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GLOSARIO

Anodo — Electrodo en donde las reacciones de oxidacion ocurren y el flujo de

electrones inicia dentro de una celda de combustible microbiana.

Biofilm — Estructura tridimensional compleja compuesta por microorganismos que
interactlan y crecen embebidos dentro de una matriz de sustancias poliméricas

extracelulares que ellos mismos producen.
Catodo - Electrodo en donde las reacciones de reduccién ocurren.

Celda de combustible microbiano (CCM): un tipo de tecnologia electroquimica
microbiana (TEM) que utiliza microorganismos para oxidar compuestos organicos

a energia quimica de compuestos organicos en energia

Cronoamperometria (CA) - técnica electroquimica que permite evaluar la

corriente producida bajo un determinado potencial que es aplicado constantemente.

Electrodo — Material solido que funciona como aceptor o donador de electrones

por su caracteristica conductiva.
Frecuencia (Hz) — unidad fisica de medida para ciclos por segundo.

Mediador redox — molécula de origen natural o artificial que funciona como
transportador de electrones y facilita la transferencia de electrones dentro de los

sistemas bioelectroquimicos.

Microbalanza de cristal de cuarzo (MCQ) — equipo piezoeléctrico sensible al
cambio de masas que se basa en un cristal de cuarzo oscilatorio capaz de detectar

este cambio a una escala de nanogramos.



Microorganismo electrogénico — Microorganismo capaz de realizar una

transferencia de electrones extracelular (TEE).

Microorganismos electroquimicamente activos (MEA) — Microorganismos

capaces de dirigir un flujo de corriente en electrodos.

Potencial redox — Medida que permite estimar la facilidad con la que una molécula

aceptaria o donaria electrones.

Sistema bioelectroquimico — Sistemas que combinan procesos biologicos y
electroquimicos al utilizar enzimas o microorganismos para catalizar reacciones

redox.

Tecnologia electroquimica microbiana (TEM) — tecnologia basada en sistemas
bioelectroquimicos que utiliza microorganismos como catalizadores de reacciones

redox.

Voltametria ciclica (VC) — técnica electroquimica que permite evaluar la corriente
producida dentro de un rango de potencial aplicado. Sirve para evaluar las

reacciones redox que ocurren a distintos potenciales aplicados.



RESUMEN

En las tecnologias electroquimicas microbianas (TEM) los electrodos son
componentes muy importantes ya que sirven como soporte para la formacion
de biofilms y como aceptores (anodo) o donadores de electrones (catodo). Su
superficie est4 en constante interaccion con los microorganismos y dependiendo
de sus propiedades, puede afectar a la formacién del biofilm. Desde el biofilm,
los microorganismos electrogénicos pueden transferir electrones hacia el anodo,
que obtienen por la oxidacion del sustrato presente en el medio. Los mediadores
redox mejora esta transferencia de electrones, pero si son inmovilizados sobre
la superficie del &nodo, podrian ejercer un efecto sobre la formacion del biofilm.
Para evaluar este efecto, fieltros de carbono fueron modificados
electroquimicamente con dos mediadores redox distintos. Se evalu6o el
establecimiento del biofilm por voltametria ciclica y cronoamperometria,
usando lactato o acetato como sustrato especifico y no especifico para
Shewanella oneidensis MR-1, respectivamente. Los resultados demuestran una
mayor corriente en los tratamientos con lactato y con los &nodos modificados
con los mediadores redox. Asimismo, Shewanella se mantuvo presente en todos
los tratamientos, pero no fue el microorganismo predominante en ninguno de
ellos. Los géneros presentes en todos los tratamientos fueron Pseudomonas y
Variovorax, pero los géneros Cupriavidus, Stenotrophomonas y otros que
representaron <1% en los biofilm marcaron las diferencias entre los

tratamientos.



Palabras claves: Shewanella oneidensis, fieltros de carbono, biofilm,

mediadores redox, sustratos.



ABSTRACT

Electrodes are very important components within microbial electrochemical
technologies (MET) as they work as a support for biofilm growth and as an
electron acceptor (anode) or electron donor (cathode). Their surface is in
constant interaction with the microorganisms and depending on its properties,
it could affect the biofilm formation. From the biofilm, the electrogenic
microorganisms can transfer the anode the electrons they obtain from the
oxidation of the substrate. Redox mediators can improve the electron transfer
but if they are immobilized onto the anode surface, they may affect the biofilm
formation. In order to evaluate this effect, carbon felts were modified
electrochemically with 2 different redox mediators. The biofilm establishment
was evaluated by cyclic voltammetry and chronoamperometry, using lactate or
acetate as specific and non-specific substrate for Shewanella oneidensis MR-1,
respectively. The results showed a higher current in the lactate treatments with
the redox mediators modified anodes. Moreover, Shewanella remained present
in all the treatments, but was not the predominant in any of them. Pseudomonas
and Variovorax were also found in all the treatments, but genera like
Cupriavidus, Stenotrophomonas and others that represented <1% within the

biofilms made the difference between treatments.

Key words: Shewanella oneidensis, carbon felt, biofilm, redox mediators,

substrates.



1.

INTRODUCCION

Las celdas de combustible microbianas son un tipo de tecnologia electroquimica
microbiana que utiliza a los microorganismos como catalizadores de reacciones
redox en las cuales se transfieren electrones hacia o desde electrodos
permitiendo que a su vez se generare energia (Rabaey, 2019, Bajracharya et al.,
2016). Por estas caracteristicas, estos sistemas han sido propuestos para
procesos de tratamiento de aguas residuales acoplado a la produccion de
energia, para conseguir la auto-sostenibilidad del tratamiento. Ademas de estas
aplicaciones también han sido propuestas para procesos de biorremediacion,
monitoreo de ambientes contaminados, secuestro de carbono, manejo de
humedales, desalinizacién, produccion de compuestos, produccion de energia
renovable, desalinizacion y como biosensores (Shah, Venkatramanan, &

Prasad, 2019).

Se han conseguido ejecutar pocas pruebas piloto que dirijan hacia una
implementacion a escala industrial (Trapero, Horcajada, Linares, & Lobato,
2017). Las pruebas piloto reportadas incluyen la generacion de energia eléctrica
acoplada al tratamiento de aguas (Hiegemann et al., 2016; Linares et al., 2019;
Thung et al., 2017; Tota-Maharaj & Paul, 2015; Wu et al., 2016), tratamiento
de orina (Walter, Merino-jiménez, Greenman, & leropoulos, 2018), y
restauracion in-situ del sedimento de rios (Li et al., 2017). Si bien, los pilotos
han funcionado, aun las densidades de corriente no son suficientes para sostener

procesos a nivel industrial. Una de las razones de esta limitacion es por una baja



capacidad en la transferencia de electrones desde las células hacia el electrodo

(Martinez & Alvarez, 2018a).

Unas de las estrategias para permitir una mejor transferencia de electrones es la
aplicacion de mediadores redox, moléculas sintéticas o naturales que acttan
como transportadores de electrones entre los microorganismos y los electrodos.
Estos mediadores redox pueden influir en el crecimiento y metabolismo en los
microorganismos (D. H. Park & Zeikus, 1999) que a su vez, podrian influir en
la formacion y composicion del biofilm promoviendo o no el crecimiento de
especies capaces de transferir electrones. En el presente estudio se utilizara la
modificacion electroquimica de la superficie de fieltros de carbono con dos
mediadores redox distintos y se evaluara el efecto de estas modificaciones en la
composicion de los biofilms que se desarrollen sobre estos electrodos

modificados al final de los tratamientos.



2. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

2.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La baja transferencia de electrones es uno de los problemas que limita la
aplicacion de las celdas de combustible microbianas a escalas industriales.
Muchas investigaciones se han realizado en torno a la solucion de este problema
como la exploracion de distintos microorganismos electroactivos (Fan & Xue,
2016), el mejoramiento genético de los microorganismos (West, Jain, &
Gralnick, 2017), el uso de mediadores redox (Martinez & Alvarez, 2018Db,
Mardiana et al., 2015), distintos disefios de reactor (Shah et al., 2019), el uso de
distintos materiales para los electrodos (Zhou, Chi, Luo, He, & Jin, 2011), etc.

Sin embargo, todos estos puntos no deben considerarse de manera aislada.

Los microorganismos, dentro de las CCM, forman estructuras complejas que se
denominan “biofilm” y se establecen sobre la superficie de los electrodos
dependiendo de ciertas caracteristicas relacionadas al tipo de material, su carga,
hidrofobicidad, etc (Guo, Freguia, et al., 2013). A esto se le debe sumar no solo
la interaccion del biofilm con la superficie, sino también la interaccion entre
distintas especies que componen finalmente el biofilm bajo ciertas condiciones.
Es decir, el estudio de este espacio “biofilm-electrodo” es muy importante para
un buen funcionamiento de las CCM ya que es aqui donde se establecen las
condiciones para una buena transferencia de electrones. Esta interaccion
“biofilm-electrodo” debe ser considerada en todo momento que se decida

trabajar con estos sistemas y al elegir nuevos materiales.



Los materiales mas utilizados por ser mas iddneos en estos sistemas son los
electrodos basados en carbono. Estos materiales, como el uso de mediadores
redox, ha dado buenos resultados. En el estudio de Mardiana et al., (2015) se
reportd que el rojo neutro polimerizado sobre la superficie de fieltros de carbono
daba las densidades de corriente méas altas de entre todos los tratamientos. Guo
et al., (2013) también report6 una densidad de corriente mas alta al modificar la
superficie de fieltros de grafito con rojo neutro. Sin embargo, estos estudios no
describen si la modificacion del &nodo afecta también a la composicion del
biofilm. Solo Guo et al., (2013) realiza una evaluacién mediante un mapeo
topografico por microscopia de fuerza de masas, pero no da cuenta del cambio
de los microorganismos que finalmente componen el biofilm, un aspecto muy
importante al tratarse de los biocatalizadores del sistema y los que liberan los

electrones hacia el espacio extracelular para que finalmente lleguen al &nodo.



2.2. MARCO TEORICO
2.2.1. Sistemas  bioelectroquimicos:  Tecnologias  electroquimicas

microbianas y celdas de combustible microbiano

Dentro de los sistemas bioelectroquimicos (SBE), las tecnologias
electroquimicas microbianas (TEM) engloban una serie de sistemas
que utilizan microorganismos electroquimicamente activos (MEA)
para catalizar reacciones redox sobre la superficie de los electrodos.
Los primeros estudios sobre estos sistemas se remontan a 1911, en
donde Potter reportdé que la descomposicion de compuestos
organicos por parte de Saccharomyces cerevisiae y otras especies de
bacterias inoculadas en una celda galvanica, pueden estar asociadas
a cambios eléctricos (Potter, 1911). Demostro que durante el proceso
de fermentacién por parte de levaduras y otros microorganismos se
genera una fuerza electromotriz expresada en voltios y que
dependiendo de la concentracion de sustrato (glucosa), cantidad de
indculo de microorganismo (expresado en gramos) y la temperatura
del sistema, se genera esta fuerza electromotriz. Especialmente
cuando las temperaturas eran no favorables para el crecimiento del
microorganismo (0°C y 50°C) no se registrd ningln cambio de
voltaje, demostrando la relacion entre la produccion de corriente y
el crecimiento del microorganismo (Potter, 1911). Distintas
investigaciones se dieron sin captar mucha atencion hasta la década
de los 80’s, cuando se reportaron las primeras investigaciones que

sostenian que la densidad de corriente podia incrementarse



afladiendo mediadores de electrones o mediadores redox (Roller et
al., 1984). Con el avance en las investigaciones, y la vinculacion
entre distintas disciplinas tanto fundamentales como aplicadas que
incluyen biologia, fisica, quimica, matematica, e ingenieria, se han
podido identificar multiples factores que afectan al rendimiento de
estos sistemas. Estos factores estan relacionados con el
microorganismo, la configuracion del reactor o celda, el material de
los electrodos, el tipo de donador y aceptor de electrones, el tipo de

catalizador, entre otros.

Las celdas de combustible microbiano (CCM) son un tipo de
tecnologias electroquimicas microbianas (TEM) compuestas por dos
compartimentos principalmente. En el compartimento anddico,
donde ocurren las reacciones de oxidacidn, se liberan electrones que
mediante un circuito migran al catodo. En el compartimento
catodico, los electrones finalmente son transferidos desde el catodo
hacia un aceptor final de electrones, como el oxigeno o algin
compuesto oxidado que esté presente en el medio (Rabaey &

Rozendal, 2010).

El compartimento anddico ha sido muy estudiado ya que es en éste
donde se da la oxidacion de la materia organica. ElI anodo debe
cumplir con ciertos criterios como una alta conductividad eléctrica,
amplia area superficial, y ser biocompatible para un buen desarrollo

del biofilm. Para ello se exploran diversos materiales y a la vez se



2.2.2.

modifican para permitir un aumento en el &rea superficial especifica,
mejor biocompatibilidad, mejor intercambio de electrones entre
electrodo-microorganismo, mayor conductividad intrinseca, mejor
transferencia de masas de los sustratos y productos, y mejor

adherencia (Guo, Prévoteau, Patil, & Rabaey, 2015).

Mediadores redox

Los mediadores redox son compuestos que han permitido mejorar el
funcionamiento de los sistemas electroquimicos ya que facilitan la
transferencia de electrones hacia la superficie del &nodo (Goswami
& Mishra, 2018). No obstante, deben cumplir con ciertas
caracteristicas para ser utilizados en los sistemas bioelectroquimicos.
Deben tener una buena reversibilidad electroquimica y un potencial
redox cercano al potencial redox del biocatalizador (Mardiana et al.,
2015) o menor al de NAD (D. H. Park & Zeikus, 1999). Muchos de
éstos reaccionan con varias enzimas redox e incluso pueden alterar
algunas reacciones bioldgicas en los microorganismos cuando sus
potenciales redox son menores al de NAD (D. H. Park & Zeikus,

1999).

La naturaleza de los mediadores redox es diversa, y son compuestos
que pueden ser producidos por el mismo microorganismo, pueden
encontrarse en el medio que rodea al microorganismo, o pueden ser
compuestos quimicos artificiales (Liu, Shi, & Gu, 2018). Entre los

compuestos producidos por los microorganismos estan las flavinas,



quinonas y fenazinas. Los compuestos naturales que se pueden
encontrar en el medio por lo general son los acidos himicos. Y entre
los compuestos quimicos artificiales estan el rojo neutro,
ferrocianuro de potasio, 2-antraquinona, 6-disulfato, y polimeros de

fosfolipidos sintetizados (Liu et al., 2018).

Uno de los compuestos quimicos artificiales que ha sido utilizado en
los sistemas bioelectroquimicos es el rojo neutro (Guo, Chen, et al.,
2013; Mardiana et al., 2015; Doo Hyun Park, Kim, Shin, & Jeong,
2000; Doo Hyun Park & Zeikus, 2000). Esto se debe a que su
potencial redox, —0.325 V vs. electrodo estandar de hidrogeno
(EEH), es muy cercano al par NAD+/NADH, —0.32 V (vs. EEH),
que es utilizado dentro de la cadena transportadora de electrones
durante el proceso de respiracion (D. H. Park, Laivenieks, Guettler,
Jain, & Zeikus, 1999) (Figura 1). Como lo demostrd Park et al.
(1999), al adicionar rojo neutro reducido electroquimicamente
dentro de un sistema bioelectroquimico, Actinobacillus
succinogenes aumentd en un 20% el consumo de glucosa y la
produccién de succinato en comparacion al sistema que solo tenia
glucosa, sin rojo neutro. Explica que esto sucede porque el rojo
neutro reducido, libre en el medio, se une a la membrana celular, se
oxida por la reduccion de NAD, y luego nuevamente se reduce
creando asi electricidad, la cual permite a la célula ganar un mayor
poder de reduccién que las células que crecen solo con glucosa. Este

incremento en la translocacion de protones también ocasiona una



mayor sintesis de ATP, incremento del metabolismo y crecimiento.
(D. H. Park & Zeikus, 1999). Por otro lado, Guo et al. (2013)
modificaron la superficie de fieltros de grafito mediante una reaccion
espontanea de las sales de diazonio de rojo neutro y encontraron que
en una celda bioelectroquimica con acetato como sustrato y un
cultivo mixto, la corriente aumentaba 3.63 veces mas a comparacion
de los anodos no modificados. En el caso de la modificacion
realizada por Mardiana et al. (2015), se vio que, al polimerizar el
rojo neutro sobre la superficie de fieltros de carbono, las densidades
de corriente aumentaron en 9.36 Am2 con respecto al tratamiento que
tenia el rojo neutro libre en la solucion y no inmovilizado sobre la

superficie del electrodo.

Figura 1. Férmula estructural del rojo neutro.

En cambio, el azul de toluidina ha sido utilizado como mediador
redox en estudios de oxidacion de NADH aplicado a otro tipo de
sistemas, mas no en celdas de combustible microbiano hasta la fecha
(Thenmozhi & Narayanan, 2007). Su potencial redox es 0.03V y la
Unica diferencia entre la molécula de azul de toluidina y el rojo
neutro es el anillo central que contiene 2 4tomos de nitrégeno en el
caso del rojo neutro, mientras que en el caso del azul de toluidina

hay un atomo de nitrégeno y otro de azufre (Figura 2).
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Figura 2. Férmula estructural de azul de toluidina
Microorganismos electrogénicos

El término “microorganismos electrogénicos” es aplicado a aquellos
que poseen la capacidad de utilizar la materia orgéanica o sustratos,
como donadores de electrones, y luego puedan transportar los
electrones hacia un aceptor final extracelular sélido. Debido a esta
caracteristica pueden generar un flujo de electrones fuera de su
célula y transferirlos a un electrodo (Kracke, Vassilev, & Kromer,
2015). Estos microorganismos dentro de la electroquimica
microbiana también son denominados “exoelectrogénicos”,
“bacterias electroquimicamente activas”, “anode respiring bacteria”
y “electrogénicos”. Algunos géneros que han sido estudiados son
Shewanella, Pseudomonas, Geobacter, Clostridium, Desulfovibrio,
entre otras. En especial Shewanella y Geobacter han sido
ampliamente empleados en las tecnologias electroquimicas

microbianas por su capacidad de utilizar un amplio espectro de

aceptores finales de electrones (Goswami & Mishra, 2018).
Shewanella oneidensis MR-1

Dentro de los microorganismos mas estudiados esta Shewanella

oneidensis MR-1. Es una bacteria gram-negativa, anaerobio
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facultativo, mesofilico, y pertenece a la clase Gammaproteobacteria
(Scott & Nealson, 1994). Puede ser encontrada en ecosistemas
marinos, aguas dulces, sedimentos y suelo (Fredrickson et al., 2008).
Inicialmente su clasificacion fue confusa (Venkateswaran et al.,
2009), pasando a ser clasificada al inicio como Alteromonas
putrefaciens (Myers & Nealson, 1988) o incluso como Pseudomonas
putrefaciens, pero ya en 1999 es descrita por primera vez como una
especie nueva y reconocida como tal (Venkateswaran et al., 2009).
Como anaerobio facultativo, cuando se encuentra en aerobiosis
puede utilizar el oxigeno como aceptor final de electrones. Sin
embargo, en condiciones de anaerobiosis puede utilizar una serie de
aceptores de electrones como fumarato, nitrato, dimetil-sulfoxido,
tiosulfato, azufre elemental, y metales oxidados que incluyen
Mn(H1), Mn(1V), Fe(111), Cr(V1), U(VI) (Nealson, 2002). Debido a
esta versatilidad ha sido un microorganismo modelo para una serie
de investigaciones con aplicaciones diversas que incluyen la

biorremediacion.

La anotacion de su genoma en el 2002 (Heidelberg et al., 2002) ha
permitido dilucidar mas acerca de los mecanismos que utiliza en la
transferencia de electrones y las rutas metabdlicas. Con respecto a
las rutas metabdlicas, se ha reportado que a distintas condiciones
Shewanella es capaz de utilizar una serie de vias metabolicas que le
permitirian sobrellevar cambios en el medio. Ante una condicion de

limitacion de fuente de carbono, siendo lactato la principal fuente de
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carbono, 61% del lactato entra al ciclo del acido tricarboxilico o ciclo
de Krebs mientras que alrededor de un 10% entra a la via de
oxidacion de serina. Bajo estas condiciones también se vio que
Shewanella utilizé la via de las pentosas y Entner-Doudoroff para la
produccion de biomasa sin produccion de acetato. En condiciones de
microaerofilia, cerca del 35% del lactato es convertido en acetato

(Tang, Hwang, Wemmer, & Keasling, 2007).

En cuanto a los mecanismos de transferencia de electrones,
Shewanella es capaz de transferir los electrones al electrodo por
mecanismos directos e indirectos. Para el mecanismo directo utiliza
una serie de citocromos multineme que se encuentran en su
superficie, como en la superficie de apéndices denominados
"nanocables” que le permiten entrar en contacto directo con el
electrodo y transferir los electrones (Pirbadian et al., 2014). En el
caso del mecanismo indirecto, Shewanella es capaz de producir
flavina mononucleétido (FMN) vy riboflavina (Von Canstein,
Ogawa, Shimizu, & Lloyd, 2008) y sus citocromos poseen un sitio

de unién para flavinas (Edwards et al., 2015).
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2.3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Para mejorar la eficiencia de las tecnologias microbianas, como las
celdas de combustible microbiano, se necesita evaluar la interaccion
entre los componentes de cada uno de los compartimentos. Si bien
es cierto que los mecanismos de transferencia de electrones directos
dan mejores resultados siendo mas eficientes, muy pocos
microorganismos tienen esta capacidad (Pankratova & Gorton,
2017). En estos casos los mediadores redox cumplen una funcion
importante para los microorganismos que no pueden realizar una
transferencia directa al electrodo. En estudios anteriores se ha
evidenciado que el uso de mediadores redox incrementa la densidad
de corriente que se produce en estos sistemas (Mardiana et al., 2015).
Mientras que el rojo neutro ha sido reportado como un mediador
redox util en celdas de combustible microbiano, no existe
informacion del uso de azul de toluidina en celdas de combustible
microbiano ni como los mediadores inmovilizados afectan al biofilm
y al consumo de los sustratos administrados. Por lo tanto, se
evaluaran los componentes del compartimento anddico en celdas
electroquimicas de 3 electrodos para evaluar la interaccion entre
estos y como responden luego de pasar por un periodo sin la adicion

de sustrato.

Se utilizara lactato ya que favorece el crecimiento de Shewanella

oneidensis MR-1. A otros tratamientos se les adicionara acetato para
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no favorecer el crecimiento de Shewanella pero si ver el efecto de la
adicion de otro sustrato que favorece normalmente el crecimiento de
otros microorganismos electrogénicos. Ademas, como resultado del
metabolismo de Shewanella, se ha reportado la acumulacion de
acetato, lo que nos podria dar una idea de lo que pasa con los
microorganismos que aun persisten, a pesar de la posibilidad que
Shewanella se convierta en el microorganismo predominante al

agregar lactato.
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2.4. HIPOTESIS

La modificacion de fieltros de carbono con mediadores redox permitiran
el establecimiento de biofilms dominados por Shewanella oneidensis MR-

1

2.5. OBJETIVOS

2.5.1. Objetivo general:

Evaluar los biofilms sobre los fieltros de carbono modificados con
mediadores redox en un sistema electroquimico inoculado con

Shewanella oneidensis MR-1

2.5.2. Objetivos especificos

. Modificar electroquimicamente fieltros de carbono con rojo
neutro y azul de toluidina

. Comparar la generacion de corriente entre los tratamientos con
fieltros de carbono modificados y no modificados

. Analizar el consumo de lactato y acetato en los tratamientos
con fieltros de carbono modificados y no modificados

. Evaluar la estabilidad de los electrodos de trabajo

. Evaluar la estructura de los biofilms en cada tratamiento
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3. METODOLOGIA

3.1. Disefio del estudio

Esta investigacion fue de tipo experimental y su disefio consistié en tres

fases:

LACT, ATO/ACETATO

’m:>ﬁ::>ﬁ

Colonizacién Biofilm primario

Biofilm maduro
Aplicacion de 0.1V al electrodo FAS E 1

Establecimiento de biofilm

4 Sefiales entre bacterias @, Bacterias con capacidad de adherencia mediana
" colonizadoras secundarias
s Bacterias con capacidad de adherencia fuerte e Otras especies de bacterias con baja capacidad de
colonizadoras primarias adherencia

Nuevos microorganismos

Acetato

Salen algunos
microorganismos

FASE 2

Adaptacion del biofilm

Biofilm madura
xsin aplicacién de potencial al electrodo

Nuevos microorganismos
LACTATO/ACETATO
Salen algunos

microorganismos

FASE3

Recuperacién

Biofilm madure
% ficacion de potencial al el

Figura 3. Esquema general de las fases del experimento.
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1. Fase I: Establecimiento del biofilm

En esta fase se prepard cada uno de los componentes del sistema
(electrodos, microorganismo Yy sustrato) y se ensamblaron los
reactores o celdas electroquimicas. Los sistemas constaron de 3
electrodos, electrodo de trabajo (fieltros de carbono modificados
y no modificados), electrodo auxiliar (cable de platino) y de

electrodo de referencia (Ag/AgCl)

Como se muestra en la figura 1. Se inocul6 Shewanella
oneidensis MR-1, para que forme el biofilm en presencia de

microorganismos ambientales.

Electrodo de referencia

Cable de titanio atravesando
(Ag/AgCl)

el fieltro de carbono

@ Electrodo de trabajo
(Fieltro de carbono)

b @ Electrodo auxiliar

Electrodo auxiliar
de platino

Electrodo de referencia
&0 (Ag/Agdl)

N

i

Medio: 100miM buffer fosfato pH7+80mM KCl+Sustrato
Temperotura: 30°C

Figura 4. Esquema de la celda electroquimica utilizada y sus
componentes (izquierda). El sistema const6 de tres electrodos:
electrodo auxiliar (Platino), electrodo de referencia (AgAgCl) y
el electrodo de trabajo (fieltro de carbono conectado a cable de
titanio). La superficie de los fieltros de carbono fue modificada

electroquimicamente con rojo neutro o azul de toluidina. Como
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tratamiento control se utilizaron fieltros de carbono no
modificados. El microorganismo fue el mismo en todos los

tratamientos. Fotografia de la celda electroquimica (derecha).

2. Fase Il: Consumo de acetato

En esta fase no se agregara sustrato alguno en el sistema, ni se
aplicard potencial. Al final del periodo de estrés se recogeran
muestras para medir la concentracion de sustrato. Esta fase se
llevd a cabo por un mes. Al no agregar ningun sustrato se evaluo
principalmente el consumo del acetato en los tratamientos de

lactato.

3. Fase Il : Recuperacion del sistema

Se agregd la misma concentracion de sustrato que inicialmente
se adiciond al sistema y se aplicé el mismo potencial que al
inicio. Se monitore6 por cronoamperometria y voltametria
ciclica. Ademaés, se tomaron muestras para calcular la
concentracion de los sustratos. Al final se retiraron los electrodos

de trabajo para realizar el analisis del gen 16S rRNA.
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3.2. Tratamiento de los electrodos

Fieltros de carbono (5cmx5cmxlcm) fueron tratados previamente para
limpiar y preparar la superficie segin como lo indica Mardiana et al.
(2015). Cada fieltro de carbono se sumergi6 en una solucion de 1M HCI
por al menos un minuto o hasta que la superficie se aprecie mojada. Se
enjuagod con agua destilada y se sumergié en otra solucion de 1:1 (v/v)
etanol-agua. En este paso las burbujas empezaron a salir del interior del
fieltro de carbono y comenzd a sumergirse facilmente hacia el fondo del
vaso de precipitado. Con la ayuda de pinzas se removio el fieltro de
carbono y se enjuagd nuevamente con agua destilada. Se colocaron los
fieltros de carbono en otro vaso de precipitado con agua destilada y se llevo
a sonicar por alrededor de 5 minutos a una frecuencia de oscilacion de
42KHz. Los fieltros de carbono se retiraron del vaso de precipitado con
ayuda de pinzas y se dejaron sobre una superficie absorbente, para remover
el exceso de agua. Luego de esto los fieltros de carbono se utilizaron para

su modificacién electroguimica.

3.3. Modificacion de electrodos por voltametria ciclica y evaluacion por

microbalanza de cristal de cuarzo

Fieltros de carbono (5cmx5cmxlcm) se utilizaron como electrodos de
trabajo y se modificaron en un sistema de 3 electrodos por voltametria
ciclica. La voltametria ciclica es una de las técnicas utilizadas dentro de la

electroquimica para la modificacion de ciertas superficies con grupos
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funcionales pero también ha sido muy utilizada en la electroquimica
microbiana para estudiar la transferencia de electrones que ocurre entre los
microorganismos/biofilms y el &nodo dentro de las celdas de combustible
microbianas (Fricke, Harnisch, & Schroder, 2008; Labelle & Bond, 2005;
Lopez Zavala, Gonzalez Pefia, Cabral Ruelas, Delgado Mena, & Guizani,
2019). EIl contacto eléctrico en estos fieltros de carbono se consiguid
pasando un cable de titanio en medio del grosor (1cm) del fieltro,
sosteniéndose en el cable gracias a la forma de gancho en el extremo
inferior (ver figura 5). Como electrodo de referencia se utilizo Ag/AgCl y
como electrodo auxiliar una malla de titanio (Ti) enrollada. El electrolito
utilizado fue una solucion con 100mM KCI, 5mM de rojo neutro o azul de

toluidina.

Figura 5. Fotografia del fieltro de carbono utilizado y el cable de titanio
(izquierda) y esquema del fieltro con el cable de titanio insertado

(derecha)

Los parametros para la ejecucién de la voltametria ciclica son las que se

muestran en la tabla 1.
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Tabla 1. Condiciones para la modificacion y caracterizacion con rojo

neutro o azul de toluidina.

Modificacién | Caracterizacion
Potencial inicial 05V 04V
Potencial alto 1.2V -0.8V
Potencial bajo 05V 04V
Velocidad de escaneo 0.02 VIs 0.1VI/s
Ciclos 5 3

Se realiz6 adicionalmente una evaluacion de la modificacion utilizando una
microbalanza de cristal de cuarzo QCA922A (Seiko EG&G Co., Ltd.,
Japan). Con ello se utilizaron laminas de cristal de cuarzo 9-MHz AT
recubiertas con carbono (Seiko EG&G), siendo el area proyectada del
electrodo de 0.196 cm? Se utilizaron los mismos parametros para la
modificacion y se utilizo principalmente el cambio de la frecuencia para
analizar la modificacion con ambos monomeros. La ecuacion de Sauerbrey
(Mecea, 2006) fue utilizada para convertir el cambio de frecuencia en masa

adsorbida y finalmente en nmol.

3.4. Disefio e Instalacion de celdas electroquimicas o reactores

Los reactores que se utilizaron fueron de una sola cAmara y fueron adaptados
para funcionar como celdas electroquimicas de 3 electrodos, en donde los
fieltros de carbono funcionaron como electrodos de trabajo, como electrodo

auxiliar se utilizé 30cm de cable de platino (Pt) enrollado, y como electrodo
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de referencia se utiliz6 Ag/AgCI. Todas las partes que componen cada
reactor se limpiaron con alcohol al 70%, y se colocaron dentro de una cabina
de flujo laminar. Las partes se dejaron bajo luz UV por al menos 20 minutos.
Se ensambld cada reactor completamente dentro de la cabina de flujo
laminar. Una vez ensamblados, los reactores se llenaron con 100mL de
solucion buffer esteril conteniendo 1200mM buffer fosfato pH7 y 80mM KClI
con la ayuda de una jeringa de capacidad de 50mL. Este medio se utiliz6
para poder diferenciar las reacciones de oxidacion que ocurran sobre el
sustrato. Luego, el indculo de Shewanella oneidensis MR-1 se adicionod a
cada reactor. Se colocaron tapones de goma para sellar el sistema y sostener
el cable de titanio que conecta el electrodo de trabajo; y para permitir el
escape de gases se colocO tapones esteriles Silicosen® que a su vez
protegieron para que no entren contaminantes al sistema. EI sustrato se
adiciond luego de 6 horas de que se adiciono el microorganismo. Se calculd
la cantidad necesaria para obtener cerca de 10mM de sustrato en cada

reactor.
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Tratamientos con lactato

n MJ Ll L

SL NRL ATL

Mediador redox: g Rojo neutro Azul de toluidina

Tratamientos con acetato

n\ﬁ | ]
ARl

Mediador redox: @ Rojo neutro Azul de toluidina

Figura 6. Esquema de los tratamientos realizados con lactato o acetato
como sustrato y con fieltros de carbono no modificados con mediador
redox (SL, SA) y modificados con 2 mediadores redox distintos: rojo

neutro (NRL NRA) y azul de toluidina (ATL, ATA).

3.5. Cultivo y cosecha de Shewanella oneidensis MR-1

Se utilizé una cepa de Shewanella oneidensis MR-1 (Riken BioResource
Research Center JCM, Japon) para la evaluacion de los sistemas
bioelectroquimicos. De acuerdo con el proveedor se rehidrato el pellet con
1mL de caldo nutritivo utilizando una pipeta Pasteur estéril y luego se
transfirio la suspension a una placa TSA (tryptic-soy-agar), y el excedente

a tubos con caldo Lura-Bertani (LB). A partir de esta placa se recogié una
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colonia y se repico en tubos con caldo Luria Bertani (LB). Una vez que se
detect turbidez en el tubo con el cultivo se evalu6 la densidad 6ptica (DO)
de estas muestras utilizando un espectrofotometro a una longitud de onda
de 600nm. Una vez que se obtuvo una DO alrededor de 0.5 se transfirio
1mL a un matraz Erlenmeyer con 100mL de caldo LB. Se dejé incubando
por 20h este cultivo a 30°C. Luego se distribuyeron los 100mL en dos tubos
cbnicos para centrifuga de 50mL de capacidad y se centrifugd a 3000rpm
por 15-20 minutos. Se lavo el cultivo resuspendiéndolo en buffer fosfato
salino y se llevé a centrifugar nuevamente. Este paso se repitio dos veces.
Finalmente, se resuspendieron las células y se juntaron en un solo tubo
llevandolo a un volumen final de 40mL del mismo medio que se colocé en
los reactores (100mM buffer fosfato pH7 y 80mM KCI). Esto sirvio como

indculo concentrado para los reactores.

3.6. Conteo celular

Se realizaron diluciones seriadas hasta 104 en buffer fosfato salino. Las
Gltimas cuatro diluciones se utilizaron tomando 100uL y sembrandolo en
placas con agar LB con ayuda de un asa de drigalski. Luego de dias de
incubacion a 30°C se realizé el conteo de las colonias para calcular las

unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro (UFC/mL).
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3.7. Monitoreo de las celdas electroquimicas por cronoamperometria y

voltametria ciclica

Una vez que las celdas electroquimicas estuvieron listas (con medio en un
principio) en donde como electrodo de trabajo se utilizo los fieltros de
carbono (modificados y no modificados), como electrodo de referencia
Ag/AgCl, y como electrodo auxiliar un cable de platino (Pt), se
configuraron los parametros principales. El potencial aplicado fue de 0.1V
y se mantuvo constante durante la cronoamperometria. Los parametros
para la evaluacion de los fieltros de carbono (electrodo de trabajo) por
voltametria ciclica fueron un -0.8 a 0.4V a una velocidad de escaneo de
0.1V/s por 3 ciclos. EI monitoreo de estos sistemas fue diario y también se
tomaron muestras para estimar la concentracion de lactato, acetato y el
valor de pH. Luego que se agoto el sustrato, los sistemas se dejaron por un
periodo sin adicionar mas sustrato para evaluar el stress en el biofilm y su
adaptacion. Luego de este periodo de stress por falta de sustrato, se
adiciond el volumen necesario para obtener 5mM de sustrato en el sistema

y se continué monitoreando de la misma manera.

A partir de los datos obtenidos por cronoamperometria se calcul6 la
eficiencia coulombica de acuerdo a Watson & Logan (2010). La eficiencia
coulémbica (%) es definida como el total de coulombs calculados
integrando la corriente a lo largo de un tiempo (Cexp) dividida por la
cantidad teorica de coulombs que pueden ser producidos por acetato o por

lactato (Cth).
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CE (%)= C../Cn x 100

En donde el valor teorico esta definido por:

Cn = FVbiMi

donde F es la constante de Faraday (96 485 C/mol,electrons), bi es el
namero de electrones producidos por mol de sustrato (acetato=8; lactato=4
para MR-1, y 12 mol e-/mol para cultivos mixtos). “Mi” es la
concentracion del sustrato (mol/L), y “v” el volumen del liquido en la

camara anodica (L).

3.8. Medicion de la concentracion de sustrato

Se utilizaron kits enzimaticos para calcular la concentracion de lactato y
acetato. Para medir la concentracion de lactato se utilizo el kit “Lactate
Assay Kit-WST” (Dojindo Laboratories, Japan). Al inicio, se prepard una
curva de calibracion utilizando el standard del kit a una concentracion de
10mM, y se realizaron diluciones seriadas para llegar a las siguientes
concentraciones: at 1mM, 0.5mM, 0.25mM, 0.125mM, 0.0625mM,
0.0313mM, and 0.0157mM. Las muestras fueron diluidas a 10 para que
el valor esté dentro del rango de la curva de calibracion. Finalmente, 80uL
de la solucién de trabajo del kit se mezclaron con 20uL de muestra o de los
estandares preparados, en microplacas de 96 pozos. Se dejé incubando por

30 minutos a 37°C.
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3.9.

El kit utilizado para estimar la concentracion de acetato es EnzyChrom™
Acetate Assay Kit EOAC-100 (BioAssay Systems, USA). La solucion
estandar del kit a 200mM fue utilizada para preparar la curva de
calibracion. Se diluy6 este estandar a 4mM, 8mM, 12mM, 16mM, and
20mM. Para preparar la solucion de trabajo en este kit se tomaron para cada
reaccion 90uL de buffer de ensayo, 5pL enzima A, 1puL Enzima B, 1pL
reactivo colorante, 1L solucion de ATP (todos incluidos en el Kit). 90pL
de esta solucién de trabajo se mezclara con 10puL de muestra en
microplacas de 96 pozos y daran lugar a un cambio de color luego de 30

minutos de incubacion a temperatura ambiente.

Analisis del biofilm basado en el gen 16S rRNA

El analisis del biofilm se baso en el analisis del gen 16S rRNA, el cual se
secuencid por secuenciamiento de siguiente generacion (NGS, next
generation sequencing). Las muestras se recogieron en 2 momentos
distintos del experimento. Las primeras muestras que se tomaron fueron
1.5mL del medio al final de la fase 2, luego del periodo de estrés provocado
por falta de sustrato, antes de adicionar nuevamente méas sustrato a cada
uno de los sistemas. El resto de las muestras se tomaron al finalizar la fase
3, considerando fieltros de carbono (FC) y 45mL del medio (M). Los 45mL
del medio se centrifugaron a 3000rpm por 20 minutos y se resuspendieron
en solucion salina. Los fieltros de carbono fueron divididos en dos tipos:
muestras para secuenciamiento (un trozo de fieltro de carbono cortado

0.5x0.5cm) y muestras para cultivo y conteo en placa (fibras de fieltro de
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carbono tomadas con pinza de toda la superficie hasta recoletar en un tubo
para centrifuga de 1.5mL de capacidad un 10% del peso original del

fieltro).

Para el andlisis del gen 16S rRNA, al inicio se extrajo el ADN total de las
muestras colectadas de fieltro de carbono. Para ello, se utilizé el kit Extrap
Soil DNA Kit Plus ver.2 y se sigui6 el protocolo indicado por el productor.
La concentracion de ADN obtenida luego de la extraccion se midié por el
kit PicoGreen dsDNA Assay Kit (Invitrogen). Estas muestras de ADN se
enviaron a los laboratorios de la division de Investigacion Ambiental de
una empresa localizada en Japon para el andlisis por QP-PCR, una
aproximacion basada en qPCR utilizando sondas TagMan. El sistema de
andlisis fue Rotor-Gene Q(QIAGEN) con el software de analisis Rotor
Gene Software. Los primers utilizados fueron los mismos reportados por
Ritalahti et al. (2006). Como forward primer se utiliz6 Bacl055YF y
reverse fue Bac1392R, y la sonda Bacl115Probe (Ritalahti et al., 2006).
Las secuencias fueron analizadas y se utiliz6 RDP (Ribosomal Database
Project) Classifier que clasifica las secuencias del gen 16S rRNA de
acuerdo a la taxonomia propuesta por Bergey en “Taxonomic Outline of
the Prokaryotes” (Wang, Garrity, Tiedje, & Cole, 2007). Se utiliz6 a su vez
la base de datos “Greengenes” (McDonald et al., 2012) y “Silva living tree”

(Yilmaz et al., 2014) para el analisis de homologia y Blast a nivel de género.
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4. RESULTADOS
4.1. Modificacion por voltametria ciclica
Se evalud la modificacion con ambos mediadores utilizando una balanza de
cristal de cuarzo y los resultados se muestran en la figura 7. La inmovilizacion
del azul de toluidina sobre la superficie del electrodo ocurrié de manera

homogénea en cada ciclo (figura 7A) que se demuestra en la caida de la
frecuencia (F) con un AF final de 72.89Hz (Figura 7C). En el caso de la
inmovilizacion de rojo neutro, la frecuencia disminuye hasta la culminacion del
primer ciclo y empieza a aumentar en el segundo ciclo (figura 7D). Este

aumento en la frecuencia denota una desorcion de las moléculas de la superficie

del electrodo gue se detiene hacia el final del ciclo 3. Nuevamente se ve que en

el ciclo 4 y 5 la frecuencia disminuye dando un AF final de 51.28Hz. De

acuerdo con la ecuacion de Sauerbrey se calculd que se depositd 192nmol de

rojo neutro y 257.7nmol de azul de toluidina.
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Figura 7. Voltamogramas de la modificacion con azul de toluidina (A) y rojo
neutro (B) utilizando una placa de cristal de cuarzo recubierta con carbono
como electrodo (seccion 3.3). Frecuencia (Hz) vs. tiempo (segundos) como eje

secundario durante la modificacion con azul de toluidina (C) y rojo neutro (D).
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En la modificacion sobre la superficie del fieltro de carbono las corrientes de
oxidacion fueron mas altas en la modificacion con rojo neutro. En el caso de la
modificacion con azul de toluidina también se observaron corrientes de
oxidacion, pero con valores més bajos (Figura 8). La diferencia con respecto al
voltamograma mostrado en la figura 7 se debe a la configuracién de los
electrodos. La superficie del fieltro de carbono no es homogénea, el grosor de
éste es de aproximadamente 1cmy no necesariamente los mediadores redox van
a reaccionar en cada fibra ya que también depende del contacto con el cable de

titanio que atraviesa el fieltro.
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Figura 8. Voltamograma durante la modificacion electroquimica con rojo

neutro NR(A) o NR(L), y azul de toluidina en el fieltro de carbono.

Luego de la modificacion se evaluaron los fieltros de carbono modificados en
buffer fosfato (pH7) y se pudo identificar picos de corriente caracteristicos del

mediador utilizado. La modificacién con rojo neutro mostro picos a potenciales
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cercanos a -400mV y -600mV, mientras que en el caso de la modificacion con

azul de toluidina fue de alrededor de 35mV y -200mV.
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Figura 9. Voltamogramas luego de la modificacion de la superficie del
fieltro de carbono. TB corresponde al electrodo modificado con azul de

toluidina, RNA y RNL con rojo neutro, y Barel y Bare 2 sin modificacion.

4.2. Cronoamperometria y eficiencia Coulumbica

En la figura 10 se muestra la primera fase en la que la corriente aumenta
inmediatamente después que se adiciona el sustrato, evidenciando la oxidacion
de éste. Los tratamientos con lactato generaron corrientes de oxidacion mas
altas y por un tiempo mas prolongado que los tratamientos con acetato. Dentro
de los tratamientos con lactato, el tratamiento ATL fue el que tuvo el pico de
oxidaciéon mas alto al dia 23 (0.1527mA) y disminuy6 al dia 28 (0.0223mA). El
tratamiento RNL tuvo un pico de oxidacién al dia 17 (0.07437mA) y disminuyd
antes que el tratamiento ATL. En cambio, el tratamiento SL tuvo las corrientes
mas bajas entre los tratamientos con lactato, pero no se dio una caida en la

corriente como en los otros tratamientos llegando al dia 30 a 0.05059mA.
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Figura 10. Corriente durante la primera fase, en miliamperios, producida en

los tratamientos con lactato (SL, RNL, ATL) y acetato (SA, RNA, ATA) en

donde las reacciones de oxidacion se producen en los electrodos no

modificados (SL, SA) y modificados con rojo neutro (RNL y RNA), y azul de

toluidina (ATL, ATA).

En la figura 11 se muestra el aumento de la corriente luego que se adiciono el
sustrato para iniciar la tercera fase de” recuperacion del sistema”. En esta fase
los tratamientos con lactato mostraron las corrientes con los valores mas altos,
especialmente el tratamiento ATL que mostr6 un pico de oxidacion de
0.01498mA al dia 74. Los tratamientos SL y RNL alcanzaron valores alrededor
de 0.00316mA al dia 74, disminuyendo antes que el tratamiento ATL, el cual al
dia 76 tuvo una caida abrupta en la corriente. Luego de esa caida abrupta, todos
los tratamientos disminuyeron sus corrientes hasta llegar alrededor de OmA al

dia 84-86.
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En cambio, los tratamientos con acetato no lograron generar corrientes de
oxidacion tan altas como los tratamientos con lactato y el tiempo fue mas corto.
Para el dia 65 el tratamiento ATA tuvo una corriente de oxidacion maxima de
0.63pA y continud disminuyendo hasta el dia 66. Por otro lado, los tratamientos
SA y RNA tuvieron picos de oxidacion al dia 67 (1.037pA y 0.969uA,

respectivamente) y la corriente disminuyo al dia 68.
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g 0.006 —RNA
S 0.004 —RNL
0.002 —ATL
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-0.002
-0.004
58 63 68 73 78 83 88

Tiempo (dias)

Figura 11. Corriente durante la tercera fase, en miliamperios.

La eficiencia coulimbica en la fase 1 y fase 3 se muestra en la figura 12. Se
puede ver que el tratamiento ATL tuvo una eficiencia total de 102.7%, la méas
alta de los tratamientos con lactato. El fieltro de carbono sin modificacion
alguna obtuvo la menor eficiencia coulimbica, pero en la fase 3 todos los

tratamientos disminuyeron.
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Figura 12. Eficiencia coulimbica en porcentaje (%)

4.3. Consumo de lactato y acetato

La figura 13A y 13B muestran la concentracion de los sustratos en el medio
(lineas enteras) a lo largo del tiempo en la fase 1 y 3, respectivamente. El lactato
en los tratamientos SL RNL y ATL lleg6 a consumirse totalmente alrededor del
dia 22 y acumulo concentraciones de acetato de mas de 20mM. En cambio, en
los tratamientos en donde se adicioné acetato, la concentracion de este sustrato
se mantuvo alta al dia 22, alrededor de 7mM en los tres tratamientos (SA, RNA,
ATA). Estos resultados tienen coherencia con las curvas de corriente ya
mostradas (figura 10 y 12, lineas punteadas) en donde las corrientes de
oxidacién fueron mayores en los tratamientos con lactato que los tratamientos

con acetato, demostrando una mayor oxidacién de lactato. No obstante, el
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consumo de lactato en el tratamiento SL fue muy similar al tratamiento ATL,

sin haber presentado valores de corriente tan altos como ATL.

El mismo comportamiento se ve en la figura 13B, en donde los tratamientos con
lactato consumen el sustrato totalmente al dia 87 y coincide con la caida en la
corriente. Sin embargo, este consumo fue mas lento que en la primera fase.
Adicionalmente al consumo de lactato, se pudo ver un consumo de acetato, el
cual no se detectd en los tratamientos SL, RNA y ATL ya que al final del dia
22 todos estos tratamientos acumularon concentraciones mayores a 20mM de
acetato, que no necesariamente fueron consumidos durante la segunda fase del

experimento.

Cabe resaltar que en la primera fase del experimento (figura 13A) no se pudo
obtener en muchos casos mediciones por duplicado debido a un error en la
conservacion de la muestra. En la fase 3 de “recuperacion del sistema” (figura

13B) este problema no se repitio.
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Figura 13. Concentracion de acetato (SA, RNA, ATA) y lactato (SL, RNL, ATL)
en las muestras colectadas del medio de cada tratamiento durante la fase 1 (figura
13A) y fase 3 “recuperacion del sistema” (Figura 13B). Las lineas punteadas

representan la corriente ya mostrada en la figura 10 y 11. La figura 13B muestra

adicionalmente la concentracion de acetato remanente en los tratamientos SL (),
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RNL (@) y ATL (). Solo se incluyeron las concentraciones menores y cercanas

a 20mM de acetato.

4.4. Estabilidad de la modificacién por voltametria ciclica

En la figura 14 se muestran los voltamogramas tomados en los dias en los que
se vieron cambios en las corrientes de la figura 10 y se pueden ver los cambios
que los electrodos demostraron a lo largo de la duracion de los tratamientos. Las
curvas con los tonos més claros son aquellas tomadas mas cerca al inicio de los
tratamientos, y los tonos méas oscuros los mas cercanos al final del experimento.
La corriente en todos los casos disminuyo a lo largo del experimento. En cuanto
a la forma de las curvas, en ninguno de los casos se detectaron picos de

oxidacion o reduccion a la velocidad de escaneo que se aplicé (100mV/sec).
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Figura 14. Voltamogramas de los tratamientos realizados a lo largo del tiempo.

Solo se muestran las curvas en donde se detectdé un cambio en su corriente. La

Gltima medicion en los tratamientos con acetato ocurri6 el dia 69, mientras que en

los tratamientos con lactato se realizo el dia 89.

4.5. Estructura del biofilm

Para este analisis se consideraron dos tipos de muestra: fibras de los fieltros de

carbono y medio (solucién) de los reactores. Los microorganismos presentes

en todas las muestras analizadas pertenecen al phylum Proteobacteria (>97%
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de reads en cada tratamiento), con una baja representacion del phylum

Actinobacteria (<3% de reads), Bacteroidetes ( < 1%), entre otros. En la figura

16 y 17 se muestran los resultados del secuenciamiento del gen 16S rRNA a

nivel de familia y de género, respectivamente.
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Figura 15. Resultados del secuenciamiento del gen 16S rRNA. Dentro de todos
los tratamientos se incluyen los resultados del analisis de muestras de
medio (M) o fieltros de carbono (FC) colectadas al final de la fase 2 o fase

3.

El analisis a nivel de género con la base de datos “Silva Living Tree” o “Silva”
permitioé identificar 80 OTUs distintos. En todos los tratamientos se ve la presencia
de Pseudomonas, Shewanella, Variovorax, Phyllobacterium, Cupriavidus, y Delftia

(figura 16). Las especies de Pseudomonas identificadas fueron Pseudomonas
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veronii, Pseudomonas geniculata, y Pseudomonas hibiscicola. En el caso de

Shewanella, se identificdé Shewanella oneidensis y su porcentaje es mayor en las

muestras de fieltro de carbono (3.FC), pero no llega a ser el microorganismo

predominante en ningun caso, contrario a lo que se esperaba, especialmente en los

tratamientos con

lactato.

El género Variovorax tiene mayor presencia en los tratamientos alimentados con

lactato.

El género Cupriavidus

Cupriavidus basilensis.
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Figura 16. Resultados del analisis del gen 16S rRNA a nivel de familia utilizando

la base de datos “SILVA”. Dentro de todos los tratamientos se incluyen los
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resultados del analisis de muestras de medio (M) o fieltros de carbono (FC)

colectadas al final de la fase 2 o fase 3.

En las tablas 2 al 4 se detallan los géneros que estuvieron presentes exclusivamente
en los fieltros de carbono modificados con azul de toluidina (tabla 2), rojo neutro
(tabla 3), o sin modificacion (tabla 4). Los fieltros modificados no presentaron la

misma cantidad de géneros que los fieltros de carbono no modificados.

Tabla 2. Géneros identificados solo en los tratamientos con los fieltros de
carbono modificados con azul de toluidina y el porcentaje que cada OTU

representd dentro del biofilm de cada muestra.

Tratamiento Género Especie Muestra %0TU
Solo en ATL Rhodococcus  Rhodococcus cercidiphylli ATL.3. CF 0.0284%
Nitrolancea Nitrolancea hollandica ATL.3. CF 0.0057%
Solo en  Desulfotignum  Desulfotignum toluenicum ATA.3.FC 0.0082%
ATA  Sulfurovum Sulfurovum lithotrophicum ATA.3.FC 0.0082%

Pseudonocardia Pseudonocardia ammonioxydans ATA.3.FC 0.0082%
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Tabla 3. Géneros identificados solo en los tratamientos con los fieltros de

carbono modificados con rojo neutro y el porcentaje que cada OTU representd en

cada muestra.

Tratamiento Género Especie Muestra  %O0TU
Eoetvoesia Eoetvoesia caeni RNL.3.FC 0.0058%
Solo en RNL - - - ——
Sphingobium Sphingobium jiangsuense RNL3.FC 0.0058%
Solo en RNA Desulfobacter Desulfobacter vibrioformis RNA.3.FC 0.0065%
Spirochaeta Spirochaeta smaragdinae RNA.3.FC 0.0065%
Tabla 4. Géneros identificados solo en los tratamientos con los fieltros de
carbono no modificados y el porcentaje que cada OTU represento en cada
muestra.
Tratamiento Género Especie Muestra  %OTU
Desulfarculus Desulfarculus baarsii SL.3.FC  0.0055%
Halomonas Halomonas shengliensis SL.3.FC  0.0055%
Solo en SL  Nitratireductor Nitratireductor aquimarinus ~ SL.3.FC ~ 0.0110%
Xenophilus Xenophilus aerolatus SL3.FC  0.0055%
Stappia SL3.FC  0.0331%
Nitriliruptor Nitriliruptor alkaliphilus SL.3.FC  0.0055%
Solo en SA  Arenibacter Arenibacter troitsensis SA.3.FC  0.0052%
Sunxiuginia Sunxiuginia elliptica SA3.FC  0.0052%
Stappia SA3.FC  0.0052%
Mariniphaga Mariniphaga anaerophila SA3.FC  0.0052%
Azoarcus SA3.FC  0.0052%
Ambos Alcaligenes SA3.FC  0.0104%
Stappia Stappia taiwanensis SA.3.FC  0.0052%
Alcaligenes SL.3.FC  0.0386%
Stappia Stappia taiwanensis SL.3.FC  0.0331%
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5. DISCUSION

5.1. Modificacion por voltametria ciclica y su estabilidad

Durante la modificacién de la superficie de los electrodos (figura 7A, 7B y 8)
se obtuvieron picos de oxidaciébn mas altos alrededor de potenciales de
1000mV (figura 7 y 8). Sin embargo, estas corrientes pueden estar muy
probablemente relacionadas a la oxidacién del agua para formar gas oxigeno
ya que sucedieron a potenciales muy cercanos a esta reaccion (1.23 vs. SHE=
-1.033V Ag/AgCl) (Lopez Zavala et al., 2019). Esta reaccion podria afectar a
la inmovilizacion del mediador redox en la superficie del electrodo, como se
vio especialmente en el caso del rojo neutro (figura 6D), que tuvo ciclos de
desorcion que generé al final que solo 192nmoles fueran inmovilizados en el
electrodo del QCM, alrededor de 65nmoles menos que en el caso de la
modificacion con azul de toluidina. Por otro lado, la caracterizacion luego de
la modificacion mostrd corrientes con valores negativos alrededor de -800mV
dentro de los voltamogramas de la figura 9. Estas corrientes podrian estar
relacionadas a la reduccion del agua y a la generacion de gas hidrégeno (0 vs.

SHE= -0.197V Ag/AgCl).

No se detectaron los picos de oxidacion de la figura 9 en la figura 14 ya que las
condiciones de las mediciones fueron distintas en ambos casos. Las mediciones
de la figura 14 se realizaron en presencia de Shewanella y del sustrato, en donde
la oxidacidn de este Gltimo genera corrientes mas altas. Hay muchos factores a
tomar en cuenta al tratar de explicar las diferencias de los voltamogramas

obtenidos con respecto a otros estudios, como el tipo de material del electrodo,
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la velocidad de escaneo aplicado, el tipo de sustrato y la conductividad de la
solucion en el anodo (Lépez Zavala et al., 2019). En el estudio de Carmona et
al. (2011) tampoco fue posible interpretar los resultados de la voltametria
ciclica con facilidad. En tal estudio aplicaron una velocidad de escaneo de
1mVs? utilizando colonias de Shewanella oneidensis MR-1 wild type y
mutadas, en presencia y ausencia de sustrato. En presencia de sustrato el
incremento en la densidad de corriente ocurri6 en menos de un orden de
magnitud. Este resultado fue interpretado como una baja actividad
bioelectrocatalitica de S. oneidensis. Sin embargo, explican que la alta corriente
de fondo en los resultados fue consecuencia de la matriz de exo-polisacaridos
y de restos microbianos aun activos (Carmona-Martinez et al., 2011). Esto
también podria explicar en parte los resultados obtenidos ya que se obtuvo una
capacitancia alta al inicio (dia 1) y la corriente de fondo posiblemente no
permitid reconocer los picos esperados. La alta capacitancia inicial podria ser
explicada por la alta concentracion de iones, como H* , en la superficie del
electrodo (Lopez Zavala et al.,, 2019) que luego fue disminuyendo con el
tiempo por la formacion del biofilm sobre los fieltros de carbono. Lpez et al.
(2019) por el contrario, utilizaron la voltametria ciclica para explicar el
comportamiento de una celda microbiana de cdmara alimentada con agua
residual. Los voltamogramas fueron muy similares a este estudio, y aplicaron
velocidades de escaneo de 25 mVs? y 50 mVs ya que velocidades menores a
las mencionadas ocasionaria ruidos en las mediciones y también el sistema
podria cambiar tanto que seria dificil analizar las reacciones que ocurren

(L6pez Zavala et al., 2019). El estudio de Fricke et al., (2008), por el contrario,
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muestra voltamogramas con picos de oxidacion bien definidos que representan
cuatro sistemas redox en Geobacter sulfurreducens. Esto lo consigue con

velocidades de escaneo de 1mVs™ (Fricke et al., 2008).

5.2. Evaluacion de los sistemas

Los tratamientos con lactato tuvieron una mejor generacién de corriente que
los tratamientos con acetato, como se esperaba, ya que Shewanella oneidensis
MR-1 es capaz de metabolizar lactato (Pinchuk et al., 2011; Tang et al., 2007),
y fue el microorganismo predominante al inicio. A pesar que la oxidacion de
acetato a CO libera 8 electrones, 2 electrones mas versus a la oxidacion de
lactato a acetato que libera 4 electrones (Watson & Logan, 2010), en los
tratamientos con acetato la corriente fue muy baja, evidenciando que el acetato
no se estaba oxidando completamente. Estos resultados son coherentes con los

resultados de la concentracion de acetato al final de la fase 1y 3.

La oxidacion completa de lactato a CO- , sin acumulacion de acetato, se puede
obtener en cultivos mixtos (Watson & Logan, 2010) en donde el acetato
producido por Shewanella es consumido por otro(s) microorganismo(s) .En los
resultados del presente estudio, a pesar de la presencia de otros
microorganismos ambientales junto con Shewanella, se evidencié la
acumulacion de acetato al final de la fase 1. Al final de la fase 3 se ve una
acumulacion de acetato, pero las concentraciones no son tan altas como al final
de la fase 1. Esto puede explicarse en parte a la menor concentracién de lactato
afiadido a los reactores en la fase 3. Ademas, la fase 2 sirvio como una fase de

adaptacion del biofilm para consumir el acetato acumulado, y se perdi6é un poco
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la capacidad de oxidar lactato, por ello en la fase 3 se consiguié consumir casi
la mitad de la concentracion inicial de la fase 1 en 10 dias mas (comparar figura

13y figura 14).

A pesar de esta diferencia, en la figura 16, se puede ver que en los tratamientos
donde no se adiciono lactato, sino solo acetato (SA, RNA, ATA), Shewanella
fue capaz de permanecer en la superficie de los fieltros de carbono al igual que
en los tratamientos SL, RNL y ATL. Esto quiere decir, que Shewanella desde
el principio pudo establecerse sobre la superficie y permanecer en los

tratamientos alimentados con acetato.

La modificacion de la superficie del electrodo tuvo un efecto positivo,
incrementando la corriente y eficiencia coulimbica en los tratamientos con
lactato en la fase 1. Este incremento a lo largo de los dias es consecuencia de
la formacion de un biofilm electroactivo (Dulon, Parot, Delia, & Bergel, 2007)
y que no necesariamente denota la actividad de todos los microorganismos
componiendo el biofilm, sino solo de los que pueden transferir electrones hacia
el electrodo. La modificacion con azul de toluidina dio los mejores resultados,
posiblemente por una mejor reversibilidad de éste. En la figura 9 la curva
morada “TB” posee un pico de oxidacion y reduccion que demuestra esta

reversibilidad.

En la fase 3 no se lograron eficiencias coulimbicas tan altas en ninguno de los
fieltros de carbono modificados o no. No se puede determinar si los mediadores
redox aln se encontraban inmovilizados al final de la fase 3 ya que no se

pudieron evaluar los picos en los voltamogramas de la figura 14.
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5.3. Estructura del biofilm

Cuando se realizo el andlisis a nivel de familia y género, se utilizaron dos bases
de datos, “Greengenes” y “Silva living tree” (o “Silva”). Al utilizar
“Greengenes” se pudo identificar 53 géneros distintos, mientras que con
“Silva” se identificaron 80 géneros distintos. Esta diferencia se puede explicar
a que cada base de datos cuenta con un nimero distinto de secuencias. Al 2018,
Park & Won (2018) reporta que “Greengenes”contiene alrededor de 99,000
secuencias y que no ha sido actualizada desde el 2013. En el caso de Silva, la
actualizacion de la base de datos es constante, y para 2018 contaba con 190,000
secuencias. En su estudio comparativo Park & Mon (2018) determinaron que,
si bien “Greengenes” predecia un menor nimero de generos que el real, “Silva”
por su parte daba mas falsos negativos. Sin embargo, Silva esta en constante
actualizacion y revision, por lo que fue considerado para el analisis de los datos
en esta investigacion. Un criterio adicional fue la precision en la identificacion
de Shewanella oneidensis. Mientras que en el analisis a nivel de especie bajo
“Silva” se logré identificar Shewanella oneidensis. En cambio, con

“Greengenes” solo se logro identificar a nivel de género Shewanella.

Una de las diferencias mas resaltantes entre los tratamientos fue el mayor
porcentaje de Cupriavidus basilensis en los tratamientos que tenian los
electrodos modificados con rojo neutro. Esta especie ha sido utilizada en celdas
de combustible microbiano dando buenos resultados al utilizar acetato y fenol

como sustratos (Friman, Schechter, loffe, Nitzan, & Cahan, 2013). Fue mas
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abundante en las muestras de medio liquido, posiblemente por su caracteristica

de aerobio (Friman et al., 2013).

Por otro lado, Stenotrophomonas estuvo en mayor porcentaje en el tratamiento
SL. Un estudio genémico comparativo entre especies del género
Stenotrophomonas (Xanthomonadaceae) encontrd miembros con genes
relacionados al sistema rpf/DSF para quorum sensing, a la biosintesis de
polisacaridos y lipopolisacéridos involucrados en la formacion de biofilms y
de capsula, y bloques de genes codificantes para flagelo y algunos para
fimbriae (Alavi et al.,, 2014). A pesar que todas estas caracteristicas le
permitirian desarrollarse en un biofilm, solo en el tratamiento SL pudo
desarrollarse mejor. Fueron muy pocos los géneros identificados como
exclusivos de los biofilms en los fieltros de carbono modificados (tablas 2-4).
En el caso de los tratamientos con azul de toluidina, el nimero de géneros
“exclusivos” incrementa si se consideran las muestras del medio liquido, sin
embargo, en el biofilm el nimero disminuye considerablemente (ver anexo 6).
Cabe la posibilidad que el medio liquido de los tratamientos ATL y ATA hayan
contenido también cierta concentracion de azul de toluidina, producto de la
desorcion del mediador redox y que esto haya contribuido a las corrientes altas

registradas.

La presencia de Shewanella no sigue una tendencia en especial entre los
tratamientos. A pesar de que se ha reportado que Shewanella oneidensis MR-1
no es capaz de utilizar acetato como sustrato y fuente de energia, se puede ver

que en los tratamientos que se iniciaron solo con acetato como Unico sustrato,
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Shewanella permanecié en el biofilm. Esto podria deberse en principio a la
capacidad de Shewanella para formar biofilms, la capacidad protectora de toda

la matriz del biofilm, y la interaccion con otras especies.

Shewanella ha sido descrita como un colonizador primario, junto con
Pseudomonas y Acinetobacter debido a sus valores altos en adherencia y
efectividad en colonizar superficies (Liébana et al., 2016). Incluso en
condiciones dinamicas, Shewanella sp. 13014 fue capaz de formar biofilms
gruesos, con fibras horizontales caracteristicas (Doghri et al., 2015). Esto
sucede en parte por su habilidad de producir moléculas involucradas en
procesos de Quorum sensing, como N-Acyl-L-homoserin lactona (AHLS), la
cual es producida por muchas otras bacterias gram-negativas (Liébana et al.,
2016). En el caso de Pseudomonas, también posee sistemas de quorum sensing
basados en Acyl-homoserin lactona (AHL) (Masék, Alena, Schreiberova, &
Rezanka, 2014), lo que podria explicar el alto porcentaje de Pseudomonas en

un sistema inoculado con Shewanella.

Se debe tomar en cuenta que las comparaciones entre el porcentaje de
Pseudomonas y Shewanella dentro de una misma muestra no necesariamente
reflejan la abundancia de cada género ya que los resultados no estan
normalizados con el nimero de copias del gen 16S rRNA por genoma en un
género o especie. Dependiendo de la especie y grupos filogenéticos en un
mismo género, el nimero de copias del gen 16S rRNA puede ser variable,
como se vio en el estudio de Bodilis, Nsigue-Meilo, Besaury, & Quillet, (2012).

Incluso se vio que las regiones hipervariables V1 y V3 en Pseudomonas estan
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mas propensas a transferencias laterales, lo que ocasionaria también un sesgo
en la estimacion de la abundancia relativa. En todo caso, para este trabajo solo
se tomaron en cuenta las comparaciones entre tratamientos, pero tomando en
cuenta el mismo género, y no comparaciones entre géneros dentro de un mismo

tratamiento.

Otra posible razén por la que Shewanella permanecié en todos los biofilms es
el potencial de 0.1V aplicado al fieltro de carbono. Se ha reportado un
incremento en la motilidad de microorganismos electrogénicos cuando se
aplican ciertos potenciales a los electrodos. Este incremento en la velocidad y
en las distancias de “nado” se denomina “electrokinesis”, ya que es exclusivo
de microorganismos que tienen la capacidad de transferir electrones hacia
oxidos de metal en estado solido (Harris et al., 2010). Posiblemente todas estas
caracteristicas de Shewanella le permitieron permanecer dentro de los biofilms

y no en el medio (figura 16, barras 1.M y 3M en cada tratamiento).

El valor de este trabajo radica en ser uno de los pocos que se concentra en el
efecto del uso de mediadores redox sobre la composicion final del biofilm en
una celda electroquimica. Se pudo comprobar que, a largo plazo, el uso de
mediadores redox en los electrodos producen ciertas diferencias en la
composicion del biofilm y que depende del mediador redox, como también del
sustrato utilizado. Especialmente, hubo varios géneros que se encontraron

exclusivamente en ciertos electrodos modificados.

Adicionalmente, sirve como un sustento mas al uso de mediadores redox para

la mejora del funcionamiento de las celdas de combustible microbianas.
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Shewanella no fue el género predominante en el medio, ni en el biofilm, no
obstante, hubo una respuesta diferenciada en los tratamientos que contaban con
los electrodos modificados con mediadores redox, y que fueron alimentados

con lactato.

Este tipo de estudio puede servir a futuro para un mejor manejo del desarrollo
de biofilms por adicién de mediadores redox, e incluso, recolectando mas datos
de las variables, poder dirigir el crecimiento de ciertos microorganismos y asi

construir biofilms mas eficientes.
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6. CONCLUSIONES

® | os pardmetros aplicados para la modificacion electroquimica de los
fieltros de carbono permiten inmovilizar el rojo neutro y el azul de toluidina
sobre fieltros de carbono.

® La modificacion de los fieltros de carbono con mediadores redox permitié
la generacidon de corrientes mas altas que los fieltros de carbono sin
modificacion. La modificacion con azul de toluidina, bajo los parametros
considerados en este trabajo, genero las corrientes mas altas seguido por la
modificacion con rojo neutro.

® En los tratamientos SL, RNL, ATL se consumié el lactato totalmente
alrededor del dia 22. En cambio, los tratamientos con acetato no llegaron a
consumirse por completo al mismo dia. Igual ocurrié en la tercera fase del
experimento, en la cual el consumo del lactato fue total.

® |a estabilidad de los electrodos no fue facil de determinar ya que no se
lograron detectar los picos caracteristicos de los mediadores redox
inmovilizados en los fieltros de carbono.

® El anélisis basado en el gen 16S rRNA mostré que los biofilms no
estuvieron dominados por Shewanella oneidensis en ninguno de los
tratamientos, sin embargo, fue detectado incluso en los tratamientos con
acetato, a pesar de ser el sustrato no especifico para esta especie. Géneros
como Pseudomona, Variovorax, Phyllobacterium, Cupriavidus, y Delftia
estuvieron presentes en todos los tratamientos, pero solo Cupriavidus
estuvo en porcentajes particularmente mas altos en los tratamientos con

rojo neutro. Hubo diferencias entre los tratamientos, pero los electrodos
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modificados presentaron menor numero de OTUs “exclusivos”, es decir,

que no se repitieron en otros tratamientos.

6.1. Recomendaciones

® Se recomienda en un futuro evaluar el rol de los microorganismos
ambientales.

® Se recomienda hacer un analisis durante los picos de corriente.

® Para las mediciones bajo voltametria ciclica se recomienda aplicar
distintas velocidades de escaneo para permitir la elucidacién de los

picos representativos a los mediadores redox utilizados.

6.2. Limitaciones

Los resultados de esta investigacion solo aplican a las condiciones

especificas del sistema.
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ANEXO 1: Curva de calibracion para medicion de lactato
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Tabla detallada de las mediciones y concentraciones de lactato calculadas para

la muestra SL

. . Resultgdo. . |Concentraci
Dia Abs 1 Abs 2 Abs 3 Promedio |de la dilucio |,
n on (mM)

0 1.605 1.731 1.668 1.190 11.898
1 1.265 1.265 0.898 8.981
2 1.157 1.157 0.820 8.199
3 0.734 0.711 0.723 0.505 5.054
5 0.597 0.606 0.602 0.418 4.178
7 0.622 0.628 0.625 0.435 4.348
10 0.539 0.535 0.537 0.371 3.711
15 0.228 0.231 0.230 0.148 1.485
22 0.01 0.004 0.007 -0.013 0.000
54 0.754 0.772 0.794 0.773 0.542 5.422
55 0.612 0.659 0.636 0.442 4.424
56 0.615 0.645 0.62 0.627 0.436 4.360
57 0.576 0.581 0.551 0.569 0.394 3.945
59 0.37 0.368 0.369 0.249 2.495
63 0.327 0.308 0.318 0.212 2.122
65 0.212 0.206 0.209 0.134 1.336
69 0.001 0.008 0.004 -0.014 -0.144
85 0.011 0.014 0.017 0.014 -0.008 -0.075




Tabla detallada de las mediciones y concentraciones de lactato calculadas para

la muestra RNL

. . Resultgdo_ . |Concentraci
Dia Abs 1 Abs 2 Abs 3 Promedio ge la dilucio én (M)

0 1.504 0.521 1.50 1.07 10.71

1 1.314 0.115 1.31 0.93 9.34

2 1.322 0.362 1.32 0.94 9.39

3 1.146 0.281 1.15 0.81 8.12

5 1.049 0.468 1.05 0.74 7.42

7 1.048 0.015 1.05 0.74 7.41

10 0.793 0.753 0.77 0.54 5.42

15 0.599 0.616 0.61 0.42 4.22

22 0.013 0.01 0 0.01 -0.01 0.00

54 0.764 0.748 0.788 0.77 0.54 5.37

55 0.69 0.657 0.679 0.67 0.47 4.66

56 0.587 0.564 0.578 0.58 0.40 4.00

57 0.613 0.671 0.604 0.63 0.44 4.38

59 0.396 0.398 0.40 0.27 2.70

63 0.355 0.348 0.35 0.24 2.37

65 0.265 0.266 0.27 0.17 1.75

69 0.026 0.025 0.03 0.00 0.00

85 0.006 0.014 0.012 0.01 -0.01 0.00




Tabla detallada de las mediciones y concentraciones de lactato calculadas para

la muestra ATL

. . Resultgdo., Concentraci
Dia Abs 1 Abs 2 Abs 3 Promedio [de la dilucio |,
n on (mM)
0 1.391 1.391| 0.98928623| 9.89286231
1 1.187 1.187| 0.84160996| 8.41609961
2 1.155 1.155( 0.81844506| 8.18445056
3 1.039 1.039| 0.73447227| 7.34472275
5 1.031 1.031] 0.72868105( 7.28681048
7 0.086 0.078 0.082| 0.04169683| 4.16968293
10 0.078 0.081 0.0795| 0.03988707| 3.98870711
15 0.333 0.337 0.283| 0.31766667| 0.2122967| 2.12296704
22 0.003 0.004 0.0035| -0.0151296 0
54 0.823 0.816 0.963] 0.86733333| 0.61020221| 6.1020221
55 0.635 0.562 0.5985| 0.41559288| 4.15592877
56 0.54 0.568 0.553] 0.55366667| 0.38313788| 3.83137879
57 0.537 0.534 0.591 0.554( 0.38337918| 3.83379181
59 0.37 0.373 0.3715| 0.25126683| 2.51266831
63 0.326 0.313 0.3195| 0.21362386| 2.1362386
65 0.14 0.14 0.14] 0.08368322| 0.8368322
69 0.026 0.029 0.0275| 0.0022441 0.022441
85 0.005 0.017 0.02 0.014| -0.0075286 0
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ANEXO 2: Curva de calibracién para medicion de Acetato
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Tabla detallada de las mediciones y concentraciones de acetato calculadas para

la muestra SA

Concentracion

Dia Abs 1 Abs 2 Abs 3 Promedio Resultado
(mM)
0 0.111 0.115 0.111 0.112 0.929 9.291
1 0.111 0.116 0.114 0.937 9.372
2 0.112 0.113 0.113 0.930 9.303
3 0.121 0.104 0.113 0.930 9.303
S5 0.108 0.098 0.103 0.865 8.647
7 0.103 0.099 0.101 0.851 8.509
10 0.098 0.105 0.102 0.854 8.544
22 0.084 0.081 0.081 0.082 0.720 7.198
56 0.46 0.461 0.462 0.461 3.335
57 0.373 0.383 0.373 0.376 2.751
59 0.321 0.289 0.33 0.313 2.316
63 0.081 0.082 0.149 0.104 0.872
65 0.156 0.166 0.161 1.265
69 0.087 0.086 0.087 0.751




Tabla detallada de las mediciones y concentraciones de acetato calculadas para

la muestra RNA

Dia Abs 1 Abs 2 Abs 3 Promedio ;Eilijgsdo de la fn?l\n/g entracion
0 0.128 0.116 0.106 0.117 0.959 9.501
1 0.105 0.119 0.112 0.927 9.268
2 0.117 0.108 0.113 0.930 9.303
3 0.107 0.092 0.100 0.841 8.406
5 0.1 0.1 0.100 0.844 8.440
7 0.061 0.058 0.060 0.565 5.645
8 0.068 0.067 0.068 0.620 6.197
10 0.058 0.064 0.06 0.061 0.573 5.726
22 0.08 0.081 0.081 0.709 7.095
56 0.475 0.471 0.473 3.418
57 0.406 0.423 0.451 0.427 3.098
59 0.355 0.362 0.359 0.359 2.629
63 0.079 0.081 0.169 0.110 0.911
65 0.177 0.082 0.130 1.048
69 0.085 0.074 0.083 0.081 0.711




Tabla detallada de las mediciones y concentraciones de acetato calculadas para

la muestra ATA

Resultado de la

Concentracién

Dia Abs 1 Abs 2 Abs 3 Promedio dilucion (mM)
0.00 0.12 0.12 0.12 0.98 9.82
1.00 0.11 0.11 0.11 0.90 9.03
2.00 0.10 0.09 0.10 0.83 8.27
3.00 0.07 0.08 0.08 0.07 0.66 6.62
5.00 0.06 0.06 0.06 0.06 0.56 5.61
7.00 0.07 0.07 0.07 0.63 6.30
10.00 0.07 0.08 0.07 0.07 0.67 6.69
22.00 0.08 0.08 0.08 0.73 7.30
56.00 0.44 0.45 0.46 0.45 3.27
57.00 0.37 0.37 0.35 0.36 2.66
59.00 0.26 0.27 0.27 0.27 2.01
63.00 0.08 0.09 0.09 0.08 0.74
65.00 0.08 0.08 0.09 0.08 0.72
69.00 0.08 0.08 0.08 0.08 0.71




Tabla detallada de las mediciones y concentraciones de acetato calculadas para

la muestra SL

. . Resultado de la|Concentracion
Dia Abs 1 Abs 2 Abs 3 Promedio dilucion (mM)

0 0.085 0.085 0.085 0.034 0.389 3-885|

22 22.496
0.344 0.357 0.363 0.304 2.250

59 0.502 0.482 0.512 0.448 3.243 32-434|
85 0.076 0.078 0.077 0.026 0.333 3333
87 0.770 0.810 0.801 0.743 5 279 52.793|

Tabla detallada de las mediciones y concentraciones de acetato calculadas para

la muestra RNL

Dia Abs 1 Abs 2 Abs 3 Promedio ;Eﬁgﬁdo dela E:rr?lr\]/lc): entracion
0 0.72 0.71 0.72 0.67 4.75 47.48
22 0.34 0.37 0.38 0.31 2.31 23.07
59 0.83 0.88 0.90 0.82 5.79 57.88
85 0.08 0.08 0.08 0.02 0.32 3.22
87 0.08 0.08 0.08 0.03 0.36 3.61

Tabla detallada de las mediciones y concentraciones de acetato calculadas para

la muestra SL

. . Resultado de la|Concentracion
Dia Abs 1 Abs 2 Abs 3 Promedio dilucién (mM)

0 0.874 0.904 0.883 0.836 5.923 59.234
22 0.746 0.544 0.685 0.607 4,345 43.453
59 37.288

0.560 0.576 0.571 0.518 3.729

85 0.348 0.321 0.339 0.285 2121 21.208
87 0.096 0.093 0.094 0.043 0.453 4.530




ANEXO 3: Resultados obtenidos durante el analisis del gen 16S rRNA

Resultados luego de la extraccion y purificacion de ADN

Volumen o
peso de Volumen Concentraci
Muestra muestra (L) 6n de ADN
original (ng/ 1 L)
(g or mL)
1.SL.CF 034 ¢ 100 29.5
1.SA.CF 041 ¢ 100 16.3
1.RNA.CF 048 g 100 17.6
1.RNL.CF 043 g 100 46.8
1.ATA.CF 049 g 100 14.7
1.ATL.CF 035 g 100 20.4
1.ATL.P 0.5 mL X 100 66.4
1.RNL.P 0.5 mL X 100 89.5
1.SL.P 0.5 mL X 100 71.9
3.SL 0.5 mL X 100 0.8
3.SA 0.5 mL X 100 0.6
3.RNA 0.5 mL X 100 0.5
3.RNL 0.5 mL X 100 1.1
3.ATA 0.5 mL X 100 1.0
3.ATL 0.5 mL X 100 1.2

El limite de cuantificacion de la concentracion de ADN es de 0.1 ng / uL, y el limite de
deteccidn es de aproximadamente 0.05 ng / uL.
% El sedimento se suspendio en 1 ml de solucién salina fisioldgica, de los cuales 0,5 ml

Se usaron para extraccion.



Resultados luego de gPCR

El nimero de genes eubacterianos se cuantificé por PCR en tiempo real.

Muestra ADN purificado ADN diluido equivalente Solucién stock de ADN equivalente Conversién de muestra
S utilizada Fa.ctor de vo.IL-Jmen nﬂmert? de (copias / L de ADN diluido)- (copias / p L=solucién stock de ADN) (copias / g o ml) i Desviacion | Error esta
(gorml) | diucion | utiizado | reaccion Valor divisién Limite Valor divisién Limite Valor divisién Media divisién Limite esténdar ndar
(veces) (uL) inferior inferior inferior
1.SLCF 03 10 2 ; g?gg: 28; 1.0.E+02 ;?ggg Egi 1.0.E+03 g;ggg 28; 3.0E+09 ©) 5.5E+05 15% 1%
1.SACF 04 10 2 ; 3?582 283 1.0.E+02 :?E:gg Eg; 1.0.E+03 f;:gg 283 2.0E+09 ) 4.6E+05 13% %
1 RNACF 05 10 2 ; giggg 28; 1.0.E+02 222:83 Eg; 1.0.E+03 53583 58; 2.1E+09 (o) 3.9E+05 2% 2%
1 RNL.CF 04 10 2 ; 1 f:gg 283 1.0E+02 : fgg; Eg; 1.0.E+03 i:gggg Eg; 4.8E+09 (0) 4.4E+05 6% 5%
1 ATACF 05 10 2 . S4B 283 10£+07 |—24EL08 Egi 10E+03 p—23E409 283 2.0E+09 ©) 3.8E+05 % 3%
1.ATLOF 04 10 2 ; gggig: 28; 1.0.E+02 ggggg Egi 1.0.E+03 2‘7’582 28; 2.8E+09 (o) 5.4E+05 7% 5%
1ATLP 05 10 2 ; } ‘B‘E:gg 283 1.0.E+02 : gE:g; Eg; 1.0.E+03 igggg 28; 5.1E+09 (o) 3.8E+05 8% 6%
1RNLP 05 10 2 ; }gggg 28; 1.0.E+02 :22:8; Eg; 1.0.E+03 S;Eﬁgg 28; 6.3E+09 (o) 3.8E+05 9% 6%
1.SLP 05 10 2 ; ??E:g: 28; 1.0E+02 ??ggs Eg; 1.0.E+03 gg:gg 28; 3.7E+09 (0) 3.8E+05 8% 6%
3.sL 05 10 2 ; 2582 283 1.0E+02 ;;:gg Egi 1.0.E+03 ;?58; 283 8.0E+07 (0) 3.8E+05 2% 1%
3.5A 05 10 2 . 1‘3‘582 28; 1.0.E+02 :3382 Egi 1.0E+03 gg‘gg; 28; 5.1E+07 ©) 3.8E+05 % 3%
3RNA 05 10 2 ; }?:g: 28; 1.0.E+02 :?E’;gg Eg; 1.0.E+03 :Z:g; 28; 44E+07 ) 3.8E+05 9% 6%
3RNL 05 10 2 ; gggg: Eg; 1.0.E+02 ggggg Eg; 1.0.E+03 23583 28; 9.8E+07 (o) 3.8E+05 0% 0%
3ATA 05 10 2 ; ;ig:g: 28; 1.0E+02 ;:gggg Egi 1.0.E+03 ;:2:83 28; 9.8E+07 (0) 3.8E+05 9% 6%
3ATL 05 10 2 ; ;:ggg: 283 1.0E+02 ;::gg Eg; 1.0.E+03 1:85:8: Eg; 1.0E+08 (0) 3.8E+05 0% 0%




Resumen

(copies/g or mL)

Muestra Bacterias totales
1.SL.CF 3.0E+09 (@)
1.SA.CF 2.0E+09 (®))
1.RNA.CF 2.1E+09 (O)
1.RNL.CF 4.8E+09 (®))
1.ATA.CF 2.0E+09 (®))
1.ATL.CF 2.8E+09 (O)
1.ATLP 5062500000 (O)
1.RNL.P 6281250000 (@)
1.SLP 3714375000 (O)
3.SL 8.0E+07 (®))
3.SA 5.1E+07 (O)
3.RNA 44062500 (O)
3.RNL 98250000 (O)
3.ATA 98250000 (@)
3.ATL 104250000 (O)




ANEXO 4: Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las colonias

aisladas
Colonia [Diametro (mm) |Color Forma Elevacion Margen tincion grannForma pH in M9 lactate * |pH in M9 acetate *

1 mas de 5 Blanco Filamentosa |umbonate filamentoso |(-) bacilos 7(+) 7(+)
2 4 Amarillo circular umbonate entero () bacilos cortq 6.9 (+) 7

3 2 meldn circular convexa entero (+) bacilos 6.9 (+) 7 (++)
4 1 Blanco circular convexa entero - - - -

5 1 Blanco circular convexa entero - - 6.9 6.9
6 3 Amarillo circular convexa entero (-) bacilos 7(+) 6.9
7 15 Blanco circular convexa entero (-) bacilos, hifa 7(+) 7 (++)
8 4 meldn circular plana entero (-) bacilos 7 (+4+) 7(4)
9 4 Blanco circular convexa entero - - - -
10 4 Amarillo circular umbonada entero (-) bacilos, hifa 7(+) 7
11 6 Blanco circular crateriforme |undulate (-) bacilos 6.9 7
12 3 melon circular convexa entero (+) bacilos 7 (+++4) 7(+)
13 5 Marron circular plana entero (-) bacilos 7 (+++) 7 (++)
14 2 Amarillo irregular plana ondulada - - - -
15 5 melon irregular plana ondulada - - - -




ANEXO 5: Andlisis con Greengenes

En general se encontraron 11 familias con “Greengenes” distintas en donde
destacan 4 familias: Xanthomonadaceae, Pseudomonadaceae, Shewanellaceae, y
Comamonadaceae. Se agruparon las familias que representaban menos del 0.1% de

reads de cada muestra en “OTROS”

La familia Xanthomonadaceae obtuvo mas de 50% en porcentaje de reads en casi
todos los tratamientos. La familia Cellulomonadaceae no fue detectada en el
tratamiento SA, ni en las muestras de fieltros de carbono de ATA y ATL. La familia
Shewanellaceae estuvo mas representada en las muestras de fieltros de carbono que
en las del medio. La familia Comamonadaceae se encuentra principalmente en el
medio (barras 1.M y 3.M) que conformando el biofilm en los fieltros de carbono y
la familia Oxalobacteraceae particularmente se encuentra en los tratamientos RNA,

RNL y SA.

Especialmente la familia Xanthomonadaceae estuvo representada en los
tratamientos con los &nodos modificados con azul de toluidina (ATL, ATA). La
presencia de las familias Xanthomonadaceae y Pseudomonadaceae se podrian
explicar a que éstas agrupan a miembros con estrategias que les permiten formar

biofilms.
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Figura a. Resultados del secuenciamiento del gen 16S rRNA. Se detectaron 11

familias distintas en cada tratamiento basado en el porcentaje de reads presentes

en cada muestra. Dentro de todos los tratamientos se incluyen los resultados del
andlisis de muestras de medio (M) o fieltros de carbono (FC) colectadas al final de

la fase 2 o fase 3.

En el analisis a nivel de género se utilizaron dos bases de datos distintas y
mostraron diferencias en el nimero de familias identificadas y en la estimacion
del género Stenotrophomonas (Xanthomonadaceae) y Pseudomonas
(Pseudomonadaceae). Utilizando la base de datos “greengenes” (figura b) se
identificaron 53 géneros distintos, en los que resaltan Stenotrophomonas,
Pseudomonas, Shewanella, Variovorax, Phyllobacterium, Cupriavidus, Yy

Delftia.



Anédlisis utilizando la base de datos Greengenes
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Figura b. Resultados del analisis del gen 16S rRNA a nivel de género utilizando la

base de datos “Greengenes”. Dentro de todos los tratamientos se incluyen los

resultados del andlisis de muestras de medio (M) o fieltros de carbono (FC)

colectadas al final de la fase 2 o fase 3.



ANEXO 6: Tablas sobre OTUs “exlusivos” de cada muestra

Tabla a. Géneros identificados solo en los tratamientos con azul de toluidina y el

porcentaje que cada OTU represent6 dentro de cada muestra.

Tratamiento Género Especie Muestra %0TU
Rhodococcus  Rhodococcus cercidiphylli ATL.1.M 0.0119%
Denitrovibrio Denitrovibrio acetiphilus ATL.1M 0.0059%
Diplorickettsia  Diplorickettsia massiliensis ATL.1.M 0.0059%
Rhodococcus  Rhodococcus cercidiphylli ATL.3. CF 0.0284%
Nitrolancea Nitrolancea hollandica ATL.3.CF 0.0057%

Solo en ATL Hyp_homicrobium Hyp_homicrobium nitrativorans ~ ATL.3. M 0.0056%
Tepidamorphus  Tepidamorphus gemmatus ATL.3. M 0.0056%
Rhodococcus  Rhodococcus cercidiphylli ATL.3. M 0.0056%
Proteiniphilum  Proteiniphilum acetatigenes ATL.3. M 0.0056%
Nitrolancea Nitrolancea hollandica ATL.3. M 0.0112%
Albimonas Albimonas pacifica ATL.3. M 0.0057%
Caenimonas Caenimonas koreensis ATL.3. M 0.0056%
Francisella Francisella philomiragia ATA1IM 0.0065%
Salinibacter ATA1M 0.0065%

Soloen  Comamonas ATA.1.M 0.0065%
ATA  Steroidobacter  Steroidobacter denitrificans ATA.1M 0.0065%
Desulfotignum  Desulfotignum toluenicum ATA.3.FC 0.0082%
Sulfurovum Sulfurovum lithotrophicum ATA3.FC 0.0082%
Clostridium Clostridium acidisoli ATA1M 0.0261%

Armbos Pseudonocardia Pseudonocardia ammonioxydans ATA.3.FC 0.0082%
Clostridium Clostridium papyrosolvens ATL.1.M 0.0059%
Pseudonocardia Pseudonocardia ammonioxydans ATL.3. M 0.0056%




Tabla b. Géneros identificados solo en los tratamientos con rojo neutro y el

porcentaje que cada OTU represent6 dentro de cada muestra.

Tratamiento Género Especie Muestra  %0TU
Wandonia Wandonia haliotis RNL.1.M 0.0045%
Thermomarinilinea Thermomarinilinea lacunifontana RNL.1.M 0.0045%

Solo en RNL Halobacteriovorax ~ Halobacteriovorax marinus RNL.1.M  0.0045%
Eoetvoesia Eoetvoesia caeni RNL.3.FC 0.0058%
Sphingobium Sphingobium jiangsuense RNL3.FC 0.0058%
Solo en RNA Desulfobacter Desulfobacter vibrioformis RNA.3.FC 0.0065%
Spirochaeta Spirochaeta smaragdinae RNA.3.FC 0.0065%




Tabla c. Generos identificados solo en los tratamientos sin mediador redox y el

porcentaje que cada OTU represent6 dentro de cada muestra.

Tratamiento Género Especie Muestra  %O0TU
Devosia SL.1.M 0.0057%
Flavobacterium SL.1.M 0.0057%
Litorilinea Litorilinea aerophila SL.1.M 0.0057%
Castellaniella SL.1.M 0.0057%
Maricaulis Maricaulis parjimensis SL3. M 0.0062%

Solo en SL Xenophilus Xenophilus aerolatuF SL.3. M 0.0125%
Desulfarculus Desulfarculus baarsii SL.3.FC  0.0055%
Halomonas Halomonas shengliensis SL.3.FC  0.0055%
Nitratireductor Nitratireductor aquimarinus ~ SL.3.FC  0.0110%
Xenophilus Xenophilus aerolatus SL.3.FC  0.0055%
Stappia SL.3.FC  0.0331%
Nitriliruptor Nitriliruptor alkaliphilus SL.3.FC  0.0055%
Phycisphaera Phycisphaera mikurensis SA.1.M 0.0062%
Avrenibacter Avrenibacter troitsensis SA.2.FC  0.0052%
Sunxiuginia Sunxiuginia elliptica SA3.FC  0.0052%

Soloen SA Stappig T SA3FC  0.0052%
Mariniphaga Mariniphaga anaerophila SA3.FC  0.0052%
Azoarcus SA3.FC  0.0052%
Alcaligenes SA.3.FC  0.0104%

Ambos Stappia Stappia taiwanensis SA3.FC  0.0052%
Alcaligenes SL.3.FC  0.0386%
Stappia Stappia taiwanensis SL.3.FC  0.0331%




