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El objetivo de la etapa 3 fue: Aislar y caracterizar especies de bacterias 
electroquímicamente activas, elaborar un consorcio de las bacterias de alta 
producción de energía eléctrica. Evaluar los métodos de bioaumentación y 
selección secuencial implementados en CCM para aumentar la productividad de 
energía eléctrica y mantenerla constante a través del tiempo.  
 
En esta etapa del estudio se evaluó el funcionamiento de CCM de dos cámaras 
las cuales se inocularon con biomasa electrogénica de una CCM en operación 
con una producción de 20.23 mW/m2, alimentándolas con vinaza de mezcal cuya 
DQO se ajustó a 4000 mg/L y operándolas con un tiempo de residencia 
hidráulica de 0.5 d. De la biomasa usada como inóculo, las bacterias se 
sembraron en 6 diferentes medios de cultivo y se aislaron 28 cepas. De estas, 17 
cepas continuaron siendo viables y fueron clasificadas como arqueobacterias, 
acidobacterias, cianobacterias, firmicutes y proteobacterias. Después de la 
caracterización morfoloógica, se realizaron identificaciones por medio de PCR 
del gen 16s (Figura 1, Figura 2 y Figura 3). En el caso de las cepas que no se 
lograron amplificar, debido a la presencia de un inhibidor de la PCR, se realizó 
extracción de ADN genómico y análisis del genoma completo por medio de la 
técnica de Nanoporos. Posteriormente se realizó un análisis bioinformático de los 
genes 16s de todas las cepas identificadas tanto para los resultados de PCR, como 
para genoma completo. Para dicho análisis se realizó Blast de nucleótidos para 
observar los géneros más similares a las secuencias de gen 16s obtenidas en las 
cepas. Adicionalmente se realizaron alineamientos del genoma completo por 
medio del programa Re-dot able, con los géneros de mayor porcentaje de 
identidad. Para finalizar el análisis se realizaron árboles filogenéticos por cada 
género encontrado para situar a la cepa dentro de las distintas especies 
encontradas. Así se obtuvieron varias cepas electrogénicas, Klebsiella sp., 
Pseudomona sp., Spingobacterium sp., Acinetobacter sp., Geobacter sp., 
Enterobacter sp., Shewanella sp., Acetobacter sp. y otras, las cuales se usaron 
para formar un cultivo microbiano que se usó en el proceso de bioaumentación. 
La capacidad electrogénica de las cepas se determinó en reactores de 43 ml 
alimentadas con acetato de sodio (4 g DQO/L). Se preparó un consorcio 
microbiano con las cepas electrogénicas evaluadas, el cual se probó en CCM de 
dos cámaras. Su agregación a las CCM permitió aumentar la producción de 
electricidad y mantener la producción de electricidad en un tiempo de 
operación de hasta 8 meses. Se probaron diferentes dosis del consorcio para 
evaluar su efecto. Durante la evaluación de las CCM se realizó seguimiento de los 
parámetros de calidad del agua en las CCM mediante muestreos periódicos y 
seguimiento diario de pH, temperatura, potencial oxido-reducción. Se dio 
seguimiento y a la composición de la biomasa en las CCM y se realizaron pruebas 
electroquímicas. 
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a) Pesado de reactivos b) Preparación del hidróxido de sodio en 

agitación 

 

 

c) Colocación en hiel de la solución de 
NaOH y el citrato férrico 

d) Vertido paulatino de la solución solución de 
NaOH y el citrato férrico y ajuste de pH. 

 
 

e) e) Esterilización del medio en autoclave f) Vaciado de medio en cajas petri en campana 
de flujo laminar 

 
 

Figura 1.  Aislamiento de las comunidades bacterianas 
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a) Cultivos líquidos con diferentes crecimientos 
y 

turbideces 

b) Colocación de los componentes de la reacción 
de 

PCR para cada cepa 

 
 

c) Colocación de las muestras en el 
termociclador 

d) Colocación en los pozos del gel, la mezcla del 
buffer 

de carga y la muestra 
 

Figura 2. PCR 
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e) Electroforesis de los geles conectados a la 
fuente 

de poder a 100 V. 

f) Observación del gel mediante el foto 
documentador 

con luz UV y toma de imágenes 
 

Figura 3. Electroforesis 
 
 

Se elaboraron e instalaron CCM rectangulares de 1, 3, 5 y 7 compartimentos, 
conectados en serie mediante bafles. En cada compartimento hay una zona 
anódica y otra catódica, separadas por membrana de intercambio de protones. 
Las zonas anódicas de las CCM se alimentaban en continuo con vinaza de mezcal 
diluida hasta 4,000 mg DQO/L. Se evaluó el efecto del TRH y del número de pares 
de cámaras anódica y catódica de las CCM, sobre la producción de electricidad y 
la remoción de materia orgánica (DQO, carbohidratos y proteínas). Se realizaron 
evaluaciones electroquímicas de las CCM. Se evaluó el efecto del número de 
compartimentos de las CCM apiladas sobre el desarrollo de la biomasa 
electrogénica en los compartimentos anódicos a lo largo del paso del anolito a 
través de las CCM. Se realizó la caracterización microbiológica de las biopelículas 
de compartimentos del reactor con el mejor desempeño que fue el reactor de 7 
compartimentos para observar la selección secuencial de la biomasa. 
 
Evaluación de la bioaumentación en CCM adicionando un cultivo de 
microrganismos electrogénicos. Se realizó la evaluación de cepas electrogénicas 
aisladas, se conformó el consorcio microbiano y se evaluó su desempeño en CCM 
de dos cámaras. Se logró aumento de la producción de electricidad. Actividad 2. 
Evaluación de la selección secuencial de microorganismos en reactores de CCM 
de 1, 3, 5 y 7 compartimentos secuenciales operadas en continuo. Se evaluó el 
efecto del TRH y del número de pares de cámaras anódica y catódica de las CCM, 
sobre la producción de electricidad y la remoción de materia orgánica. Mayor 
producción de electricidad se obtuvo en la CCM de 7 compartimentos.  
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a) Cepa 1 Mac Conkey (inviable) b) Cepa 2 Mac Conkey(inviable) 

  

c) Cepa 3 Mac Conkey (inviable) d) Cepa 4 Mac Conkey (inviable) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4. Especies bacterianas aisladas de la CCM 
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Como actividades complementarias se realizaron dos estudios adicionales: 1. 
Estudio de generación de energía en el tratamiento de lodos residuales mediante 
CCM de diferente configuración. Se usaron dos sistemas experimentales de 6 
reactores cada uno. 
 
Las variables fueron la forma de los reactores (cilíndricos, combinados y 
elipsoidales), el número de zonas catódicas (1 y 2), la concentración del lodo (8 y 
15 g/L). Los electrodos fueron de fibra de carbono de tipo escobillón y entre las 
zonas se usó membranas Nafion TM 117 (Figura 5). Las cámaras catódicas se 
alimentaron con agua residual doméstica y se desarrolló biopelícula aerobia 
sobre los electrodos. El desempeño de las CCM en cuanto a generación de 
energía eléctrica y remoción de materia orgánica es mejor al emplear 15 g/L de 
SSV contra 8 g/L de SSV. Las CCM con dos biocátodos mostraron un desempeño 
superior a las celdas con un biocátodo tanto en generación de energía eléctrica, 
como en remoción de materia orgánica. Las CCM de geometría combinada tiene 
buen desempeño eléctrico con una DPmáx de 1.25 W/m3. Con una concentración 
de 15 g/L de SSV, la remoción promedio de SSV fue superior al 40%.Las CCM 
elipsoidales presentaron mayores porcentajes de remoción de SSV y DQOt, de 73 
y 88%, respectivamente. Se encontraron bacterias electroactivas (Geobacter sp, 
Pseudomonas sp y Acinetobacter sp) y mediadores redox (Bacillus sp) en todas 
las CCM al realizar la secuenciación de ADN. Se encontró una mayor población de 
gama- proteobacterias y Longilinea sp en las celdas con dos biocátodos, a las 
cuales se les atribuye la mayor generación de energía eléctrica y remoción de 
materia orgánica (Figura 6). 
 
Estudio de la producción de bioelectricidad y remoción de materia orgánica en 
CCM utilizadas para el tratamiento de aguas residuales de confitería (gomitas de 
dulce y caramelo macizo). Se usaron dos sistemas experimentales de 4 reactores 
cada uno, alimentando cada uno de los sistemas con diferente agua residual, de 
gomitas y caramelo respectivamente. Los reactores fueron cilíndricos, divididos 
mediante una membrana de intercambio de protones en dos zonas, anódica y 
catódica. Los ánodos fueron de fieltro de carbón y los cátodos de tela de carbón. 
Los ánodos de la mitad de las CCM fueron dopados con Fe y Mn y el resto no. La 
tercera variable del proceso fue la carga orgánica aplicada. Mayores voltajes y 
eficiencias de degradación de la materia orgánica se obtuvieron con las aguas 
residuales de la fabricación de gomitas de dulce, a pesar de que ambas aguas 
residuales tenían alto contenido de azucares. Mayores Voltajes se lograron en las 
CCM con ánodos dopados comparados con los determinados en las CCM sin 
dopar. Las mayores densidades de potencia y de corriente, de 161 mW/m2 y 254.0 
mA/m2 respectivamente, se obtuvieron aplicando cargas orgánicas altas, de 37- 
43 kgDQO/m3 d. La remoción de DQO en estas condiciones fue de 35%. A la 
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menor carga orgánica, de 27 a 32 kgDQO/m3 d, se obtuvieron menores 
densidades de potencia y corriente, de 47.06 mW/m2 y 37.2 mAm2 
respectivamente, pero se obtuvo una mayor remoción de DQO, de 50%. 
 
Las cepas electrogénicas aisladas se evaluaron de manera individual y 
combinada, se conformó el consorcio en medio de cultivo líquido y se realizó el 
crecimiento para tener una abundante cantidad de 2 L de medio, el cual se 
centrifugó a 5000 rpm hasta obtener 0.7L de producto concentrado. Para la 
evaluación del proceso de bioaumentación se usaron las CCM de 2 cámaras y se 
trabajaron por duplicado durante 8 meses. Se aplicaron 3 dosis del cultivo 
microbiano de bacterias electrogénicas y CCM sin adición de bacterias. Se evaluó 
la producción de energía eléctrica (voltaje, densidad de potencia y corriente, 
eficiencia coulómbica) y la degradación de la materia orgánica de las cámaras 
anódica. Se observó que al adicionar el cultivo microbiano a las CCM se puede 
incrementar la densidad de la potencia de 72.9 hasta a 193.5 mW/m2 
dependiendo de la dosis aplicada. La adición del cultivo no incrementó 
significativamente la capacidad de las CCM de remover materia orgánica. La 
evaluación de la composición de la biomasa en las CCM bioaumentados 
demostró la presencia de las bacterias presentes en el cultivo. 
 
Para la aclimatación secuencial de la biomasa electrogénica se usaron ocho 
reactores rectangulares, de 1, 3, 5 y 7 compartimentos conectados en serie. Cada 
compartimento tenía una zona anódica y otra catódica. Los electrodos fueron 
elaborados de fieltro de carbón, pretratados y se instalaron verticalmente en cada 
compartimento. En este sistema experimental se evaluó la aclimatación 
secuencial de la biomasa electrogénica usando como analitos vinaza de mezcal. 
La alimentación fue en continuo y el anolito pasaba secuencialmente de una a 
otra zona anódica separadas por bafles. Las zonas catódicas fueron abióticas y se 
alimentaron con una solución de persulfato de potasio 20mM, instalando 
verticalmente cátodos de fieltro de carbón dopados de Pt. La membrana de 
intercambio protónico fue instalada a lo largo de los reactores, separando las 
zonas anódicas y catódicas. Se usó membrana Nafion 117, de la marca Dupont Co 
y antes de ser usa recibió un pretratamiento. Las conexiones eléctricas fueron de 
cable de Ti y se realizaron en paralelo. Se realizaron pruebas electroquímicas: 
Voltamperometría cíclica, Curva de polarización y Espectroscopía de 
Impedancias Electroquímicas (EIS). Las mayores densidades de potencia y 
corriente se determinaron en la CCM de 7 compartimentos, de 36.52 mW/m2 y 
63.07 mA/m2, respectivamente. En esta CCM, sin embargo, hubo una baja 
remoción de materia orgánica medida como DQO, de 27.7%, por lo cual la 
eficiencia coulómbica fue también baja, de solo 0.14%. Sin embargo, en esta CCM 
se determinó una remoción de carbohidratos de 78%, mientras que la de 
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proteínas fue de 23%. Ligeramente menor fue la producción de electricidad en la 
CCM de 5 compartimentos, de 33.92 mW/m2  y 60.78 mA/m2, respectivamente. La 
remoción de materia orgánica en esta CCM fue muy similar a la determinada en 
la CCM de 7 compartimentos, los carbohidratos se removieron al 80% y las 
proteínas al 31%. La producción en la CCM de 3 compartimentos fue de 20.42 
mW/m2 y 47.17 mA/m2, respectivamente. La remoción de materia orgánica en esta 
CCM fue de 33%, los carbohidratos se removieron al 83% y las proteínas al 22%. La 
menor producción se determinó en la CCM de 1 compartimiento, 4.80 mW/m2 y 
22.88 mA/m2, respectivamente. La remoción de DQO fue de 36%, la más alta de 
las obtenidas en el resto de las CCM, la remoción de carbohidratos fue de 78% y 
de proteínas de 30%. 

Figura 5. CCM elipsoidales y producción de electricidad 
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Figura 6. Identificación de las especies bacterianas en las CCM elipsoidales 


