: 18 cm

Figura 36. Celda de combustible microbiana disefiada en el programa Solidworks.
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El panel frontal y el diagrama de bloque desarrollado en LabVIEW para la
medicién automatica de mV y mA es mostrada a continuacién (ver Figura 37). En

el panel frontal se programaron los muestreos de mV y mA para la CCM.
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Figura 37. a) Panel frontal, b) Diagrama de bloque programado en LabVIEW

7.3.17.2 Bioanodo pre-acondicionado del cultivo no pigmentado de Serratia

marcescens 11E

La Figura 38 muestra la CCM acoplada al sistema de monitoreo via
interface LabVIEW. Los datos experimentales muestran la actividad

bioelectrogénica basada en el voltaje y en la corriente en modo de circuito abierto
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y utilizando como biocatalizador el bioanodo pre-acondicionado del cultivo no

pigmentado de S. marcescens 11E obtenido en la seccién 7.3.15.9.

Figura 38. Sistema de monitoreo de mV-mA de CCM con S. marcescens 11E no
pigmentada como biocatalizador

La Figura 39 muestra la actividad bioelectrogénica que genera la CCM a
través de 8 ciclos de operacién que se identificaron dentro de las 444 h de
estudio. En esta imagen se aprecidé que desde el primer ciclo es detectable un
voltaje de circuito abierto estable (340 mV). Posteriormente, los siguientes ciclos
muestran esta misma tendencia en cuanto a la maxima cantidad de voltaje
detectado (340-350 mV). Respecto a la generaciéon de corriente, en principio
durante los ciclos 1y 2 la maxima cantidad de corriente generada fue de 3.5 mA.

Posteriormente, el resto de los ciclos (ciclo 3 al ciclo 8) mostraron un incremento
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hasta alcanzar 4.5 mA. Es importante mencionar que la diferencia de corriente
entre los 3.5 mA generados en los ciclos 1y 2y los 4.5 mA generados en el resto
de los ciclos muestran diferencia significativa (p < 0.005).

Con los datos anteriores, fue posible calcular la densidad de potencia
generada por la CCM. Un aspecto importante mostrado por esta CCM es que el
voltaje de circuito abierto (medido en mV) y la corriente (medida en mA) muestran
una recuperacion en cuanto a la lectura generada al momento de que se hizo el
recambio de liquido anddico. El recambio es representado por cada ciclo (ver
Figura 39).

En la Figura 40 se observa la densidad de potencia generada por la CCM
con el bioanodo pre-acondicionado del cultivo no pigmentado de S. marcescens.
En el ciclo 1 y 2 se presentd una densidad de potencia de alrededor de 23 mW
cm. Posteriormente en los ciclos restantes (ciclo 3-8) se observé una densidad
de potencia estable entre los 28 y 30 mW cm™. En esta imagen es evidente que
la densidad de potencia aumenta rapidamente después de hacer el recambio del

liqguido anodico (representado por cada aparicion de ciclos).
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Figura 39. Actividad bioelectrogénica de la CCM con bioanodo pre-acondicionado
de S. marcescens 11E no pigmentada como biocatalizador
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7.3.17.3 Bioanodo pre-acondicionado de Shewanella oneidensis

La Figura 41 muestra la CCM acoplada al sistema de monitoreo via la interface
generada mediante LabVIEW. Los datos experimentales muestran la actividad
bioelectrogénica basada en el voltaje y la corriente producida en modo de circuito
abierto utilizando como biocatalizador el bioanodo pre-acondicionado del cultivo

de S. oneidensis obtenido en la seccion 7.3.15.10.

Figura 41. Sistema de monitoreo de mV-mA de CCM con S. oneidensis como
biocatalizador
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La Figura 42 muestra la actividad bioelectrogénica que genera la CCM a
través de los 8 ciclos que fueron identificados durante las 444 h de duracién del
analisis. En esta imagen se observo que desde el ciclo 1 se presenta una
constante generacion de mV (alrededor de 700 mV). De la misma manera, la
corriente generada se mantiene constante (alrededor de 14 mA). Para ambos
casos no se observo la aparicion de algun periodo de adaptacion ya que como
es evidente la estabilizacion de los mV y de los mA ocurre desde el primer ciclo.
Se observé también que cada 14 horas ocurre una disminucion pronunciada de
estos parametros y que al momento de hacer el recambio de liquido anddico se
produjo una recuperacion en la generacién de mV y mA hasta el nivel de 700 mV

y 14 mA.
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Figura 42. Actividad bioelectrogénica de CCM con bioanodo pre-acondicionado
de S. oneidensis como biocatalizador

La densidad de potencia generada por esta misma CCM fue calculada y
graficada (ver Figura 43). En esta figura es posible observar que la densidad de
potencia del ciclo 1 es de 200 mW cm. Por otro lado, la densidad de potencia
mostrada en el ciclo 2 y 3 es de 170 mW cm™. Es importante destacar, que el
ciclo 4 present6 una lectura de mW cm de 235, el cual es superior al resto de
los ciclos (1,2,5,6,7 y 8). Por ultimo, los ciclos (5 al 8) muestran una densidad de

potencia de 179-182 mW cm=. Esta CCM mostr6 fluctuaciones de densidad de
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portencia a lo largo de las 444 h de estudio, sin embargo, son valores muy
uniformes y no muy distantes entre ellos. Aun asi, el ciclo 1 muestra diferencia
significativa comparado con los valores de los ciclos 2, 3 y 4. Por el contrario,

este mismo ciclo no muestra diferencia significativa con los ciclos 5 al 8 (p <

0.005).
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Figura 43. Densidad de potencia en funcion de cada ciclo de la CCM con
bioanodo pre-acondicionado de S. oneidensis como biocatalizador
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7.3.17.4 Cultivo planktonico y no pigmentado de Serratia marcescens 11E

El monitoreo y registro de datos para esta CCM se llevé a cabo por medio
del mismo sistema via interface LAbVIEW mostrado en la Figura 38. La Figura
44 muestra la actividad bioelectrogénica que genera la CCM que utilizd un cultivo
planktonico y no pigmentado de Serratia marcescens 11E como biocatalizador a
través de 7 ciclos de operacion que se identificaron dentro de las 444 h de
estudio. Durante el primer ciclo se percibe un voltaje de circuito abierto de 225
mV. Posteriormente, en el ciclo 2 hay una pequefa disminucién de 55 mV.
Posteriormente, ocurrié un aumento hasta alcanzar 237 mV en el ciclo 3. En el
ciclo 4, 5,6y 7 se observo un aumento en el voltaje de circuito abierto en donde
la generacién maxima alcanzada fue de 275-280 mV. Asi mismo, la generacion
de corriente durante los primeros 3 ciclos siguié un patrén similar al del voltaje de
circuito abierto. Una corriente maxima de 2.3 mA fue detectada durante el primer
ciclo, posteriormente en el segundo ciclo se detectd una corriente de 1.8 mA y
2.2 mA en el tercer ciclo. Durante los ciclos 4, 5, 6 y 7 se presenté una
estabilizacion de la corriente generada (3.7 mA).

La densidad de potencia generada por la CCM fue calculada y graficada.
Esta densidad de potencia mostrd correlacién directa con el voltaje de circuito
abierto y el perfil de corriente generado (ver Figura 45). La densidad de potencia
méaxima del ciclo 1 fue de 7.5 mW cm2, de 6.3 mW cm2 en el ciclo 2 y 7.8 mW

cm? en el 3. Posteriormente, se observd una estabilizacion en los siguientes
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ciclos (4-7) en donde 22.7 mW cm? fue la maxima densidad de potencia

alcanzada.
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Figura 44. Actividad bioelectrogénica de la CCM con cultivo plankténico y no
pigmentado de S. marcescens 11E como biocatalizador
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Figura 45. Densidad de potencia en funcion de cada ciclo de la CCM con cultivo
planktonico y no pigmentado de S. marcescens 11E como biocatalizador

7.3.17.5 Cultivo planktonico de Shewanella oneidensis

El sistema de monitoreo de esta CCM se llevé a cabo via interface
generada mediante LabVIEW mostrado en la Figura 41. La Figura 46 muestra los

resultados experimentales obtenidos del andlisis bioelectrogénico de la CCM que
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utilizé un cultivo plankténico de S. oneidensis como biocatalizador. En esta
imagen se observé un rapido periodo de adaptacion a la CCM, ya que solo ocup6
de 2 ciclos en los cuales el voltaje de circuito abierto y la corriente generada
tienen valores muy estables de alrededor de 380 mV y 7.5 mA, respectivamente.
Posteriormente, en los ciclos 3 al 10 se observo una estabilizacion del voltaje de
circuito abierto y de corriente, en los cuales los valores maximos fueron de 500
mV y 8.5 mA, respectivamente. Es importante destacar, que en esta CCM la
estabilizacion del cultivo plankténico sobre el &nodo (generacidn de la biopelicula
activa) ocurre de manera muy rapida. Este aspecto es evidente también después

de cada ciclo de recambio de liquido anddico.
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Figura 46. Actividad bioelectrogénica de la CCM con cultivo plankténico de S.
oneidensis como biocatalizador

La densidad de potencia generada por esta misma CCM fue calculada (ver
Figura 47). En esta figura se observé que la densidad de potencia del ciclo 1 es
de 55.5 mW cm=2 y en el ciclo 2 de 48.8 mW cm. Posteriormente, durante los
ciclos 3 al 6, la méaxima densidad de potencia alcanzada es de 90 mW cm™, en
el ciclo 7, se observo una densidad de potencia de 110 mW cm. Finalmente, en

los ciclos 8, 9y 10 la densidad de potencia es de 90 mW cm.
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Figura 47. Densidad de potencia en funcion de cada ciclo de la CCM con cultivo
planktonico de S. oneidensis como biocatalizador
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CAPITULO 8

DISCUSION

En este estudio fue imposible llevar a cabo la identificacion de la especie
del cultivo parcialmente catalogado como Serratia utilizando pruebas bioquimicas
convencionales. Esto debido a que la prodigiosina producida por este
microorganismo interfirid con el color generado en algunas pruebas bioquimicas
como lo fueron la prueba de indol, rojo de metilo y VP. En cuanto a las pruebas
de citratos, ornitina descaroxilasa, motilidad y gelatinasa coinciden con lo
reportado por Hejazi y Falkiner (1997) y Grimont y Grimont (2006) para cepas de
Serratia marcescens. La complicacion en la identificacion de cepas altamente
pigmentadas es un problema comunmente presentado en la literatura y en la cual
se recomienda llevar a cabo la identificacion por técnicas moleculares (1).

El analisis molecular del rRNA 16S identifico a la cepa bacteriana como la
Gammaproteobacteria Serratia marcescens con un 99 % de similitud con Serratia

marcescens JQ308604. Posteriormente, la construccion del arbol filogenético
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generado por el método Neighbor-Joining estableci6é a la bacteria aislada junto
con algunas otras especies de Serratia (ver Figura 10). Este resultado coincide
con anteriores estudios en los que se ha llevado a cabo el aislamiento de
bacterias de la familia de las Gammaproteobacterias en sitios con altas
concentraciones de Fe(lll). Algunas de estas bacterias son Shewanella

oneidensis y Acidobacter ferrireducens (Ziegler et al., 2013).

Serratia marcescens es una bacteria que se encuentra generalmente en
ambientes bidticos como abidticos y en general 2 biotipos de esta bacteria se
describe en la literatura (S. marcescens pigmentada y no pigmentada) (Carbonell
et al., 2000). Sin embargo, en el medio ambiente, una cepa puede cambiar
fenotipicamente dependiendo de los nutrientes que tenga a su disposicion y
como un mecanismo de proteccion contra otras bacterias (Danevcic et al., 2016).
De manera similar en este estudio, S. marcescens 11E fue capaz de cambiar
fenotipicamente del estado pigmentado al no pigmentado por medio del bloqueo
de metabolitos secundarios usando una gran concentracion de glucosa. Esta
tactica se muestra en varios estudios en los que este sustrato se consume
activamente para producir células, pero poco para producir metabolitos

secundarios (Romero-Rodriguez et al., 2016; Ruiz et al., 2010).
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Una amplia gama de bacterias utilizan donadores de electrones como
acetato, glicerol, lactato, extracto de levadura y etanol para reducir las formas
solubles y no solubles de Fe(lll). En general, varias bacterias pertenecientes a
Alphaproteobacteria (Ochrobactrum anthropi), Betaproteobacteria (Rhodoferax
ferrireducens) y Deltaproteobacteria (Geobacter sulfurreducens) muestran esta
capacidad. Es importante destacar que los donantes de electrones mencionados
anteriormente se encuentran comunmente en el medio ambiente, algunos de
ellos como resultado del proceso de fermentacion anterior realizado por otros
microorganismos (Glombitza et al., 2015).

En el contexto relacionado con el donante de electrones que mostré un
mayor acoplamiento con la reduccion de citrato de Fe(lll), el presente estudio
muestra que tanto el cultivo pigmentado y no pigmentado de S. marcescens 11E
son capaces de oxidar la glucosa activamente y realizar una mejor reduccién de
Fe(lll'). Ademas, el acetato fue el segundo mejor donante de electrones preferido
por ambos fenotipos de S. marcescens 11E para llevar a cabo la reduccion de
Fe(lll). Es importante destacar que los primeros estudios muestran que el glicerol
es un excelente donante de electrones, que puede ser oxidado por cultivos de S.
marcescens con una gran tasa de produccidon de Fe(ll) en un ambiente
extremadamente acido (Adams et al., 2007). Sin embargo, en el presente estudio,
la oxidacién del glicerol por S. marcescens 11E fue menos eficiente en
comparacién con el acetato y la glucosa. Por lo tanto, la presente investigacion
no apoya estudios previos que muestren que el glicerol es un excelente donante
de electrones para llevar a cabo la reduccion de Fe(lll) por bacterias

pertenecientes al género Serratia. Una razdn importante para esto es que nuestro
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experimento se realizé a pH neutro, mientras que el estudio anterior se realizd
utilizando una cepa de la bacteria Serratia aislada de ambientes extremos, como
drenaje de mina 4cida en donde los microorganismos prefieren no usar acetato
como donador de electrones debido a la toxicidad de este acido protonado (Chun
et al., 2014; Harrison, 1984). En el caso de la reduccién llevada a cabo en
presencia de Fe20s3 (forma no soluble de Fe(lll)) como aceptador de electrones,
el donante de electrones mas eficiente utilizado por S. marcescens 11E es
glucosa > acetato > glicerol. Este resultado es debido a la capacidad fermentativa
de la bacteria en estudio. Este comportamiento coincide con estudios previos que
describen algunas cepas fermentativas que realizan el metabolismo de la glucosa
con la produccidén concomitante de equivalentes reductores los cuales impactan

directamente la produccion de Fe(ll) (Degelmann et al., 2009).

Ambos fenotipos de S. marcescens 11E fueron capaces de realizar
reduccion de citrato de Fe(lll) de hasta el 57% con tasas de reduccién de 0.31 a
0.39 mM Fe(ll) mM-" Fe(lll) h'" a pH neutro. De manera similar, para Fe203 el
porcentaje de reduccion fue de 49.5% con una tasa de reduccién de 0.34 mM Fe
(I mM" de Fe(lll) h™' usando glucosa como donante de electrones. Estos
resultados son superiores a los limites de reduccién presentados por las cepas
bacterianas Desulfonatronovibrio  hidrogenovoranos  Z-7952 (21%),
Desulfonatronum lacustre Z-7951 (17.7%), Dethiobacter alkaliphilus Z-1002
(81%) y Desulfurispira natronophila AH11 (2) %) en un estudio reciente

(Zavarzina et al. 2018).
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En el presente estudio, S. marcescens 11E realiz6 una reduccion de Fe(lll)
en presencia y ausencia de prodigiosina. Sin embargo, se encontraron
diferencias significativas entre la bacteria pigmentada y la no pigmentada (p <
0.05). Notablemente, la forma no pigmentada redujo una cantidad superior de
ambas formas de Fe(lll) que el fenotipo pigmentado. En cuanto a la forma de
Fe(lll) no soluble, el fenotipo pigmentado genera un porcentaje de reduccidn es
nula. Esta incapacidad de reduccién de Fe(lll) es interpretada como
consecuencia de la presencia de prodigiosina. Es posible que este pigmento en
la célula bacteriana (S. marcescens 11E pigmentada) actue como una barrera
que impida el flujo de los electrones desde la superficie bacteriana hacia el
aceptor de electrones.

Diferentes estudios han descrito a la prodigiosina y algunos otros
productos bacterianos como barreras fisicas/quimicas utilizadas para evitar el
contacto con microorganismos depredadores y metales pesados (Gupta y Diwan,
2017; Stubbendieck y Straight, 2016).

Ademas observamos que el cultivo no pigmentado de S. marcescens 11E
lleva a cabo la reduccion de la forma no soluble de Fe(lll). Por el contrario, el
cultivo pigmentado no realiz6é reduccion alguna de esta forma de Fe(lll). Este
resultado indica que para el fenotipo no pigmentado, la reduccién de Fe(lll) se
realiza preferiblemente por contacto directo de la superficie celular con la forma
de Fe(lll) no soluble. En base a estos resultados se propone que la prodigiosina
en la superficie bacteriana de S. marcescens 11E no permite la transferencia de
electrones al aceptor de electrones final no soluble. La imposibilidad de reducir

la forma no soluble de Fe(lll) en presencia de prodigiosina en la superficie
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bacteriana, contradice algunos estudios iniciales que mencionan el
comportamiento catalitico y la posible actividad redox de los grupos pirrélicos de
la prodigiosina (Manderville, 2001; Tomat, 2016).

En el presente estudio, se utilizé un cultivo de S. oneidensis como control
positivo de reduccién de Fe(lll), comparado este cultivo con los cultivos de S.
marcescens (pigmentada y no pigmentada) la reduccion que lleva acabo el
primero es mucho mayor a la llevada a cabo por las bacterias del género Serratia
esto coincide con diversas investigaciones en las cuales se estudia la reduccién

llevada a cabo por S. oneidensis (Fu et al., 2016).

En este trabajo de investigacion, también se estudio la capacidad de la
prodigiosina extraida del cultivo pigmentado de S. marcescens 11E para actuar
en un cultivo no pigmentado de S. marcescens 11E como mediador redox
exogeno. Como es mostrado en los datos presentados en la seccion de
resultados, la adicion de prodigiosina en el medio no mejora la produccion de
Fe(ll) generado por el cultivo no piogmentado de S. marcescens 11E (ver Tablas

Vily IX).

En el caso de la reduccién de 6xido de Fe(lll), el cual es una forma
insoluble de este metal, se ensay6 para los 3 cultivos en estudio, S. marcescens
11E (pigmentada), S. marcescens 11E (no pigmentada) y S. oneidensis (como
cultivo de referencia); ademas para el cultivo no pigmentado de S. marcescens
11E en el cual se agrega prodigiosina exdgena. El principal hallazgo encontrado

es que el cultivo pigmentado de S. marcescens 11E no lleva a cabo la reduccion
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de Fe(lll) (ver Figura 19) cuando se encuentra en su forma insoluble. La principal
razdn de esto se debe a la accién de la prodigiosina que se encuentra en la
superficie bacteriana y que actua como una barrera para que el microorganismo
lleve a cabo un contacto directo con la superficie del éxido de Fe(lll) insoluble.
Por el contrario, en el caso del cultivo no pigmentado de S. marcescens 11E (ver
Figura 20), este microorganismo si lleva a cabo una reduccion de Fe(lll) cuando
la forma insoluble se encuentra en el medio como aceptor de electrones. Por
tanto, de entre los cultivos de Serratia, es posible que el fenotipo no pigmentado
de este microorganismo si lleve a cabo la reduccion de un anodo de grafito en
una CCM (transferencia de electrones al anodo).

De nueva cuenta en estos ensayos, el cultivo de referencia S. oneidensis
llevd a cabo la mayor reduccidn de Fe(lll), o cual coincide con estudios realizados
previamente en este microorganismo por diversos investigadores (Blcking et al.,
2010; Coursolle et al., 2010; Fu et al., 2016).

En el caso del desarrollo activo de bioanodos, la metodologia y el disefio
de Plackett-Bruman seguido propiciaron una correcta generacidén de una
biopelicula de cada uno de los cultivos sobre el anodo de grafito. Esto fue
evidente al momento de revelar el ensayo de UFC ml"' generadas a partir de cada
bioanodo realizado (ver Tablas X y Xl). Diversos estudios han usado esta técnica
de generacién de la biopelicula por medio de cultivos en matraz Erlen Meyer,
variando diversas condiciones de incubacién (Guzun et al., 2014; Ouis et al.,
2017; Thakkar y Saraf, 2014). La adherencia de bacterias a superficies sélidas
ha sido vinculada a diversos factores fisicos-mecanicos como lo son el nUmero

de células en el in6culo y presencia de superficies solidas (Herten et al., 2017).
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Por otra parte, los factores normales de incubacién como lo son la concentracién
de sustrato, temperatura y pH han sido identificados como factores claves que
promueven la formacion de la biopelicula (Doll et al., 2016). En el presente
estudio se encontré que una concentracidén alta de in6culo, pH menor a 7 y
agitacion alta promueve la formacion de la biopelicula, lo cual concuerda con
estudios previos que utilizan bacterias miembros de la familia de las
Gammaproteobacterias (Veerachamy et al., 2014). Visualmente, las imagenes de
MEB muestran la presencia de células que corresponden con la morfologia
descrita en la literatura para Serratia marcescens (Behkam y Sitti, 2006) y
Shewanella onedidensis (Duran y Seabra, 2012). Es importante el destacar que
el numero de células observadas en cada imagen esta en concordancia con el
numero de UFC determinadas para cada uno de los cultivos (mayor para S.
oneidensis y menor para cultivo no pigmentado de S. marcescens 11E). La
produccién de la biopelicula abundante por parte de bacterias pertenecientes al
género Shewanella estd ampliamente reportado en diversas investigaciones
(Cooper y DiChristina, 2019; Pinto et al., 2018), lo cual es apoyado de igual
manera por el presente trabajo ya que el cultivo de S. oneidensis en comparacion
con S. marcescens produjo una biopelicula mucho mas abundante. Esto es
reflejado en el numero de UFC contabilizadas después de la desorcién generado
por el proceso de sonicacioén a la cual se sometio.

La actividad electrogénica mostrada por el biodnodo pre-acondicionado
del cultivo no pigmentado de S. marcescens 11E se observa estable y en su
punto maximo desde las primeras 25 h de estudio. Esta rapida respuesta en la

generacién de mV y mA coincide con lo mostrado en la literatura, en donde la
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generacion estable de voltaje y corriente ocurre hasta que la biopelicula se ha
desarrollado abundantemente sobre el anodo (Kalathil et al., 2018; Liang et al.,
2017). Con respecto al desemperfio evaluado en funcion de la densidad de
potencia, esta no fue muy alta en comparacion con lo presentado en estudios
anteriores (Li et al., 2018; Santoro et al., 2018). Sin embargo, es importante el
recalcar que las condiciones de estudio en ellas no son las mismas que las
llevadas a cabo en el presente estudio. Las diferencias radican en la composicion
del liquido anddico, el material del cual estan hechos los electrodos, el tamaro
de ellos, la distancia entre anodo y catodo, entre otras (Gajda et al., 2018; Liang
et al., 2018). Lo anteriormente mencionado hace que sea dificil el hacer una
comparacion de la evaluacion del desempeiio de esta CCM con otras
experimentadas en la literatura. Esto es algo que diversos investigadores han
plasmado en estudios anteriores (Heidrich et al., 2018; Hsieh et al., 2015).

En el presente estudio la CCM con el bioanodo pre-acondicionado de S.
oneidensis fue utilizado como celda de referencia para comparar su desempefno
con el de la CCM con el bioanodo pre-acondicionado del cultivo no pigmentado
de S. marcescens 11E. Esta comparacion se hizo debido a que S. oneidensis es
un cultivo que ha sido ampliamente comprobado como organismo
exoelectrogénico en CCM (Wu et al., 2018). En comparacién directa entre ambas
CCM, estas presentaron el mismo comportamiento en cuanto a generar una
respuesta maxima estable en el primer ciclo de alimentacién de liquido anddico.
De nueva cuenta, este es un comportamiento mostrado por biopelicula maduras
y con alto numero de células en el anodo (Pasternak et al., 2018). En cuanto al

desempeno presentado por estas CCM, la que contenia el bioanodo
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acondicionado de S. oneidensis, mostré un mejor desempefio en cuanto a la
densidad de potencia generada. Esto tiene concordancia con lo mostrado en
otros estudios, lo cuales indican que el potencial exoelectrogénico de este
microorganismo es alto (Logan, 2009). Esta capacidad exoelectrogénica, es
relacionada en la literatura con los pilis que posee esta bacteria, los cuales se ha
mostrado intervienen directamente en la generacidon de una biopelicula y en la
transferencia de electrones (Xiao et al., 2018). Para la CCM con el bioanodo pre-
acondicionado del cultivo no pigmentado de S. marcescens 11E no se ha
reportado posea pilis, sin embargo, este estudio es el primero que muestra su
capacidad exoelectrogénica a las condiciones estudiadas.

Las CCMs con los cultivos planktonicos de S. oneidensis y de S.
marcescens 11E no pigmentada mostraron en las primeras horas de estudio una
generacion inestable de voltaje y corriente. Esto se relaciona a lo reportado en la
literatura, en donde en las primeras horas hay fluctuaciones muy grandes de mV
y mA debido a que no ha ocurrido el establecimiento de una biopelicula sobre el
anodo. Una vez que se ha desarrollado una biopelicula madura sobre el anodo,
ocurre la estabilizacion del voltaje y corriente detectados (Kadivarian et al., 2019).

En comparacion directa del desempefio obtenido de la CCM con cultivo
plankténico de S. oneidensis y de la CCM con cultivo plakténico de S.
marcescens 11E no pigmentada, se observd que S. oneidensis lleva a cabo un
establecimiento de una biopelicula sobre el &nodo mucho més rapido que el
cultivo no pigmentado de S. marcescens 11E. Esto es evidente al observar que
la estabilizacion de voltaje y corriente se lleva a cabo en el ciclo 3 (90 h) en el

caso de S. oneidensis mientras que para S. marcescens 11E no pigmentada, la
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estabilizacion de voltaje y corriente ocurrid6 en el ciclo 4 (175 h). Como
anteriormente se menciond, esto esta relacionado directamente con la fisiologia

de S. oneidensis (Subramanian et al., 2018).
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CAPITULO 9

CONCLUSIONES

En el presente estudio, se llevd a cabo la identificacién del aislado
bacteriano por medio de pruebas bioquimicas y técnicas moleculares. Los
resultados mostraron que se trata de la bacteria Serratia marcescens. La
secuencia de esta bacteria fue registrada en el Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica (NCBI) de los Estados Unidos Americanos e identificada como
Serratia marcescens 11E y registrada con el numero de acceso MK598756. En
el caso de la evaluacién de la capacidad de reduccién de diferentes especies de
Fe(lll), los resultados mostraron, que tal como se esperaba de la bacteria
reductora de referencia, Shewanella oneidensis fue el microorganismo con mayor
capacidad reductiva. Seguida de ella, y cuando se utiliz6 acetato, glicerol o
glucosa como donadores de electrones y citrato de Fe(lll) como donador de
electrones, el cultivo no pigmentado de Serratia marcescens 11E generd una

mayor produccion de Fe(ll). De la misma manera, cuando se utilizd6 6xido de

125



Fe(lll) como aceptor de electrones, el cultivo no pigmentado de Serratia
marcescens 11E destacé en cuanto a la generacién de Fe(ll). De la misma
manera, también se demostré que la prodigiosina exégena no se desempena
como mediador redox cuando se agregd a un cultivo no pigmentado de S.
marcescens 11E. En estos experimentos se mostr6 que, de los cultivos en
evaluacién, S. marcescens 11E no pigmentada posee la mayor capacidad
exoelectrogénica se posiciono como la mejor opcion para utilizar como
biocatalizador en una CCM.

En cuanto a la generacidén de biodnodos del cultivo no pigmentado de S.
marcescens 11E y del cultivo de referencia S. oneidensis, las condiciones ideales
para ambos fueron con un inéculo de 20%, 30 °C, pH 6, concentracion de medio
de cultivo LB al 1%, 150 rpm por 5 dias. Estos bioanodos pre-acondicionados se
utilizaron en CCMs de doble cdmara en donde mostraron una rapida
estabilizacion en la generacion de voltaje y corriente. En el caso de la CCM con
el bioanodo pre-acondicionado del cultivo no pigmentado de S. marcescens, la
méaxima densidad de potencia generada fue de 30 mW cm. Esta cantidad fue
mucho menor comparada con los 235 mW cm generados por la CCM con el
bioanodo pre-acondicionado de S. oneidensis.

Finalmente, la evaluacion del desempeno de la CCM con cultivos
plankténicos del cultivo no pigmentado de S. marcescens 11E y de S. oneidensis
mostraron que para ambos casos la estabilizacion en la produccién de voltaje y
corriente ocurre hasta que se forma una biopelicula madura en el anodo. Para el
caso de S. marcescens 11E no pigmentada, la estabilizacién ocurrié hasta las

175 h, mientras que para S. oneidensis la estabilizacion del voltaje y corriente

126



ocurrio a las 90 h. Por otro lado, la densidad de potencia que se generd por parte
de la CCM con el cultivo plankténico no pigmentado de S. marcescens 11E fue
de 22.7 mW cm2y para la CCM con el cultivo plankténico de S. oneidensis fue
de 110 mW cm=2. Estos resultados indican que S. marcescens 11E tiene
capacidad para transferir electrones a un material carbonaceo a partir de la

oxidacion de glucosa en una celda de combustible microbiana.
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CAPITULO 10

FUTURAS PRESPECTIVAS

El presente trabajo mostré la aplicacion del cultivo autéctono de Serratia
marcescens 11E como bioanodo en una CCM y su desempefio se comparé
contra el mostrado por una biopelicula del cultivo exoelectrogénico de referencia
S. oneidensis. El desempeno obtenido es destacable, pero no superior a lo
obtenido en diversos estudios publicados o por el mismo cultivo de referencia
utilizado en el presente estudio. Sin embargo, los estudios en CCMs es un area
que aun se encuentra en desarrollo. Siendo asi, la mejora del desempeno
bioelectrogénico es el principal objetivo a ser alcanzado en un futuro. Para lograr
esto se propone: (i) cambiar la configuraciéon de la celda, (ii) probar diferentes
materiales que sirvan como electrodo, (iii) funcionalizacién de los electrodos por

métodos quimicos, (iv) utilizar diversos microorganismos en camara anddica y (v)
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probar la presencia de un microorganismo metabdlicamente activo en camara
catodica.

Por altimo, un topico interesante y cobrara interés en un futuro cercano es
la bio-electrosintesis. Mediante este tipo de sintesis es posible llevar a cabo la
generacion de compuestos carbonados, como combustibles, por ejemplo, esto

mediante la participacion de microorganismos que se desarrollen en el catodo.
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