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RESUMEN

Los sustratos complejos como las vinazas y melaza son ampliamente utilizados en
sistemas bioelectroquimicos. Sin embargo, se sabe poco acerca de los cambios en la
composicién microbiana en Celdas de combustible microbianas (CCM) utilizando esos
sustratos. En la presente investigacion se evaluaron diferentes factores para la
produccion de bioelectricidad en CCM. EIl objetivo fue identificar posibles consorcios
electroactivos se evaluaron CCM de una sola camara con o sin catalizador, CCM de
doble camara, dos tipos de in6culo, diferentes sustratos y concentraciones. Finalmente,
se caracterizaron las comunidades microbianas en las biopeliculas obtenidas en CCM
alimentadas con vinazas y melaza por medio de secuenciacion de amplicones del gen
rRNA 16S.

Al inicio, se evaluo la produccion de bioelectricidad utilizando dos inéculos diferentes y
se seleccioné el de lodos granulares anaerobios (LG). Las CCM inoculadas con LG
presentaron mejor rendimiento en la densidad de potencia en comparaciébn con
sedimentos de arroyo (SH). Ademas, se determiné que el acetato de sodio tiene mejor
rendimiento que la glucosa produciendo densidades de potencia hasta 10 veces
mayores. Se identificaron algunas diferencias en la morfologia de las biopeliculas con
Microscopia Electrénica de Barrido (SEM, por sus siglas en inglés). Al alimentar melaza
y vinazas en las CCM se alcanzaron densidades de potencia de hasta 60 mW/m?y
fueron caracterizadas utilizando modelado de circuitos equivalentes en un andlisis de

Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS, por sus siglas en inglés).

La comunidad microbiana observada a nivel de género en la CCM alimentada con
vinaza mezcalera fue constituida por: Bacteroides, Pseudomonas, Sphingobium vy
Taibaiella. En la CCM alimentada con vinaza tequilera fueron: Gluconobacter,
Pseudomonas, Clostridium, Lactobacillus, Arconobacter y Brevundimonas. En la CCM
alimentada con melazas se encontraron: Pseudomonas, Brevundimonas,
Stenotrophomonas, Lactobaillus, Clostridium y Sphingobacterium. Finalmente, en el
in6culo se caracterizaron algunas archaeas y algunas bacterias metanogénicas. Estas
comunidades son susceptibles para la produccion de cocultivos para su uso en CCM y

desarrollar consorcios electroactivos mas robustos.



ABSTRACT

Complex substrates such as vinasses and molasses are widely used in
bioelectrochemical systems. However, little is known about changes in microbial
composition in microbial fuel cells (MFC) using these substrates. In the present research,
different factors for bioelectricity production MFC were evaluated. Objetive was identify
possible electroactive consortium in Single-Chamber MFC with or without catalyst and
Dual-chamber MFC, two types of inoculum, different substrates and concentrations were
evaluated. Finally, the microbial communities in MFC fed with vinasses or molasse were

characterized by 16S rRNA amplicon sequencing.

Anaerobic granular sludge was selected like better inoculum who MFC has
presented a high performance in power density compared with stream sediments.
Furthermore, sodium acetate performs better substrate than glucose, MFC feed with
acetate produced power densities up to 10 higher. Some differences in biofilms were
identified using Scanning Electron Microscope (SEM). MFC Feed with molasse and
vinasses produced power densities up to 60 mW/m2, and MFC were characterized using

equivalent circuit modeling by Electrochemical Impedance Spectroscopy analysis.

The microbial community observed to genus level in the MFC fed with mezcal
vinasse was composed by: Bacteroides, Pseudomonas, Sphingobium and Taibaiella. In
MFC fed with tequila vinasse: Gluconobacter, Pseudomonas, Clostridium, Lactobacillus,
Arconobacter and Brevundimonas. In MFC fed with molasses was: Pseudomonas,
Brevundimonas, Stenotrophomonas, Lactobaillus, Clostridium and Sphingobacterium.
Finally, some archaea and methanogenic bacteria were characterized in the inoculum.
These communities are feasible for the production in co-cultures for use in MFC like

inoculum and develop more robust electroactive consortia.
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INTRODUCCION

El consumo de energia eléctrica se ha duplicado en los ultimos 20 afios y gran
parte de su produccién depende de combustibles fosiles como el carbdn, gas natural y
petréleo, que incrementan la contaminacion. Ademas, hemos llegado a un punto sin
retorno en cuanto al consumo de combustibles fosiles donde seremos testigos de su
agotamiento inminente (Martins et al., 2019). En contraste, la generacion de electricidad
por medio de recursos renovables, como la hidroeléctrica, nuclear y edlica representa el
30% de la produccion total. Sin embargo, la produccion de electricidad a partir de
desechos apenas alcanza el 0.4% (IEA, 2018). Actualmente, existe un gran interés por
generar energia y biocombustibles desde materia de desecho, tal es el caso que paises
como Noruega y Suecia importan desechos para generar energia (NOU, 2018).

En México, industrias como la tequilera y azucarera (cafia de azucar) representan una
actividad significativa dentro de la agricultura y la economia del pais. Sin embargo, sus
procesos de produccién generan una gran cantidad de desechos orgénicos liquidos que
en la mayoria de los casos contaminan los cuerpos de agua cercanos. Estos desechos
contienen una gran cantidad de materia organica como es el caso de las vinazas
(desecho de la industria tequilera) que poseen una gran cantidad de azucares, acidos
organicos, esteres y alcoholes (Moran-Salazar et al., 2016). Por su parte, las melazas
(desecho de la industria azucarera) son ricas en azucares, principalmente, sacarosa,
glucosa y fructuosa. La alta carga organica que presentan estos desechos los convierte
en excelentes fuentes de sustrato para alimentar procesos de fermentacion y la

produccioén de energia y/o biocombustibles.

Los dispositivos capaces de generar electricidad de manera limpia ganan terreno
rapidamente, por ejemplo, la produccion de electricidad con sistemas fotovoltaicos
incrementd 60 veces en la década de 2005 al 2015 (IEA, 2018). Por lo tanto,
pronosticamos un gran crecimiento en el uso de este tipo de tecnologias. Otro
dispositivo que gana poco a poco mas terreno a nivel de investigacion son las celdas de
combustible microbianas (CCM). A comparacion de los sistemas fotovoltaicos, las CCM
resultan mas interesantes debido a que pueden producir electricidad y al mismo tiempo

eliminar la materia organica de desechos liquidos como las vinazas o melazas. Ademas,
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en estos dispositivos se pueden producir compuestos de interés, como algunos acidos
organicos, alcoholes, metano, hidrogeno y pueden funcionar como biosensores o

captadores de compuestos recalcitrantes o metales pesados (Li et al., 2017).

Las CCM son dispositivos electroquimicos que degradan la materia organica de
desechos liquidos por medio del metabolismo bacteriano. Las bacterias usan como
sustrato el desecho liquido para crecer en forma de biopelicula sobre la superficie de un
electrodo denominado anodo, después las bacterias electroactivas (BEA) son capaces
de transferir electrones al anodo por distintos mecanismos. Posteriormente, los
electrones son conducidos por un circuito externo hacia otro electrodo denominado
catodo. Debido a un diferencial de potencial eléctrico entre el anodo y el catodo se
genera una tension eléctrica. Finalmente, en el extremo catddico los electrones junto con
los protones generados ambos en el &nodo, son utilizados para reducir oxigeno (u otro
compuesto) por medio de un catalizador, normalmente platino. En otros casos, un
biocatodo constituido por una biopelicula funciona como biocatalizador en lugar del
platino genera agua como producto final. Con base en lo anterior, los consorcios que
crecen en las CCM juegan un papel importante, tanto en la degradacién de materia
organica, como en la produccion de electricidad. Por ello, se ha buscado describir la
diversidad microbiana para poder comprender como funcionan los consorcios
microbianos en conjunto (Yang & Cheng, 2021; Negassa et al ., 2021;.Choudhury et al,
2021).

Los filos Protoeobacteria, Firmicutes y Bacteriodetes se han encontrado con una gran
abundancia dentro de los consorcios caracterizados en CCM utilizando secuenciacion
del gen ribosomal 16S (rRNA 16S) de la subunidad pequefia del ribosoma procarionte
(Bretschger et al., 2013; Liu et al., 2017; Zhao et al., 2017; Cheng et al., 2017). Sin
embargo, resulta complicado identificar a nivel de especie debido a algunas de las
limitaciones en las tecnologias de secuenciacion y analisis por regiones variables del
gen rRNA 16S, ya que este gen presenta una gran similitud entre especies (Kozich et al.,
2013). Actualmente, las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (NGS, por
sus siglas en inglés, Next Generation Sequencing) han crecido rapidamente y como
consecuencia se ha reducido el costo y el tiempo de secuenciacion. Esto ha permitido

que se realicen estudios mas complejos como aquellos basados en metagenomica
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(secuenciacion de DNA total obtenido de una muestra ambiental) que permiten un
analisis de diversidad microbiana mas robusto que el del gen rRNA 16S por el uso de
diversos marcadores de copia Unica (Segata et al., 2012).

Los mecanismos de transferencia de electrones (TEM, por sus siglas en inglés) mejor
descritos fueron con base en el estudio de las BEA Geobacter sulfurreducens y
Shewanella oneidensis MR1. Ambos microorganismos presentan mecanismos directos o
indirectos que involucran a los citocromos C localizados sobre la superficie de la
membrana plasmatica o en los denominados pilis que son extensiones de la membrana
en forma de cables y que alcanzan hasta 20 um de longitud (Saratale et al., 2017; Ren et
al., 2021). Estos mecanismos funcionan sinérgicamente dentro de los consorcios
microbianos para la generacién de electricidad. Sin embargo, otros mecanismos de
intercambio de electrones de otras especies pudieran estar involucrados asi como las
relaciones sintroficas para el aprovechamiento de los compuestos generados entre
diferentes especies de microorganismos para poder mejorar la eficiencia de las CCM
(Pirbadian et al., 2014; Wang et al., 2022;).

En éste estudio, nos interesa conocer el papel de los consorcios microbianos para la
produccion de electricidad y la degradacion de materia en funcién del inéculo, del tiempo
de residencia hidraulica y la ecologia microbiana. Utilizando CCM de una y doble
camara, se evalud el efecto del tiempo de residencia hidraulica y el tipo de in6culo sobre
la produccién de electricidad y degradacién de mataria organica usando como sustrato
una solucién de acetato. En la segunda etapa, se estudio la ecologia microbiana y la
funcionalidad de los consorcios por medio de andlisis gendmicos con la finalidad de
aislar consorcios especializados para la generacién de electricidad en CCM. Finalmente,
en las perspectivas se proponen estrategias para incrementar la produccién de
electricidad en modo continuo, con base en el aislamiento y cultivo de consorcios
especializados y un programa de variables controladas que involucren el uso de

diferentes sustratos en CCM de una y dos camaras.



ANTECEDENTES

Celdas de combustible microbianas

Las CCM son dispositivos electroquimicos donde se efectian reacciones oxido-
reduccion; en la cAmara anddica se degrada la materia organica debido al metabolismo
microbiano de bacterias que crecen sobre el electrodo el cual funciona como aceptor de
electrones. Los electrones son transferidos por un circuito externo al catodo, lo que
genera la produccién de una corriente eléctrica debido a la diferencia de potencial redox
entre ambos electrodos. Los electrones son transferidos al oxigeno que funciona como
aceptor final, lo que genera agua como producto final en la camara catddica (en algunos
casos se utilizan electrolitos para facilitar esta reaccion en sustitucion de un catalizador,
por ejemplo, solucion de ferrioxalato de potasio). Para efectuar la reduccion del oxigeno
son necesarios protones que provienen desde la cadmara anddica (del metabolismo
microbiano) y que atraviesan una membrana que se sitla entre ambas camaras (Oh y
Logan 2006). Las membranas mas usadas en estudios de laboratorio son las del tipo
intercambio proténico (MIP), que son permeables para los iones hidronio, "H3O o

simplemente, H".

Dentro de una CCM se encuentran situados dos electrodos, un anodo y un céatodo. Su
arquitectura puede variar dependiendo del estudio que se realice, sin embargo, las CCM
mas populares son de una camara, de dos camaras y las apiladas con multiples
camaras. En las CCM de una camara, el anodo se sitGa en el interior y en contacto con
el sustrato (por ejemplo, solucién de acetato). El catodo se encuentra dentro de la misma
camara pero una cara se encuentra hacia el exterior y est4 en contacto directo con el
aire del medio ambiente que funciona como fuente de oxigeno. En el interior de la
camara puede albergar el crecimiento de biopelicula cuando se trate de un biocatodo,
estas celdas son las mas sencillas. Las CCM de dos camaras contienen un electrodo en
cada camara, por lo que se designan como camara anddica y camara catodica, éstas se
encuentran separadas por una membrana de intercambio protonico (MIP) que permite el
paso de H" (Figura 1). La camara anddica es similar a las CCM de camara Unica, aqui se
suministran los nutrientes para el desarrollo de la biopelicula. En la camara catédica se

introduce oxigeno (o alguna otra fuente del mismo, por ejemplo aire) y se produce agua



por medio de una reaccion Oxido-reduccion acoplada al consumo de electrones y

protones (Logan et al 2016).

Camara anodica Camara Catadica

Agua
resdual

trataga

xigeno
geno

0.+ 2H.0 - 2C0.+8H" + 8¢ O, +4H" + 3e

Figura 1. Esquema de una CCM de doble camara. Dispositivo electroquimico capaz de reducir la
materia organica del agua residual y generar un voltaje debido al metabolismo bacteriano.

Los factores que influyen sobre el funcionamiento de una CCM son diversos y a
continuacion se describen algunos de ellos. La arquitectura de una CCM juega un papel
importante, el tamafio y el volumen de agua residual a tratar resulta crucial para la
produccion de electricidad, ya que un escalamiento desde el laboratorio que va desde
unos mililitros o litros de capacidad hasta decenas de miles de litros representa una
tarea compleja para los investigadores (Dewan et al, 2008). Por otra parte, se ha visto
gue la distancia entre los electrodos afecta las resistencias internas por lo que una
distancia grande entre los mismos provoca un decremento en el voltaje, por el contrario,
entre mas cerca se encuentren un electrodo del otro la resistencias producidas seran

menores.

Estas resistencias provocan las perdidas 6hmicas. Logan et al. (2018) evaluaron la
produccion de bioelectricidad usando CCM de una camara con anodos de brocha de
grafito con una separacion de 1 o 3 cm del catodo, por pruebas de espectroscopia de
impedancia electroquimica, los autores encontraron que a pesar de que el potencial
anodico fue similar en ambos casos, el potencial catédico fue distinto. Los autores
también determinaron el efecto de las resistencias 6hmicas en funcién de la
conductividad del medio acuoso y calcularon la distancia Optima entre electrodos,
resultando en 1 cm para la mayor produccion de electricidad. Ademas, el material de los
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electrodos influye sobre el crecimiento de la biopelicula, caracteristicas como la
porosidad, conductividad y estabilidad, por lo que resulta importante a la hora de
seleccionar el material para un electrodo. En la Tabla 1 se enlista una serie de
investigaciones relacionadas con el efecto del material usado en el anodo sobre la

densidad de potencia (Dp) producida.

Tabla 1 Anodos de distintos materiales y su efecto sobre la densidad de potencia

Material Densidad de potencia maxima Referencia
Brocha de fibra de grafito 1430 mW/m* Logan et al., 2007
Tela de carbdn tratada con amonio 1970 mW/m* Cheng & Logan, 2007
Oxido de Titanio 1.4 pW/cm? Thorne et al., 2011
Sillas Berl de porcelana 130 mwW/m* Hidalgo et al., 2014
Acero inoxidable cubierto de grafeno 2143 mW/m® Zheng et al., 2015
Quitosano-CNT 500 mW/m? Lui et al., 2014

CNT, Nanotubos de Carbono; sustrato, agua residual; Microorganismos, mezcla.
Debido las caracteristicas favorables para el desarrollo de biopeliculas y su bajo costo,
los materiales derivados de carbono se usan de manera comun en las CCM. Las
variantes de estos son muy amplias, entre las cuales, las mas comunes son: tela de
carbon, fieltro de grafito, brocha de grafito, barra de grafito y espuma de grafito (Figura

2).

Figura 2. Materiales derivados de carbono usados en electrodos de CCM. A) Tela de carbén,
B) fieltro de grafito, C) brocha de grafito, D) barra de grafito y E) Espuma de grafito. Modificado de Song et
al., 2012,

En afos recientes, se han estudiado materiales como el grafeno y los nanotubos de
carbono en sustitucion de los antes mencionados materiales de grafito y carbon, los
estudios indican que el uso de estos materiales en anodos de CCM resulta altamente
prometedor debido a sus caracteristicas de biocompatibilidad hacia los
microorganismos, lo que genera una alta produccion de electricidad, sin embargo, el alto
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costo es la principal limitante para que su uso sea regular (Li et al., 2017). Otro enfoque
en la fabricacién de electrodos permite combinar caracteristicas de los metales como el
oro (deposicion) o titanio (TiO2) con el grafeno o nanotubos de carbono, por lo tanto, al
combinar las caracteristicas de cada uno de los materiales se suman las caracteristicas
de estabilidad y conductividad con las de biocompatibilidad, respectivamente (Zheng et
al., 2015).

Las configuraciones de CCM mas utilizadas son una o dos camaras con geometria
cubica o cilindrica, y recientemente los sistemas apilados o stack (Logan et al., 2006).
Uno de los grupos preponderantes en investigacion de CCM es el de Logan et al., en su
sitio web: https://sites.psu.edu/microbialfuelcells/make-one/, muestran los elementos
necesarios para la construccién de una CCM de doble botella y CCM cubicas de una o
dos camaras; algunos de los modelos mas utilizados en diferentes laboratorios. El
modelo de CCM cubica consta de materiales de acrilico sujetos con tornillos de acero y

empaque plasticos en las juntas para un cierre hermético (Figura 3B).

Figura 3. Arquitecturas de CCM de doble cadmara. A) Geometria de CCM de doble botella. B)
Geometria de CCM cubica. Modificado de Logan et al., 2006.

Estas CCM utilizan anodos de fieltro de grafito y catodos de tela de carbon, el &nodo se
encuentra en contacto directo con el sustrato o agua residual, pero el catodo esta
expuesto por un lado hacia el exterior lo que permite el contacto con el oxigeno de
manera directa. Estos catodos, generalmente se recubren con politetrafluoroetileno
(PTFE) para disminuir la infiltracion de agua (Lou et al., 2013). Por el lado de la camara
catddica se usa un catolito con soluciones de ferrocianuro o Kz [Fe(CN)g] que mejora el

potencial redox al funcionar como un aceptor de electrones (Logan et al., 2006).


https://sites.psu.edu/microbialfuelcells/make-one/

Otro elemento a considerar son las membranas de separacion entre cadmara anddica y
catddica, también llamadas membranas de intercambio protonico (MIP). La funcién de
estas membranas es permitir el paso de los protones generados por la biopelicula
anodica para la posterior reduccion del oxigeno. Las mas usadas son las membranas
comerciales Nafion117 (DuPont), que son hechas con PTFE y &cido perfluorosulfénico.
La estructura de esta membrana forma canales, los cuales los iones hidronio (H*) son
capaces de atravesar. Sin embargo, su uso puede permitir el paso en pequefas
cantidades de ferrocianuro y sustrato entre camaras, lo que genera un incremento en la
resistencia interna, ademas éstas membranas se ensucian facilmente, por lo que es
necesario sustituirlas constantemente cuando la CCM se opera en modo continuo (Oh &
Logan, 2006). Los elementos para la construcciéon de una CCM, su configuracion y el
modo de operacion resultan elementos necesarios a considerar ya que de estos y del
contexto del estudio depende su rendimiento. En la Figura 4 se muestran mas
configuraciones de CCM operadas tanto en modo por lotes (A, B, D, E y F), asi como en
modo continuo (C, G, H, I, J y K).

Otros factores importantes son los parametros de operacion como el pH, temperatura,
TRH y los sustratos que se pretenden evaluar. El pH se encuentra asociado también a la
conductividad del medio que influye en la produccion de resistencias internas (Logan et
al., 2018), ademés, la poblacion de las comunidades microbianas también se ve
afectada ya que el pH del medio es muy particular para cada consorcio o incluso para
cada especie (Franks et al., 2009). La temperatura también afecta el rendimiento de una
CCM, se ha observado que cuando se operan CCM a temperaturas cercanas a los 25°C
la produccion de energia incrementa, sin embargo la degradacion de la materia organica

no es tan buena (Jadhav & Ghangrekar, 2009).

El tiempo de residencia hidraulica también resulta un factor limitante cuando se opera en
modo por lotes, ya que el sustrato puede llegar a agotarse y la produccion de
bioelectricidad y biomasa disminuyen drasticamente. Por lo tanto, para sistemas
operados en modo continuo es necesario una optimizacion del TRH en funcién de la
velocidad del consumo del sustrato, con la finalidad de optimizar el rendimiento de una
CCM (Rahimnejad et al., 2011).



Figura 4. Configuraciones de CCM. A) Sistema sencillo unido por puente salino. B) Sistema de cuatro
compartimentos. C) CCM tipo foto-heterotréfico. E) CCM de una camara con catodo aireado. F) Sistema
tipo H de dos camaras. G) CCM tipo tubular, H) CCM tipo tubular de flujo ascendente, ) Disefio de plato
plano con flujo tipo serpentin. J) Sistema de una sola camara con catodo concéntrico. K) CCM acoplada
de seis camaras. Los sistemas A, B, D, E y F son operados por lotes; C, G, H, |, J y K en modo continuo.

En un estudio, Chae et al. (2009) analizaron el efecto de los sustratos: glucosa,
propionato, butirato y acetato sobre la Dp. Los autores encontraron que usando glucosa
como sustrato se produjo una Dp de 156 mW/m?, que resulta mayor a las Dp producidas
por acetato, propionato y butirato 64, 58 y 51 mW/m?, respectivamente. En otro estudio,
Zhao et al. (2017) determinaron el efecto del cambio de sustrato sobre la produccion de
voltaje y el cambio en la comunidad bacteriana, los autores encontraron que al cambiar
el lactato (primer sustrato) por glucosa o propionato el voltaje se ve reducido. Sin
embargo, cuando el lactato es reemplazado por acetato, el voltaje producido se
mantiene en niveles similares. Ademas, encontraron que las comunidades microbianas
que crecen sobre el &nodo cambiaron en cada fase del remplazo de sustrato, lo que

parece indicar que el acetato favorece la manutencién de bacterias electroactivas (BEA).

En otro estudio, Wang et al. (2017) analizaron el efecto del material del anodo usando
fieltro de carbono, malla de acero inoxidable, barra de grafito o espuma de niquel sobre
la Dp y las abundancias de algunas bacterias en la comunidad microbiana de una CCM,
ademas, los autores variaron la demanda quimica de oxigeno (DQO) en tres fases
diferentes: 215, 423 y 815 mg/L. Los autores encontraron que los anodos de fieltro de
carbono y espuma de niquel presentaron una Dp superior a la de los &nodos de barra
grafito y malla de acero inoxidable (4.80, 5.11, 2.30 y 3.35 mW/m?, respectivamente).
Ademas, observaron un incremento en el voltaje en todos los sistemas cuando se
incrementd la DQO. Finalmente, la BA Proteobacteria Dechloromonas sp presentd una
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mayor abundancia en el sistema de espuma de niquel, en comparacién con el resto de

los sistemas.

En la produccion de electrones durante la degradacion de materia organica en una CCM,
se producen 8 electrones por mol de acetato consumido (ecuacion 1). En términos de
rendimientos teoricos, la capacidad de una CCM esté determinada por la termodinamica
de la reaccion de oxidacion del sustrato, es decir, la energia libre de Gibbs liberada al
oxidar el sustrato (ecuacion 2). Sin embargo, cuando se trata de sustratos complejos,
resulta mas practico expresar su rendimiento en términos de fuerza electromotriz total de
la celda (Erem) que se difine como la diferencia de potencial entre anodo y catodo de la
CCM en unidades de Volts (ecuacion 3). Ademas, cuando relacionamos la Erem, cON la
carga transferida (Q) en unidades de Coulombs, se obtiene el trabajo de la celda (W) en

unidades de Joules (ecuacion 4) (Logan et al., 2006).

Ecuacion 1
C,H,0, + 2H,0 - 2C0, + 8H* + 8e~
Ecuacion 2

AG = AG° + RT In(Rx)
AG= Energia libre de Gibbs (J)
AG°= Energia libre de Gibbs (J) en condiciones estandar (298 K, 1 Bar y 1M)
R= Constante general de los gases (8.314/mol K)
T= Temperatura (K)
Rx= Concentracion de los reactantes y productos

Ecuacion 3
E = E° RTl (Rx)
fem = E°fem — in(Rx

Efem= Fuerza electromotriz o diferencia de potencial entre electrodos (V)
E°fem= Fuerza electromotriz (V) en condiciones estandar (298 K, 1 Bar y 1M)
R= Constante general de los gases (8.314/mol K)

T= Temperatura (K)

n= namero de electrones liberados de la reaccion

F= Constante de Faraday (9.6X10* C/mol)

Rx= Concentracion de los reactantes y productos

Ecuacion 4
W =Efemx*Q
W= Trabajo de la celda (J)
Q= nF = Carga transferida (C)
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La eficiencia real de una CCM depende de diversos factores que causan un decremento
en el voltaje producido. Las perdidas 6hmicas dependen de las resistencias internas
producidas durante el flujo de electrones por los electrodos hacia el circuito externo, las
pérdidas de activacion se relacionan con la perdida de electrones capturaros por otros
agentes que se encuentran en la superficie del electrodo o incluso en el medio acuoso,
las perdidas por metabolismo bacteriano dependen de la diferencia de potencial redox
entre el sustrato y el anodo. Finalmente, las perdidas por concentracion estan en funcion
de la concentracion de las sustancias quimicas oxidadas o reducidas contenidas en la
biopeliculas y el &nodo. Estas pérdidas limitan la produccion dentro de las CCM, por lo
tanto, el rendimiento real de una CCM esta muy por debajo del rendimiento tedrico
(Logan et al., 2006). Es necesaria una mejor comprension de los fendmenos de
transferencia de masa que ocurren en la biopelicula para proponer métodos que

permitan mejorar el rendimiento de una CCM.

En resumen, los materiales que conforman el anodo conducen los electrones y facilitan
la adhesion de la pelicula, el sustrato funciona como combustible quimico para la
generacion de los electrones y el desarrollo de los consorcios. Sin embargo, la
biopelicula juega el papel preponderante en el proceso, por lo tanto, resulta interesante
analizar la dinAmica poblacional de nuevos consorcios y su capacidad metabdlica con la
finalidad de incrementar la produccién de bioelectricidad en CCM operadas en modo

continuo.

Fuentes de sustrato para celdas de combustible microbianas

Existe una amplia gama de productos cuya produccion genera residuos acuosos. El
mezcal es una de las denominadas bebidas “espirituosas” (bebidas alcohdlicas
fermentadas de gran tradicibn en México), producida a partir de diferentes especies de
Agave: A. alminia, A. angustifolia y A. potatorum. Segun el Consejo Regulador del
Mezcal (CRM), los estados que poseen denominacion de origen para la produccion de
mezcal son: Durango, Guanajuato, Guerrero, Michoacan, Oaxaca, Puebla, San Luis
Potosi, Tamaulipas y Zacatecas. Para obtener la denominacion de origen se deben
cumplir ciertos lineamientos de acuerdo con los procesos de elaboracion, recursos
humanos y factores culturales. A finales del afio 2018, la denominacion de origen se
extendié a los estados de México y Morelos, que actualmente se encuentran siendo
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revisados para su confirmacién por el CRM, asi mismo, existen solicitudes por parte de
algunos municipios de los estados de Guanajuato, Querétaro y Sinaloa (CRM, 2018).

El proceso de elaboracion artesanal del mezcal comienza con la cosecha del agave
maduro, este puede ser cultivado o silvestre, las pencas son cortadas y rasuradas para
luego ser transportadas a los hornos de cocimiento en forma de pozo. El cocimiento del
agave tiene como finalidad la liberacion de azucares fermentables como sacarosa,
glucosa y fructuosa, a partir de los polisacaridos denominados fructanos que se
sintetizan a partir de unidades de sacarosa y contienen residuos de B-fructofuranosil
(Mancilla-Margalli y Lopez, 2006). El agave cocido (frio) se tritura en un molino de piedra
para liberar los jugos que contienen los azucares fermentables e hidrosolubles, para
luego continuar con la fermentacion en tanques de piedra, en este paso se aflade agua,
y posteriormente, el mezcal se destila en alambiques artesanales. Finalmente, el mezcal
es colectado para su envasado o llevado a los procesos de maduracion, reposo o
afiejamiento. En 2014, se produjeron unos 240 millones de litros de mezcal (CRM,
2018).

El agua usada para el proceso de elaboracion del mezcal ronda entre los 8 a 15 L por L
de mezcal, lo que significa que al final se produce una gran cantidad de agua residual,
este residuo se denomina vinaza del mezcal. La vinaza del mezcal presenta un color
oscuro por el contenido de compuestos fendlicos, posee un pH acido (3-4), una DQO de
entre 50-150 g/L y un alto contenido de solidos totales de entre 26-95 g/L. La vinaza
mezcalera contiene acido acético y lactico, glicerol, fenoles y polifenoles, melanoidinas y
sales de fosfato y sulfato, dependiendo del proceso y de las especies de agave que se

utilizan (Robles-Gonzales et al., 2012).

El uso de las vinazas del mezcal no esta regulado por tratarse de un proceso artesanal y
estar ligado a las comunidades rurales, comunmente se implementa como fertilizante en
campos de cultivo para el mejoramiento del suelo, sin embargo, esto puede provocar
efectos negativos al medio ambiente como la produccion de gases de efecto invernadero
(CH4, CO2y NOy), cambios en la composicion microbiana del suelo y contaminacion del

suelo y agua por sales (Zn*, Mg®*, Ca®*, Na" y Fe*") y compuestos fendlicos (Moran-
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Salazar et al., 2016). Por tales motivos, la vinaza del mezcal representa una fuente ideal

de sustrato para alimentar celdas de combustible microbianas.

Varios estudios muestran la factibilidad del uso de vinazas para la produccion de biogas
o bioelectricidad, ya sea por métodos biologicos o por procesos de oxidacién avanzada.
Arreola-Vargas et al. (2016) Evaluaron la remocion de materia organica de vinazas
crudas de tequila en un reactor anaerobio secuencial operado por lotes, los autores
encontraron que diferentes combinaciones de pH y temperatura no afectan la eficiencia
de la remocién de DQO, ya que todas las combinaciones produjeron una remocion
alrededor del 85%, por otro lado, la mayor produccion de metano se produjo bajo
condiciones de pH 7 y temperatura de 38°C, con un valor de 0.29 L de metano /g de
DQO removida. De manera similar, Cruz-Salomon et al. (2017) evaluaron la remocion de
DQO de vinazas de “comiteco”, una bebida alcohdlica obtenida de la especie Agave
americana L., originaria del estado de Chiapas, México. Esta vinaza poseia valor de
DQO de 120 g/L, la remocion de DQO fue evaluada en un reactor anaerobio de flujo
ascendente de 4L como volumen de trabajo, con un TRH de 10 dias y operado a una
temperatura de 37°C, la remocién de DQO fue del 91% y se produjeron 0.265 L de
metano a razén por gramo de DQO. En otro estudio, Zhang et al. (2009) analizaron la
remocion de DQO en un sistema de reactor anaerobio de flujo ascendente- celda de
combustible microbiana- filtro de aeracién biolégico para la produccion de
bioelectricidad, la maxima Dp producida con esta configuracién fue de 1.4 W/m? con una
eficiencia de remocion de DQO del 53%. En un estudio reciente, Ottoni et al. (2019)
muestran la factibilidad para la utilizacion de vinazas para la produccion de electricidad
logrando obtener una Dp de 800 mW/m?y una remocién de DQO del 50-60%. Estos
estudios indican que las vinazas pueden ser utilizadas en sistemas electroquimicos para
producir bioelectricidad o biocombustibles, en el caso del metano. Sin embargo, cada
uno de los casos debe ser estudiado ya que la produccion de metano (metano génesis)
y valores altos de DQO produce una disminucion de comunidades microbianas
electrogénicas (Jadhav et al, 2019; Lopez-Velarde et al., 2017). Los estudios de diluciéon

de sustratos se tratan mas adelante.

Otra fuente de sustrato interesante para alimentar CCM son las melazas de cafia de

azucar que contienen azucares no cristalizadas durante el proceso, principalmente
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sacarosa. Las melazas pueden ser usadas para la elaboracion de etanol (Sheoran et al.,
1998; Cazzeta et al., 2007), esto genera otro residuo conocido como vinaza y que es
mas parecida a la vinaza mezcalera mencionada anteriormente. Sin embargo, en varios
ingenios (plantas de fabricacion de azucar de cafa) del pais se carece de la produccion
de etanol a partir de las melazas de cafia de azUcar, por lo que resulta en la generaciéon
de residuos en forma de melazas que normalmente se usa como materia de composta
para los cultivos. Estos residuos han sido utilizados para la elaboracion de medios de
cultivo y la generacibn de productos de alto valor agregado por medio de

microorganismos (Togrul & Arslan, 2004; Portilla et al., 2017).

La composicion de las melazas se caracteriza por tener un alto contenido de
melanoidinas, estos compuestos poseen una coloracion oscura ya que se sintetizan por
consecuencia de las reacciones de Maillard y son el producto de la union entre azucares
y aminoacidos (Singh et al., 2021). Las melazas se caracterizan por tener un pH acido
(3-5) y un alto contenido de solidos volatiles (Chandra et al., 2008) mientras que las
melazas resultan un problema al medio ambiente cuando son vertidas en los cuerpos de
agua cercanos, sin embargo, también son vistas como un area de oportunidad para su

utilizaciéon en sistemas bioelectroquimicos (Sevda et al., 2013).

Se han reportado también varios estudios para el tratamiento melazas de cafia de
azucar. Ma et al. (2017) utilizaron la microalga mutante Scenedesmus sp. Z-4 para la

generacion de lipidos en la produccion de biodiesel y simultaneamente tratar melazas,
las melazas fueron alimentadas como sustrato para el crecimiento de las microalgas. Los
autores lograron una remocion aproximada del 90% para DQO, fosforo y nitrégeno
totales, cuando alimentaron una melaza con una DQO de 8 g/L. La produccion de lipidos
fue de 94 mg/Ld. Por otro lado, en un sistema electroquimico, Sevda et al. (2013)
evaluaron la produccion de electricidad en modo continuo de una CCM de una camara
con catodo aireado, los autores utilizaron como sustrato melazas crudas, diluidas y
centrifugadas, y encontraron que la Dp maxima producida se observo en el sistema
alimentado con melazas crudas que contenian una DQO de 10 g/L y fue de 382.5

mW/m?.
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De manera similar, Kubota et al. (2016), evaluaron la produccion de Dp de dos CCM de
una camara conectadas en paralelo y en serie, logrando producir Dp de 340 y 400
mW/m?, respectivamente. Ademas, los autores observaron que se presenté una mayor
Dp cuando se utilizaron melazas con un mayor contenido de DQO y logrando su
disminucién en un 80%. Cabe resaltar que el rango de DQO que los autores utilizaron
fue de 250-1500 mg/L, valores que se consideran bajos a comparacion de los obtenidos
en melazas crudas. Por otro lado, Lee et al. (2016) evaluaron la produccion de
electricidad de tres arquitecturas de CCM usando melazas con una DQO de 10 g/L, los
modelos fueron dos CCM de una cdmara, con o sin membrana, y de doble cAmara. Los
modelos de CCM de una camara presentaron una mejor remocion de materia organica
gue el modelo de CCM de doble camara, 90 vs 50%, respectivamente. Sin embargo, el
modelo de doble camara produjo una mayor intensidad de corriente pero la Dp fue de 80

mA/m?y 17 mW/m?, respectivamente.

Con la evidencia anterior se fundamenta el uso de las vinazas y melazas para su
tratamiento en dispositivos bioelectroquimicos, como las CCM para la producciéon de
bioelectricidad. Sin embargo, la carga de materia organica en términos de DQO resulta
un factor importante a considerar ya que altos niveles de esta podrian repercutir
negativamente en la produccion de bioelectricidad; debido a la presencia de compuestos
toxicos o recalcitrantes y un alto contenido de solidos. Por lo tanto, en la Tabla 2 se
enlistan algunos trabajos de investigacion de CCM para la produccion de bioelectricidad,

valores de DQO y el porcentaje de su remocién usando melazas y diferentes tipos de

vinazas.

Tabla 2. Produccién de electricidad a patrtir del tratamiento de vinazas y melazas con CCM

CCM Sustrato  Dp (W/m°) DQO (g/L) EC (%) ER (%) Referencia

Una cdmara Melaza 1.4 127.5 NR 53.2 Zhang et al., 2009

Una camara Melaza 0.124 NR NR 72.8 Mohanakrishna et al., 2010
Dos cAmaras  Melaza”  0.065 7.16 NR 81.2 Zhang et al., 2013

Una cadmara Melaza 0.382 9.96 NR 59 Sevda et al., 2013

Dos camaras Vinazas 80 W/m® 10.6 NR 92 Santos et al., 2017

Dos camaras Vinazas” 93 37.89 NR 81.5 Sakdaronnarong et al., 2013
Dos camaras Vinaza 0.8 24.0 NR 50-60 Ottoni et al ., 2019

NR Melaza 1.57 W/L 15 NR 95 Bhatti et al., 2022

Dos cAmaras  Melaza 3.28W/m° 9.06 NR 88 Yang et al., 2022

D, diluida; NR, no reportada; P, escala piloto; Dp, densidad de potencia; EC, eficiencia coulémbica; ER, eficiencia de remocion.
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Potencial del inéculo para su uso en CCM

En estudios recientes se ha evaluado el papel del inéculo sobre la eficiencia de las CCM.
El uso de organismos como bacterias, arqueas, levaduras y algas son los mas comunes
en estos dispositivos bioelectroquimicos (Ma et al., 2017; Ma et al., 2017b; Smith et al.,
2014). Principalmente, estos estudios se centran en comparar los in6culos puros con
inoculos mixtos (Cao et al.,, 2019). Mientras que los in6culos puros como el de
Geobacter sulfurreducens resulta més eficiente para la produccion de electrones con
sustratos especificos como el acetato, debido a su arsenal enzimatico especializado
(Smith et al., 2014), los in6culos mixtos resultan favorables para las adaptaciones al
medio ambiente y para degradar sustratos mas complejos como aguas residuales que
poseen una alta carga de materia organica (Logan et al., 2006). Los microorganismos
electrogenos encontrados comunmente en CCM pertenecen a los Phylum de
Proteobacteria y Firmicutes, como por ejemplo Shewanella oneidensis y Clostridium
beijerinckii, respectivamente (Lapinsonniere et al., 2013; Liu et al., 2015). Sin embargo,
existen estudios donde otro tipos microorganismos son capaces de producir
bioelectricidad, tal es el caso de la levadura Saccharomyces cerevisiae, la cianobacteria
Nostoc sp. ATCC 27893 y el alga Chlorella pyrenoidosa (Raghavulu et al., 2011; Sekar

et al., 2014; Xu et al., 2015), tal como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Cultivos puros usados para la produccion de bioelectricidad en CCM

Microorganismo Densidad de potencia Referencia

S. marcescens 341.65 mW/m?* Thulasinathan et al., 2021
K. pneumoniae 257.45 mW/m* Thulasinathan et al., 2021
S. oneidensis 144 mw/m® Baniasadi & Vahabzadeh 2021
E. coli 139 mwW/m? Aiyer, 2021

P. aeruginosa 158 mwW/m* Aiyer, 2021

G. Sulfurreducens 376 mwW/m? Amirdehi et al., 2021

B. borstelensis 188.5 mwW/m?* Hassan et al., 2019

K: georgiana 172 mW/m® Thapa et al., 2019

T. harzianum 0.13 mW/m* Shabani et al., 2021

S. algae 50 mW/m? Choudhury et al., 2021

B. circulans 1.72 mw/m? Gurav et al., 2019
Cellulomonas sp.  9.55 mW/m? Cao et al., 2020

R. palustris 0.63 mW/m* Sogani et al., 2021

El uso de inoculos puros resulta util cuando se busca identificar los mecanismos de
intercambio de electrones, sin embargo, las condiciones de operacién y los sustratos
pueden ser especificos para cada especie. Por otro lado, los inéculos mixtos pueden

mejorar la eficiencia de una CCM incrementando la degradacion de materia organica.
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Recientemente, se ha optado por utilizar co-cultivos para combinar la capacidad de
degradacion de materia organica con la capacidad de produccion de electrones y asi
mejorar la eficiencia de las CCM. En la Tabla 4, se muestran trabajos donde se utilizaron

cocultivos en la produccion de bioelectricidad en CCM asi como la Dp generada.

Tabla 4 Uso de co-cultivos para la produccién de electricidad en CCM

Especie 1 Especie 2 Densidad de potencia Referencia

P. aeruginosa K. variicola 14.8 W/m® Islam et al .,2020

K. variicola B. cereus 11.8 W/m® Islam et al .,2020

S. marcescens K. pneumoniae 398.6 mW/m® Thulasinathan et al., 2021
E. coli P. aeruginosa 190 mW/m? Aiyer, 2021

B. subtilis S. cerevisiae 287 mW/m* Ren et al., 2021

T. harzianum P. fluorescens 1.7 mW/m? Shabani et al., 2021

C. sakazakii P. otitidis 280 mW/m? Thulasinathan et al., 2019
K. pneumoniae S. oneidensis 20 mW/m? Lietal, 2018

Ademas de los co-cultivos, se han usado comunidades mixtas de microorganismos de
fuentes de aguas residuales o lodos activados para la produccion de bioelectricidad
obteniendo Dp considerables. Huang et al. (2011) disefiaron un sistema hibrido con un
reactor de lecho fluidizado-celda de combustible microbiana para la degradacion de
agua residual de destileria y la produccion simultanea de electricidad, el in6culo se
desarrollo a partir de la composicion microbiana de la misma agua residual, los autores
lograron obtener una Dp méxima de 124 mW/m? y una remocién de DQO de entre 80-
90%.

En otro estudio, Patil et al. (2009) utilizaron lodos activados como fuente de
microorganismos para tatar agua residual de la industria chocolatera en CCM, los
autores lograron obtener una Dp de 1.5 W/m? y una remocién de DQO del 75%. Por otro
lado, Zhang et al. (2009) inocularon lodo granular anaerobio para tratar melazas en un
sistema de reactor de flujo ascendente- celda de combustible microbiana- filtro biolégico
de aireacién (descrito anteriormente), logrando producir una Dp maxima de 1.4 W/m?y
una remocién de DQO del 53%. Interesantemente, Cheng et al. (2011) adaptaron un
consorcio microbiano proveniente de agua residual doméstica y desarrollado en una
celda de electrdlisis microbiana, posteriormente, la biopelicula fue usada como indculo
para CCM de una y dos camaras alimentadas con una solucion de celulosa. Los autores
lograron obtener Dp méaxima de 1.07 y 0.88 W/m?, respectivamente, y remociones de
DQO de 50 al 70%.
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Recientemente, se estudia la ecologia microbiana de sitios inhdspitos con distintos
objetivos entre los que se encuentran, caracterizar la diversidad microbiana, encontrar
nuevos microorganismos con capacidades metabdlicas desconocidas e identificar su
respuesta ante factores medioambientales adversos como la contaminacion por
hidrocarburos 0 metales pesados. Zhao et al. (2019) caracterizaron, a nivel taxonémico
de filo, las comunidades microbianas de suelo contaminado con metales pesados por
mineria. Los filos Proteobacteria y Firmicutes correlacionaron positivamente con el alto
contenido de Cu, Zn y Pb, pero se asociaron negativamente con la materia organica del
suelo, potasio disponible y contenido de humedad, ademas, se observé que la
abundancia de estos filos incrementa junto con la profundidad de la toma de muestra,

posiblemente asociado con la disminucion de oxigeno disponible.

De manera similar, algunos estudios gendémicos y metagenomicos se realizan con la
finalidad de esclarecer el comportamiento de consorcios microbianos mixtos en sistemas
bioelectroquimicos como las CCM y el efecto de los factores como el tipo de sustrato,
materiales del electrodo y pH, que influyen sobre el desarrollo de consorcios
electrogénicos (Segata et al., 2012; Ishii et al., 2013). Los estudios de diversidad
microbiana muestran la factibilidad del uso de indGculos mixtos adaptados para
condiciones y sustratos especificos (aguas residuales) con la finalidad de lograr que los
sistemas bioelectroquimicos sean mas eficientes, ademas, una configuraciéon optima es
necesaria para ampliar su uso y hacer mas costeable este tipo de tecnologia. En los
siguientes apartados se describen de manera breve las herramientas de las tecnologias
de secuenciacion masiva para estudios de ecologia microbiana y andlisis inferenciales

de capacidad metabdlica.

Mecanismos de transporte de electrones

Actualmente, se han identificado diferentes mecanismos para el de intercambio de
electrones, éstos involucran la expresion de diversos genes del tipo citocromo C. Los
MIE reportados involucran un mecanismo directo a través de complejos proteicos
situados sobre la superficie de la membrana celular, y a través de nano cables que
llagan a medir hasta 20 ym de longitud. Para los mecanismos indirectos, sustancias
como las flavinas funcionan como mediadores que son capaces de capturar de
electrones y posteriormente liberarlos al exterior, ademas, existen mecanismos
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indirectos donde electro-catalizadores localizados en el anodo oxidan moléculas

organicas liberadas por alguna especie bacteriana (Saratale et al. 2017).

Con base en el estudio de Geobacter sulfurreducens y Shewanella oneidensis, se han
descrito distintos mecanismos de intercambio de electrones, Geobacter sulfurreducens
es capaz de exportar electrones fuera de las membranas por medio de una serie de
enzimas reductoras y transportadoras. El proceso inicia a partir de una reserva de
electrones contenidos en las moléculas di nucleétido de nicotinamida y adenina en su
estado reducido (NADH). La enzima reductasa de NADH lo oxida (NAD") para ganar
electrones, luego las proteinas transportadoras reservorio de quinonas trasladan los
electrones a través de la membrana interna hasta entrar en contacto con la proteina
periplasmica tipo citocromo A PpcA-E, los electrones son transferidos y transportados
hacia la membrana externa por MacA, otra proteina transportadora. Después el complejo
OmaB/C, OmbB/C y OmcB/C exportan los electrones hacia el exterior de la membrana
donde son recibidos por las proteinas tipo citocromo C: OmcE, en la superficie de
membrana; y OmcS, en los pili (elongaciones de la membrana ricas en proteinas
citocromo c).Finalmente los electrones son transferidos hacia el anodo de una CCM por

estas proteinas (figura 5).

OmeBIC

Mesmirana extema OmbBIC
OmaB/C

Membéana Intemna

NADH NAD"

Figura 5. Mecanismos de intercambio de electrones de Geobacter sulfurreducens. Una serie de
proteinas O6xidorreductasas/transportadoras son encargadas de exportar los electrones fuera de la
membrana plasmética y las proteinas tipo citocromo c transfieren los electrones al &nodo de una CCM.
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Los mecanismos de intercambio de electrones de Shewanella oneidensis, a diferencia
de G. sulfurreducens, involucran a la proteina tipo citocromo ¢ Cym A, que recibe los
electrones desde el reservorio de quinonas y los direcciona al complejo Mtr A, By C
donde son expulsados hacia el exterior de la membrana externa hasta las proteinas tipo
citocromo ¢ OmcA. Una vez ahi, los electrones pueden transferirse directamente al

anodo o por medio de mediadores enddgenos como las flavinas (Figura 6).

Flavina RE

Flavina 5y
Mermbrana extema

Penpiasmsa

Citosol

Membrang interra ‘ Q QH;

NADH NAD*

Figura 6. Mecanismos de intercambio de electrones de Shewanella oneidensis. Una serie de
proteinas Oxido-reductasas/transportadoras son encargadas de exportar los electrones fuera de la
membrana plasmética y las proteinas tipo citocromo c transfieren los electrones al anodo de una CCM.
Ademas, es S. oneidensis es capaz de producir mediadores o usar mediadores externos para transferir
electrones de modo indirecto.

En resumen, se han descrito 4 mecanismos distintos para el intercambio de electrones
donde la maquinaria enzimatica puede variar dependiendo la especie de la bacteria
electroactiva (BE). Estos mecanismos se clasifican como modo directo e indirecto, los
mecanismos directos involucran el intercambio de electrones directamente hacia un
electrodo a través de proteinas tipo cito cromo C localizadas en la superficie de la
membrana plasmatica o en los pilis y los mecanismos indirectos funcionan con

mediadores enddgenos o exdgenos.

Los mediadores endégenos mas conocidos son las flavinas producidas por el género
Shewanella. Recientemente, se han encontrado que G. sulfurreducens es capaz de
liberar citocromos hacia la matriz extracelular por lo que genera que los electrones
puedan ser transferidos por medio de estas proteinas hasta un aceptor final (Smith et al.,

2014).
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Las BEA generalmente son bacterias Gram negativas ya que una pared celular dificulta
el intercambio de electrones. Sin embargo, la bacteria Gram positiva Listeria
monocytogenes puede usar medidores externos como aceptores de electrones (Light et
al., 2018). Recientemente, se encontrd que las bacteria Ardenticatena maritima es capaz
de producir electricidad en CCM, ademas, los autores encontraron genes putativos para
Cyt C que podrian ser responsables del intercambio de electrones. Sin embargo, el
mecanismo aun no ha sido elucidado (Kawaichi et al., 2018). Por lo tanto, resulta
necesario investigar los mecanismos de nuevas especies para mejorar el rendimiento de
las CCM.

Secuenciacion Masivay el gen rRNA 16S

La secuenciacion de nucledtidos se popularizé con el método de Sanger a finales de los
70s. (Sanger et al.,, 1977). Posteriormente, el método de Sanger se modificé para
conformar un proceso automatizado mediante el uso de la técnica reaccion en cadena
de la polimerasa (Millus et al., 1986) y nucleétidos marcados con distintos fluor6foros
que emitian una sefal a ser detectada por el equipo (Smith et al., 1986). Con esta
técnica comenzaron los andlisis de secuencias del gen rRNA 16S para la clasificacion de
procariontes a finales de los 80s (Paster y Dewhirst, 1988). La secuenciacién masiva
surgid como una tecnologia para procesar cantidades de informacién mayores a la
secuenciacion de sanger, generando millones de lecturas de varias centenas de
nucledtidos (Ronaghi et al., 1996; Adams & Kron, 1997). Diferentes tecnologias
desarrollaron métodos de secuenciacion masiva de nucleétidos entre las cuales se
encuentran la plataforma Titanium Gs FLX (Eriksson et al., 2004), la plataforma 454
(Rothberg & Leamon, 2008) basadas en la tecnologia de pirosecuenciacion (se basa en
la deteccion de un grupo pirofosfato en la incorporacion de cada nucleétido sintetizado) e
llumina (Quail et al., 2008) basada en la tecnologia de marcador de terminacion
reversible, estas plataformas son de segunda generacién (posterior a la secuenciaciéon

de Sanger).

La compariia llumina desarrolld una tecnologia de secuenciacion que se basa en el

método de Sanger, ya que utiliza una secuenciacion por sintesis. Sin embargo, su

principio de sintesis posee caracteristicas nuevas, como la terminacion de cadena

reversible y el uso de wuna plataforma soélida que contiene oligonucleotidos
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complementarios para fijar el DNA molde y agilizar la sintesis de las nuevas cadenas, ya
gue se sintetizan en ambos sentidos (Quail et al., 2008). Estas caracteristicas mejoran la
tasa de error y disminuyen el costo, siendo lllumina una de las tecnologias mas
costeables hoy en dia. Sin embargo, el tiempo de corrida y el tamafio de la lectura de
300 pb (par de bases, se refiere a dos bases nitrogenadas complementarias en el DNA o
RNA), son superadas por otras tecnologias de tercera generacion como PacBio o
Nanopore, que usualmente se utilizan para estudios metagendmicos (Escobar-Zepeda et
al., 2015).

La obtencion de secuencias de nucleotidos permite caracterizar a los microorganismos
de acuerdo a la composicion y orden de las bases, es decir; contienen un cédigo
caracteristico que revela su identidad. Diversas regiones han sido utilizadas como
marcadores para asignar la taxonomia de las bacterias pero el gen rRNA 16S ha sido la
region mas utilizada debido a su tamafio, aproximadamente 1.5 kpb en E. coli. El uso de

este marcador empez6 en la década de los 80’s (Lane et al., 1985).

Por su compatibilidad con las capacidades de las tecnologias de secuenciacibn como
lllumina-MiSeq, este gen posee regiones conservadas a los extremos de nueve regiones
variables (E. coli), las regiones variables tienen un tamafio desde 30 hasta 125 pares de
bases (pb) —un par de bases corresponde a un par de desoxirribonucleétidos unidos por
enlaces de hidrégeno que forman los bloques del DNA y miden alrededor ed 3.4 A-, sin
embargo, la mayoria ronda entre 60 pb (Figura 7). Cada una de las regiones variables
contiene un grado de conservacion que sumados al tamafio de la lectura resulta una
identificacion mas o menos rigurosa. El uso de dos regiones variables presenta mejores
capacidades de identificacion comparadas con tan solo una regién, ademas, algunas
regiones variables se encuentran mas conservadas que otras. Por ejemplo, V1-V2 y V3-
V4 muestran tamafios compatibles (alrededor de 250 y 300 pb, respectivamente) con la
capacidad de secuenciacion de la plataforma Miseq de llumina (300 pb), una de las

plataformas menos costosas en la actualidad (Yarza et al., 2014).

El gen 16S rRNA presenta algunos inconvenientes, se trata de un gen multicopia que
puede generar un sesgo en la estimacion de abundancias, ademas, la resolucion se

limita a nivel de genero dependiendo del tipo de analisis (en el mejor de los casos), ya
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que a un nivel taxonémico de especie, las secuencias comparten un alto porcentaje de
similitud. Por lo tanto, la eleccidn de primers, regiones variables y analisis bioinformético
son puntos importantes a considerar (Klindworth et al., 2012). El gen 16S rRNA por si
solo es un buen marcador taxonémico para un analisis preliminar de comunidades
microbianas, sin embargo, el uso de marcadores adicionales mejora la profundidad y la

resolucion, asi como un andlisis bioinformatico adecuado (Shah et al., 2021).
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Figura 7. Regiones variables del gen ribosomal 16S. Estructura secundaria del gen ribosomal 16S
de Escherichia coli, se muestran las nueve regiones variables (V1-V9) marcadas con negritas. Los
colores representan las regiones de estudio de los autores. Modificado de Yarza et al., 2014.

-23-



Softwares para el analisis de secuencias del gen rRNA 16S y bases de datos

En la actualidad, existen varios softwares para analizar los datos generados por las
plataformas de secuenciacion. Por ejemplo, QIIME (Quantitative Insights Into Microbial
Ecology) permite hacer comparaciones de diferentes muestras a través de un andlisis
taxonomico, filogenético y de diversidad. QIIME también permite hacer un analisis de
calidad de las secuencias crudas obtenidas por la plataforma de secuenciacién (ya que
todas presentan tasas de error) y obtener las unidades taxondmicas operacionales
(OTU, por sus siglas en inglés, Operational Taxonomic Unit). Los OTUs son secuencias
agrupadas que comparten al menos un 97% de similitud, en este caso en particular
pertenecientes a los amplicones del gen rRNA 16S (Nguyen et al., 2016). Para estudios
de modelado, QIIME también permite hacer andlisis de diversidad microbiana in silico
cuando se conjunta con alguna base de datos como por ejemplo Greengenes, NCBI,
RPD o SILVA (Kuczynski et al. 2012).

En aflos mas recientes, se comenz6é a utilizar un algoritmo para la asignacion
taxonodmica para secuencias con una disimilitud a nivel de un solo nucleétido, estas son
las variantes de secuencias de amplicones (ASV, por sus siglas en inglés: Amplicon
sequences variants), éste algoritmo forma parte de la tuberia del software DADA2

(https://benjjneb.github.io/dada2/tutorial 1 8.html) con el cual se pueden disminuir los

errores del analisis en el procesamiento de las secuencias a comparacion de los OTU
(Callahan et al ., 2016). Esto supone mejoras en el andlisis de resultados en
comparaciéon a la obtencion de unidades taxonémicas operacionales, ya que los OTU
tienen una resolucion del 97%, es decir, son un grupo de secuencias obtenidas que

poseen un 97 por ciento de identidad como minimo.

Las bases de datos albergan una gran cantidad de secuencias completas y parciales del
gen rRNA 16S. El proyecto de base de datos ribosomal (RDP, por sus siglas en inglés,
Ribosomal Database Project) en 2013 liber6 2.8 millones de secuencias anotadas de la
subunidad ribosomal pequefia pertenecientes a bacterias y arqueas (Cole et al., 2014).
La ventaja de RDP es que mas del 85 % de las secuencias presentes fueron aisladas de

muestras ambientales y no a partir de cultivos (http://rdp.cme.msu.edu/).
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Ademas de RDP, existen otras bases de datos como SILVA (https://www.arb-silva.de/),
Greengenes (http://greengenes.secondgenome.com/) y la base de datos de NCBI
denominada GenBank® (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).  Recientemente,
Balvociuté y Huson (2017) realizaron una comparacion entre las bases de datos SILVA,
RDP, Greengenes y GenBank. Lo autores encontraron una gran similitud en sus
resultados, sin embargo, la diferencia en el tamafio y la resolucion de cada una de las
bases de datos complicé la comparacion a distintos niveles de exactitud. NCBI acoplado
a la herramienta OTT (Open tree of life, por sus siglas en inglés; es una herramienta
para el andlisis filogenético, https://tree.opentreeoflife.org/) permiti6 obtener rangos a
nivel de especie e incluso subespecie. Por otra parte, RPD y SILVA limitaron sus
resultados a un rango de género. En la Tabla 5 se muestran las coincidencias de las
unidades taxonOmicas encontradas en el estudio a nivel de género para las bases de
datos GenBank, RDP, SILVA y Greengenes.

Tabla 5 Unidades taxondmicas coincidentes en bases de datos para asignar taxonomia

Base de datos NCBI RDP SILVA GG
NCBI 78773 4001 7827 117
RDP 4001 4156 3137 955
SILVA 7827 3137 8284 1039
GG 117 955 1039 1196

Los datos fueron obtenidos de un diagrama de Venn publicado por los autores (Balvociate y Huson, 2017).

Por otro lado, en la Tabla 6 se muestra una lista actualizada de las secuencias
depositadas en las principales bases de datos. En la base de datos RDP se clasifican en
secuencias correspondientes al gen 16S rRNA para baterias y archaeas, y al gen 28S
rRNA para Fungi. La base de datos de GenBank es la mas actualizada y con el mayor
namero de las secuencias disponibles. La base de datos Greengenes es la mas
desactualizada, alberga secuencias solo de organismos procariotes y con menor numero
de secuencias. La base de datos SILVA se actualizd recientemente y cuenta con

secuencias de bacterias, archaeas y eucariotas.
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Tabla 6 Secuencias depositadas en las principales bases de datos

Base de datos Secuencias disponibles Fecha de actualizacién
y version Bacteria Archeae Eukaryota
RDP v11.5 3,356,809 16S rRNA 125,525 28S rRNA (Fungi) Septiembre 2016
GenBank 237,520,318 Abril 2022
Greengenes 13.5 1,004,892 16S rRNA No disponible Mayo 2013
SILVA v138 1,983,534 69,198 172,540 Diciembre 2019

Con el reciente incremento de estudios metagendmicos, las bases de datos comienzan a
disponer de secuencias de diferentes genes marcadores de copia Unica (Sagata et al.,
2012). Sin embargo, la cantidad y calidad de las secuencias aun parece insuficiente para
obtener informacion precisa de muestras ambientales, situacién que se espera cambie
pronto. Por otro lado, las secuencias del gen rRNA 16S representan un amplio repertorio
atil para la identificacion bacterias y el calculo de abundancias relativas presentes en un
muestra medioambiental. Ademas, existen otras herramientas que a partir de la
informacion obtenida por el gen rRNA 16S, donde es posible inferir algunas

caracteristicas funcionales de los microorganismos de interés.

El Software PICRUSt (Phylogenetic investigation of communities by reconstruction of
unobserved states) es un algoritmo y software bioinformatico capaz de realizar
predicciones para identificar posibles capacidades metabdlicas de comunidades
microbianas. A través de un gen marcador como 16S rRNA, PICRUSt compara el
potencial de una comunidad microbiana realizando una buUsqueda de secuencias
metagenOmicas ya existentes en bases de datos, la exactitud del método es de hasta
85% para muestras humanas y un poco menor en muestras medioambientales como
suelos. Ademas, PICRUSt genera una normalizacién por gen rRNA 16S multicopia para
el analisis de diversidad, lo que limita a algunos otros software existentes
(http://picrust.github.io/picrust/). Esta herramienta resulta muy util sobre todo en un
contexto de costo-beneficio, ya que un analisis metagendmico continua siendo costoso
para muchos laboratorios (Langille et al., 2013). Una alternativa para este tipo de analisis
de inferencia metabdlica es la tercera version de Parallel-META 3, una herramienta
comparable con PICRUSt, ademas, que resulta mas eficiente en cuanto a la utilizacién

de recursos de computo, segun los autores (Jing et al., 2017).
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Alcances de la inferencia metabdlica a partir de la anotacién taxonémica con el
gen rRNA 16S

En muestras de microbiomas donde la informacion metagendmica en las bases de datos
es escasa, PICRUSt tiene algunas limitaciones infiriendo el potencial funcional. Un
ejemplo, Wilkintson et al. (2018) compararon la informacion obtenida de un analisis
metatranscriptdmico en muestras obtenidas de rumiantes, un tipo de muestra poco
representada en bases de datos metagenomicos, con los resultados predictivos de
PICRUSt y con CowPl, una herramienta que utiliza PICRUSt en conjunto con los
proyectos de bases de datos metagendmicos de microbiomas en rumiantes Global
rumen census Yy Hungate 1000 (Rumen Microbial Genomics Network,
http://www.rmgnetwork.org). Con esta modificacion, CowPl es capaz de mejorar la
exactitud de los resultados obtenidos por PICRUSt semejando mas los resultados

obtenidos por analisis metatranscriptémicos.

En cuanto a las muestras medioambientales, principalmente obtenidas de suelo, existen
algunos reportes de bases de datos que podrian acoplarse bien con el uso de PICRUSt
para el presente estudio. Por ejemplo, The Microbiome Stress Project Database (TMSP),
es una coleccion de secuencias de rRNA 16S para el estudio de ecologia microbiana en
funcion de los factores medioambientales y la capacidad de tolerancia y respuesta de las

comunidades microbianas a diversos factores bioticos y abiéticos (Rocca et al., 2018).

Otra opcion es Earth Microbiome Project (EMP), un proyecto ambicioso que tiene como
finalidad obtener la mayor cantidad de informacion 6émica posible acerca de la ecologia
microbiana en planeta. En un comienzo se busco identificar taxonémicamente los
microorganismos no cultivables, pero el esquema cambié al querer otorgar una funcién
dependiendo de factores geogréficos y fisicoquimicos de la muestra. Hoy en dia, EMP
reune informacion tanto de secuencias gendmicas Yy transcriptomicas, asi como
informacion protedmica y metabolomica relacionada con la ecologia microbiana de
diversos tipos de muestras. EMP es sin duda una excelente propuesta para incrementar
el conocimiento acerca de la ecologia microbiana y sus capacidades de respuesta ante
diversos factores abiéticos, sin embargo, aun resulta interesante comparar la interaccién

con factores bi6ticos (Thomson et al. 2017).
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En un reciente reporte, Wang et al. (2019) infirieron a través de PICRUSt un incremento
de la expresion de genes del tipo pilE y Citocromo C en consorcios desarrollados sobre
anodos de CCM-autotroficas enriquecidas con algas, sin embargo, esa informacion
resulta escasa para entender los mecanismos de intercambio de electrones y la
capacidad metabdlica real de los consorcios microbianos. Por ejemplo, se han reportado
diversos Citocromos C en G. sulfurreducens, pero tal parece que sélo OmcS y OmcE
son los responsables en principales en la reduccién de Fe*' (relacionados con el
intercambio de electrones) (Mehta et al., 2005), por lo que un andlisis general de la
sobre expresion de citocromos C no nos permite obtener informacion precisa de los
mecanismos de intercambio de electrones asociados a consorcios identificados por
rRNA 16S.

Es necesario el uso de técnicas como qPCR (quantitative PCR o PCR cuantitativo) o en
su caso estudios transcriptomicos para definir de mejor manera la informacién inferida
por PICRUSt, asi como realizar experimentos especializados que prueben la actividad
metabdlica inferida por esta herramienta. Al utilizar PICRUSt como una herramienta para
deducir el potencial metabdlico de los microorganismos, se debe utilizar una base de
datos adecuada, realizar un analisis con cierta reserva de los resultados y utilizar
técnicas cdomo gPCR o analisis transcriptomicos para poder corroborar el potencial de

esta herramienta.

Caracterizacion de la ecologia microbiana en CCM

Se han caracterizado diferentes tipos de bacterias sobre el anodo de una CCM, los filos
con mayor abundancia reportados incluyen Proteobacteria y Bacteriodetes. Por otro
lado, estan otros tipos de bacterias no identificadas con una abundancia minima pero
gue en conjunto representan un porcentaje considerable del total. El papel de éstas
bacterias alun se desconoce, sin embargo, se infiere que podrian influir sobre la
produccion de electricidad debido a los metabolitos que generan (Zhao et al., 2017; Liu
etal., 2017; Ma et al., 2017).

Ishii et al. (2013) por medio de la secuenciacion de amplicones del gen rRNA 16S con el
método de Sanger, encontraron que la composicién de la diversidad microbiana a nivel

clase y familia (representada por los indices de Chaol, Shannon y Simpson) sufre de
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una presion selectiva cuando los factores de la resistencia externa, circuito abierto o un
voltaje controlado por un potenciostato, afectan la produccién de electricidad en CCM.
En este estudio, las familias Desulfobulbaceae y Geobacteraceae se encontraron
relacionadas con la produccion de electricidad. Ya se han identificado algunos de los
mecanismos de transferencia de electrones (MTE) para Geobacter sulfurreducens (Shi
et al.,, 2007), sin embargo, Ishii et al. (2013b) apoyados sobre un analisis de
metatranscriptOmica, identificaron la expresion de genes citocromo tipo C pertenecientes
a la familia Desulfobulbaceae durante la produccion de electricidad en CCM lo que
podria significar que aunque que las familias Desulfobulbaceae y Geobacteraceae se

encuentran filogenéticamente distantes podrian presentar MTE similares.

Zhao et al. (2017) evaluaron la dindmica poblacional microbiana cuando cambiaron el
sustrato a una CCM de una camara con catodo aireado. Las CCM fueron alimentadas
con lactato en la fase inicial, posteriormente se sustituyd por glucosa, acetato o
propionato en una segunda fase, finalmente, se sustituyeron por lactato nuevamente en
una tercera etapa. Los autores encontraron que el acetato en la segunda etapa afecto al
minimo la produccion de electricidad y que una segunda adicion de lactato (en la tercera
etapa) favorecio el desarrollo de microorganismos del género Geobacter, Pseudomonas
y Anaeromosa. El analisis taxondmico de los autores fue a través de la secuenciacién de
las regiones variables V3-V4 del gen rRNA 16S utilizando la plataforma MiSeq de
lllumina, analizando sus datos con el software QIIME y comparando contra la base de
datos RPD.

Liu et al. (2018) identificaron al género Geobacter con mayor abundancia relativa (75%)
cuando enriquecieron un sustrato de acetato con el ion férrico Fe** a una concentracion
de 200 uM en una CCM de una camara, en comparacion con un control con sustrato sin
Fe™®. Los autores utilizaron la plataforma HiSeq 2500 de lllumina para secuenciar
amplicones de la region V3-V4 del gen rRNA 16S y analizaron sus datos con el software
QIIME (versidn 1) comparando con las bases de datos Greengenes y RDP.

Sciarria et al. (2019) monitorearon la diversidad microbiana durante la generacion de
electricidad en CCM de una camara con catodo aireado y utilizaron herramientas como
citometria de flujo y secuenciacion del gen rRNA 16S por medio de la plataforma Illumina
(usaron el software QIIME y la base de datos Greengenes) para describir la diversidad
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microbiana (indice de Simpson) en distintos puntos en el tiempo de la produccion de
voltaje. Los autores encontraron mayor abundancia de los géneros Acinetobacer,
Azospirillum y Geobacter cuando se dio la mayor produccion de electricidad, al final de la
corrida. Ademas, observaron una posible relacion entre el incremento de la abundancia

del género Acinetobacter y la produccion de electricidad en la fase final del experimento.
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HIPOTESIS

La composicion bacteriana en consorcios desarrollados en una celda de combustible
microbianas cambia en funcion de los parametros de operacion, tales como el tiempo de
recambio del sustrato, inéculo y tipo sustrato. La diversidad microbiana disminuye como
efecto de la presion selectiva de los parametros de operacion respecto al indculo. Sin
embargo, la abundancia relativa de algunos géneros de interés incrementa, en
consecuencia es posible identificar la formacién de consorcios especializados para la
degradacion de materia organica y la produccion de bioelectricidad en celdas de

combustible microbianas.

OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar la composicidbn bacteriana en celdas de combustible microbianas para
tratamiento de vinazas y melaza para caracterizar los géneros a los cuales se les pueda
atribuir la produccion de bioelectricidad en condiciones previamente establecidas, tales

como la fuente de in6culo, sustrato y configuracion de la CCM.

Objetivos especificos
1. Determinar el efecto del sustrato, inéculo y pardmetros de operacion sobre la
produccion de bioelectricidad y remocién de la materia organica en CCM de una y dos

camaras utilizando acetato de sodio y glucosa como sustratos.

2. Evaluar el efecto del uso de las melaza y vinazas como sustrato y de los parametros
de operacion sobre la densidad de microorganismos electrogénicos y la produccion de

bioelectricidad en CCM de una y dos camaras.

3. Identificar las diferencias en la composicion de microorganismos desarrollados con el

uso de diferentes sustratos en CCM por secuenciacion del gen rRNA 16S.

4. Analizar los microorganismos caracterizados como posibles responsables de la

produccion de bioelectricidad en las CCM.
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METODOLOGIA

Estrategia experimental

En la Figura 8 se muestra un resumen de la estrategia experimental que consta de tres
etapas, en la primera se determind el efecto del tipo de inéculo y el tiempo de residencia
hidraulica sobre el desempefio de las CCM. En la segunda se evaluaron diferentes
configuraciones de CCM Yy varios sustratos entre los cuales se encontraron: acetato,
glucosa, vinazas y melaza. En la tercera se identificdé la composicion bacteriana

mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA.

Construccion del sisitema experimental

Analisis:

-Curvas de polarizacion
-Pruebas EIS
-Eficiencia coulombica

Etapa 1: Efecto del inoculo en CCM de una camara y efecto del sustrato en CCM de
dos camaras.

Etapa 2: Produccion de bioelectricidad en CCM de dos camaras alimentadas con
vinazas y melaza.

Analisis:

-Curvas polarizacion
-EIS

-Eficiencia coulombica
-Ecologia microbiana

Etapa 3: Determinacion de las comunidades microbianas desarrolladas en CCM
alimentadas con vinazas y melaza

Figura 8. Resumen gréafico de la estrategia experimental. La fase experimental del presente estudio consta
de tres etapas y una previa para la construccion y pruebas preliminares de las CCM.
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Caracteristicas de las CCM

Se construyeron 5 CCM de disefio modular con lamina de acrilico (PLEXIGLAS®) de 5
mm y 12 mm de espesor, para las cubiertas y para el cuerpo, respectivamente (Figura
9a). Este disefio permite la configuracion de CCM de una y de dos camaras separadas
por MIP. Las placas que conforman el cuerpo de la camara miden 10 cm por lado en el
exterior y 8 cm por lado en el interior, por lo tanto, el volumen de un modulo equivale a
75 ml. En una configuracion de una sola camara, el volumen de la CCM con 2 placas
sera de 150 ml con una distancia entre electrodos de 1.2 cm y ésta cuenta con un
catodo aireado (Figura 9b).

Para la configuracion de doble cAmara separada por MIP Nafion TM117 (DuPont Co), la
CCM estara conformada por 4 placas, por lo tanto, el volumen sera de 150 ml para cada
camara, el catodo se encontrar4 inmerso en un catolito (ferrocianuro de potasio) y se
inyecta oxigeno (o catodo aireado) en la cAmara catddica, la distancia entre electrodos
es de 1.2 cm (Figura 9c). En ambos casos, el anodo esta constituido por fieltro de grafito
con una superficie de 0.0025 m? térmicamente acondicionados. El catodo esta
conformado de tela de carbon impregnada con 4 capas de poli estireno expandido (16 %

w/v, en una solucién de xileno-acetona, 7:3) al exterior, y con una superficie de 0.0064
2

m-.
A) B) C)
Entrada o salida Anodo 1.2cm Anodo MIP Catodo
6'1' — v ¥ ¥

® ® @ @

. Catodo | 1 1
(—-
8cm

@ @ @ @ 1 1 1
10cm [
1.2¢cm
Electrodo Cubierta Placa intermedia CCM UC CCM DC

Figura 9. CCM de disefio modular. A) Partes que conforman la CCM; B) Configuraciéon de una camara;
C) configuracion de dos camaras separadas por MIP.
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El sistema de adquisicion de datos consta de un arduino Mega 2560 (ADC22, Pico
Technology, Ltd.) conectado a las 5 CCM a través de un Protoboard por medio de cables
jumper tipo Dupont y configurado con las resistencias adecuadas (después de
caracterizar la resistencia interna del sistema). El sistema electronico fue programado
con la herramienta de Simulink del software de Matlab (Mathworks®) (Pietruszka, 2012).
El arduino a su vez se encuentra conectado a un ordenador para el registro de datos del

voltaje a circuito cerrado (Figura 10).

CCM Arduino Ordenador

Figura 10 Esquema del sistema de adquisicion de datos. Se registra el voltaje producido en un
ordenador por medio de un arduino conectado a las CCM.

Con la finalidad de caracterizar la configuracion (ya sea de una o dos camaras) y la
eficiencia de la CCM, durante la etapa de evaluacién del efecto del inéculo y del TRH
sobre la produccién de bioelectricidad, se calcul6 la intensidad de corriente (1), potencia
(P), densidad de potencia (Dp), densidad de corriente (Dc), potencia volumétrica (Pv),
remociéon de DQO (DQOg) y eficiencia coulémbica (Ec). Ademas, se realizaron las
siguientes pruebas electroquimicas: curvas de polarizacion, para determinar la
resistencias internas y ajustar la resistencia externa; espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS), para conocer el rendimiento de la celda. Con los datos de EIS se
analizaron con un modelo de circuitos equivalentes algunas caracteristicas resistivas asi

como capacitivas.

Ecuaciones utilizadas en las variables eléctricas y de remocion:

P DQO; — DQO MIAt
— DQOy = DQo: — bQoy 100y Ec

v P
I=—, P=1IV, Dc=-, Dp=-, Pv= -
0 ¢ P=17 v DQO, FbvACOD

A
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Etapa 1: efecto del in6culo, del sustrato y parametros de operaciéon en CCM de una
y dos camaras

Durante la etapa uno, se determind el efecto del in6culo sobre la Dp usando CCM de
una camara y acetato de sodio como sustrato. Se compard la produccion de
bioelectricidad con la degradacion de materia organica. Como primera fuente del in6culo,
se colectaron muestras extraidas de un sedimento de arroyo en cuerpos de agua del
antiguo distrito minero en el poblado de Huautla, Morelos, ya que reportes del servicio
geoldgico Mexicano muestran que en dicho sitio existe la presencia de metales, como
Fe, Pb, Zn, entre otros (Anexo 1 y Figura 11). Por lo anterior, se supone que en esos
sitios podemos encontrar consorcios de bacterias reductoras de metales. La segunda
fuente de in6culo fueron lodos granulares anaerobios obtenidos de la planta de
tratamiento de agua de una industria papelera. Estos lodos fueron pre acondicionados:
macerados, pesados, alimentados con una solucion de acetato de sodio (20 mM) en un

matraz e incubados a 37°C por 3 dias.

Figura 11. Sitio de muestreo para la obtencién de indculos. Muestra 1 (18°26'49.46”N vy
99°01°36.03”0), Muestra 2 (18°25'42.77” N y 99°03°'13.87”0). Las flechas en color amarillo representan
los cuerpos de agua y los cuadros rojos presentan las posibles zonas de las antiguas mineras.

Una serie de cinco CCM de una camara se operaron en modo por lotes durante 21 dias
(dependiendo del comportamiento del voltaje producido) para permitir el desarrollo de la
biopelicula y evaluar la fase de aclimatacion. Dos CCM se inocularon con lodos
granulares anaerobios (LG) y otras dos con sedimentos de Huautla (SH), la cantidad del
in6culo en ambos casos fue del 20% del volumen del reactor, el control negativo carecié
de in6culo (Tabla 6). Se us6 como sustrato una solucién de acetato de sodio (20 mM)
amortiguada con bufer de fosfatos a pH 7 (50 mM). Con base en los resultados de este

experimento, se selecciond LG como el mejor indculo.
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Posteriormente, en otro experimento usando LG como inéculo se evalu6 el efecto del
sustrato en CCM de doble camara utilizando en la cdmara catddica ferrocianuro de
potasio como aceptor ultimo de electrones a una concentracion de 100 mM. Como
sustrato en la camara anddica se utilizaron las concentraciones de 10, 20 y 40 mM de
glucosa y acetato de sodio. Cada concentracion se fue variando después de cada TRH
en cada caso.

Al término de cada TRH, se sustituyd el sustrato por uno nuevo y se medio la DQO
(Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater) y el pH. Con el
sistema de adquisicion de datos, se registro el voltaje en tiempo real o en su caso con un
multimetro en fase de la seleccion del in6culo. Al final de cada corrida, asépticamente se
tomd muestra de la biopelicula raspando con una espatula estéril el anodo y se congeld
a -70 °C en solucion salina para su posible analisis de ecologia microbiana. La Tabla 7
muestra un resumen del estudio del TRH, sustrato e inoculo en las diferentes

configuraciones de CCM.

Tabla 7 Configuracién de las CCM para la evaluacién del inoculo y el TRH

Tipo de celda TRH In6culo Sustrato Prueba electroquimica
Una camara 15d LG Acetato Curvas polarizacion y EIS
Una camara 15d SH Acetato Curvas polarizacion y EIS
Dos camaras 3d LG *Glucosa -
Dos camaras 3d LG *Acetato -

TRH, Tiempo de residencia hidraulica; LG, Lodos granulares anaerobios; SH, sedimentos; EIS,
espectroscopia de impedancia electroquimica;* Concentraciones 10, 20 y 40 mM

Al final de la etapa uno y al analizar los resultados, se determiné el efecto del in6culo y
de los parametros de operacion sobre la densidad de potencia producida en CCM de

una o dos camaras.

Estudios electroquimicos

Con la finalidad de estimar la resistencia interna y la Dp de las CCM, se obtuvieron las
curvas de polarizacion al término de operacion de cada CCM, se realizaron mediciones
de voltajes crecientes con una serie de resistencias externas de entre 10 Q y 20 KQ
hasta el punto de estabilizacion. La produccién de voltaje (mV) del sistema CCM fue
medido en tiempo real con un multimetro digital MUL-600/RS232C (STEREN®) en el
caso de las CCM de una camara sin catalizador o con un sistema de adquisicion de
datos basado en Arduino para el resto de los experimentos. Para determinar las
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resistencias internas del electrolito y de la interfase, se realizaron estudios de
espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS, del inglés Electrochemical
Impedance Spectroscopy) se realizaron con un Potenciostato/galvanostato/ZRA 09097

(Gamry instruments Interface 1000™

). El rango de frecuencia que se utilizé fue de 0.1
Hz-100 KHz con una sefial de corriente alterna de una amplitud de 5 mV para analizar la
respuesta sin perturbar el funcionamiento de los reactores, dichas condiciones fueron
manipuladas con el software Gamry Framework. Los potenciales anddicos se
determinaron con el mismo equipo, donde se utilizd6 un electrodo de referencia de
Ag/AgCI (KCI 3 M, +207 mV, pH 7 a 25 °C, Metrohm). Se analizaron las resistencias
internas (resistencia éhmica y de la interfase &nodo- anolito), elementos de fase
constante y elementos Warburg utilizando un modelo de circuitos equivalentes para la
descripcion de las CCM de doble camara alimentadas con vinaza mezcalera, vinaza

tequilera y melaza con el software Zsim Demo v3.20 y el modelo R (Q (RW)).
Evaluacion de CCM de una camara usando catalizador en el catodo

En esta fase de la etapa uno del estudio, se evalué el rendimiento de las CCM de una
sola camara utilizando platino como catalizador en el catodo y melaza como sustrato.
Ademas, se analiz6 la morfologia de la biopelicula con microscopia electronica de
barrido (SEM, por sus siglas en inglés). El objetivo fue analizar el rendimiento de las
CCM de una camara con catodos cubiertos de platino, en comparacion con las CCM de
una camara sin catalizador, ademas, se comenz0 a utilizar sustratos complejos como la

melaza que fue comparada con acetato de sodio como una fuente diferente de sustrato.

Para el anodo, se cortaron discos de fieltro de grafito de 3 cm de didmetro y 0.5 cm de
grosor, posteriormente se lavaron sumergiéndolos en acido clorhidrico 1 N por 1 h y se
secaron por 15 min a 350 °C en una mufla previamente calentada. Mientras que para el
catodo, se cortaron cuadrados de 5 cm por lado de tela de carbon para los catodos, se
lavaron con &cido clorhidrico 1 N por 1 h y se secaron por 15 min a 350 °C en una mufla

previamente calentada.

La preparacion de los catodos fue modificada del protocolo disefiado por Logan et al,
(2007), se pesaron 1.56 mg de carbén activado por cada cm? de superficie, es decir, 39

mg de carbén por cada cuadro de tela de carbén con una superficie de 25 cm?. En un
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vial, se afadio 348 uL PTFE al 40% y se mezcld gentilmente para evitar la formacion de
burbujas. La mezcla se aplicd sobre la superficie de la tela de carbdén con un pincel
pequefio y se distribuyd uniformemente, se secé por 2 h a temperatura ambiente y luego
en una mufla a 350°C por 15 minutos. Posteriormente, sobre la capa de carbdn se
aplicaron 4 capas de PTFE al 60% con tiempo de secado entre capa y capa de 15 min a
temperatura ambiente y 15 mas a 350°C en una mufla precalentada. Para la capa
catalitica, se prepard una mezcla con platino sobre carbén (Pt/C) al 10% mas 83 L de
agua destilada, 6.67 pL de solucion de Nafion y 3.33 pL de alcohol isopropilico por cada
mg de Pt/C. Se aplicdé un capa de la mezcla en una proporcién de 0.5 mg de Pt/C por
cm? de la superficie opuesta a la cara con carb6n/PTFE y se dejé secar por 24 h

temperatura ambiente (Figura 12). ma de Carbén
Capa catalitica Pt/C

<—4 Capasde PTFE

Tela de carbon |

igura 12. Representacion esquematica de la preparacion del cidtodo con catalizador. Estas capas
on impregnadas para mejorar la capacidad catalitica (Pt/C), incrementar el area superficial (Pt/C y C) y
ermitir el paso del oxigeno del aire al mismo tiempo que retener los liquidos al interior de la CCM
IXPTFE).

Las melazas fueron diluidas en agua destilada en una proporcién 1:99, melazas: agua,
respectivamente. El valor la DQO calculada fue entre 3-4 g/L. El pH se ajust6 a 7 con
HCIy NaOH 1N. Como control, se usé acetato de sodio (1g/L) ajustado a un pH de 7 con
bafer de fosfatos (50 mM). Como in6culo se utilizaron lodos granulares anaerobios
macerados en un mortero, en un vial se pesaron 500 mg para cada reactor se afiadi6 2
ml de agua destilada y se disolvieron con sonicacién por 10 minutos. Como recolector de
datos se utiliz6 un arduino acoplado a un ordenador (explicado anteriormente, anexo

dos) y se monitoreo el voltaje producido en las CCM con intervalos de 4 h por 600 h. Las
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primeras 300 h, las CCM se operaron a circuito abierto y las 300 h posteriores a circuito
cerrado con una resistencia externa de 1000 Ohms.

En la operacién de las CCM en esta fase del estudio, durante las primeras 300 h de
operacion a circuito abierto tres CCM se alimentaron con acetato de sodio para observar
la reproducibilidad, posteriormente, a las 200 h se sustituy6 el sustrato de dos CCM, una
con acetato de sodio fresco y otra con melazas, la tercera CCM contenia el mismo
acetato de sodio que se aliment6 desde el inicio. Al final de la corrida, se determinaron
las curvas de polarizacion de cada CCM con una resistencias externas variables (0O-
20,000 Q), se midi6 el voltaje hasta alcanzar lecturas de pseudoequilibrio (voltaje
constante en un intervalo de 5 minutos como minimo). Por medio de la ley de Ohm, se
calculo la densidad de potencia y la potencia volumétrica. La muestra de la biopelicula
se colectd raspando con una espatula estéril, se suspendié en solucion salina y se
almacend a -80°C para su posterior andlisis. Para ambas CCM (alimentada con acetato
de sodio o melaza), un fragmento del &nodo (1 cm x 1 cm) con una porcion de la
biopelicula se corté con un bisturi estéril y se envié al Centro de Investigacion en
Ingenieria y Ciencias aplicadas (CIICAp) en la Universidad Autonoma del Estado de
Morelos (UAEM) para analisis de microscopia electronica de barrido con un equipo
HITACHI (Schottky Field Emission Scanning Electron Microscope SU5000) para analizar

la morfologia de la biopelicula.

Etapa 2: Produccion de bioelectricidad en CCM de dos camaras alimentadas con
vinazas y melaza

La melaza utilizada en este estudio procede del Ingenio Azucarero Emiliano Zapata en el
municipio de Zacatepec, Morelos. La vinaza tequilera fue obtenida de una industria
ubicada en el estado de Hidalgo. Por otro lado, la vinaza mezcalera se obtuvo de una
pequefia destiladora artesanal en el municipio de Tlaquiltenango, Morelos. En el caso de
la melaza, se observdé una gran viscosidad que disminuyé al diluirla en agua
desmineralizada sin apreciarse sélidos, mientras que para ambas vinazas, la muestra se
tomo de la parte superior del liquido en el tanque de recepcion, para evitar la presencia
de sdlidos que se sedimentan en el tanque. Las vinazas de agave (tequileras y
mezcaleras) pueden presentan valores de DQO desde 5 hasta 150 g/L (Mendez-Acosta

et al., 2010; Garcia-Depraect et al., 2020; Ramirez-Ramirez et al., 2021) lo que las
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convierte en residuos con alta concentracion de materia organica. Sin embargo, algunos
reportes sugieren que valores de DQO altos pueden saturar la CCM provocando un

pobre rendimiento de bioelectricidad (Lopez-Velarde et al., 2017; Marks et al., 2020).

En la etapa dos del estudio, se operaron tres CCM de dos camaras durante 800 h
alimentadas con melaza y vinazas, para determinar el efecto del sustrato sobre la
diversidad microbiana. Se evaluaron dos vinazas, una tequilera de una planta
destiladora en el estado de Hidalgo y otra mezcalera obtenida de la industria de la
destileria en el estado de Morelos. Ambas vinazas se diluyeron con agua
desmineralizada para obtener influentes con valores de DQO entre 3-4 g/L y fueron
amortiguadas con bufer de fosfatos (50 mM) para mantener el valor de pH 7. Ademas,
se evalué la melaza obtenida del ingenio azucarero Emiliano Zapata de Zacatepec,
Morelos. Esta también se diluyo para obtener valores de DQO similares a las de las
vinazas. Como in6culo se utilizaron lodos granulares anaerobios y la muestra para
extraer el DNA del in6culo fue colectada el mismo dia del arranque de la corrida y
congelada a -70 °C para su comparacion con la composicion microbiana de las

biopeliculas.

Las CCM de doble cdmara se operaron en seis ciclos con una duracion aproximada de
100 h. En los primeros tres ciclos (C1, C2 y C3) se observo el voltaje y las resistencias
internas con curvas de polarizacion y EIS. Posteriormente, con el objetivo de describir el
comportamiento de las CCM de dos camaras alimentadas con melaza y vinazas se
extendid la corrida por tres ciclos adicionales (C4, C5 y C6). Ademas, se cambiaron los
sustratos al mismo tiempo que los catolitos, para disminuir el efecto del catodo sobre la
produccion de electricidad, variables como pH y cambio de concentracién del
ferrocianuro de potasio. Ademds, se determinaron las curvas de polarizacion, se
realizaron pruebas de EIS (ciclos C4, C5 y C6), asi como un analisis por circuitos
equivalentes para determinar los valores de las resistencias 6hmicas y la de interface
anolito-anodo. Ademas, se identificaron los valores de los elementos de fase constante,
(CPE, por sus siglas en inglés) y el elemento Warburg, valores que se asocian con los
procesos capacitivos y de difusién en el anodo, respectivamente (se describe en el

apartado de estudios electroquimicos). Al término de los ciclos de operacion C4, C5y C6
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con una duracién de 72 h, se determind la degradaciéon de la materia organica medida
con la DQO y se calculo la eficiencia coulombica.

Etapa 3: Determinacion de comunidades microbianas en CCM alimentadas con
vinazas y melaza

Al final del ciclo C6, se colectaron las muestras de la biopeliculas anddicas de las tres
CCM para determinar la ecologia microbiana representativa en cada una de las CCM.
Las muestras de las biopeliculas e in6culo congeladas a -70 °C fueron colectadas para
la extraccion de DNA con el kit comercial DNeasy PowerSoil (MOBIO) de acuerdo las
instrucciones del fabricante. Con el DNA extraido, se amplificaron las regiones V3-V4 del
gen rRNA 16S en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Ahi se construyeron las
librerias metagendmicas del gen rRNA 16S de acuerdo al protocolo de la Unidad
Universitaria de Secuenciacion Masiva y Bioinformética (UUSMB). Se secuenciaron los
amplicones del gen ribosomal 16S obtenidas de las regiones variables V3-V4 por la
plataforma MiSeq de Illumina en una configuracion de lecturas pareadas en 600 ciclos,

de acuerdo a lo reportado por Godoy-Lozano et al., 2018.

Se realizé un control de la calidad de las lecturas con un valor minimo de Q>20 con el
software FastQC. Se realizd la caracterizacion de la taxonomia microbiana por el
software QIIME2 (Hall & Beiko, 2018), en donde se eliminaron quimeras y errores de
secuenciacion asi como la generacion de ASV (amplicon sequence variant) con el
software DADA2 (Callahan et al., 2016). Finalmente, con los resultados de QIIME2 se
determind la diversidad microbiana por medio de los indices Faith para diversidad alfa y

Bray-Curtis para diversidad beta.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la fuente del in6culo sobre la produccion de electricidad en CCM de una
camara alimentada con acetato de sodio y determinacion de su resistencia interna

Se usO una solucién de acetato de sodio (20mM) amortiguada con buffer de fosfatos
(50mM) a pH 7 como sustrato y se evalué la produccion de voltaje durante una semana
a circuito abierto y durante dos semanas a circuito cerrado con una resistencia de 1000
Q en CCM inoculadas con lodos granulares (CCM-LG) y con sedimentos de arroyo de la
comunidad de Huautla (CCM-SH). Como control negativo se operd una CCM sin indculo.
En circuito abierto (sin resistencia externa) CCM-LG produjo un voltaje aproximado de
240 mV, CCM-SH de 120 mV, los cuales fueron normalizados restando el voltaje

producido por el control que fue de 70 mV (Figura 13a).

Para circuito cerrado (resistencia de 1000 Ohms), en ambos sistemas CCM-LG y CCM-
SH se alcanzaron los maximos voltajes alrededor del dia 8. CCM-LG produjo un voltaje
maximo alrededor 65 mV, un 7% mayor que CCM-SH, que produjo un voltaje maximo
alrededor de 45 mV. La produccion maxima de voltaje promedio se presenté durante los
dias 8, 9 y 10 para CCM-LG. Mientras que para CCM-SH los dias 7, 8, 9 y 10. Posterior
a esos dias, se observé un decremento en la produccion del voltaje en ambos sistemas
(Figura 13b). En el caso de la Dp y Pv, el mejor rendimiento lo obtuvo CCM-LG con

valores de 1.7 mW/m? y 289 mwW/m3 respectivamente (Figura 13c y d).
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Figura 13. Rendimiento de CCM inoculadas con lodos granulares y con sedimentos. a) Voltaje a
circuito abierto; b) Voltaje a circuito cerrado; c) Densidad de potencia; d) Potencia volumétrica. (Lodos
granulares en circulos azules, sedimentos en circulos verdes y control negativo en circulos rojos).

CCM-LG mostro un mejor rendimiento en comparacion con CCM-SH. Sin embargo, para
estar seguros que el efecto es debido a las capacidades de la biopelicula, es decir que
existen condiciones similares en la resistencia interna debido a las caracteristicas del
reactor, se realiz6 una curva de polarizaciébn con resistencias de 10-20,000 Q, se
determind la Dp maxima y la pendiente de las curvas (voltaje vs densidad de corriente)
para el célculo de la resistencia interna en cada una de las CCM. En el caso de CCM-
LG, se observéd una Dp maxima de 1.35 mW/m? y una resistencia interna de 82 Q,
mientras que para CCM-SH se obtuvo una Dp méxima de 1.25 mW/m?y una resistencia
interna de 144 Q (regresion lineal, R?=0.9879 y R?=0.9895, respectivamente; P=0.001.
Calculadas con GraphPad Prism) (Figura 14).
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La resistencia interna determinada con curvas de polarizacion (valor de la pendiente de
la recta) en CCM-SH fue aproximadamente 40 % mayor que en CCM-LG, por tal motivo
y dada la baja exactitud de la prueba, se consideré pertinente hacer pruebas de
impedancia electroquimica, para determinar la resistencia interna a través de un analisis
del grafico de Nyquist, que permite distinguir entre la resistencia del electrodo y la del
seno del liquido (Mei et al., 2017). Los graficos de Nyquist consisten en resistencias
reales vs resistencias imaginarias determinadas con un potenciostato al aplicar pulsos
de corriente alterna a diferentes frecuencias. El disefio de los reactores nos permite
suponer que las perdidas 6hmicas deberian ser similares y las diferencias en la
resistencia interna se deben principalmente al tipo de pérdidas por activacion,
metabdlicas y concentracion, caracteristicas propias de la biopelicula. (Logan et al.,
2006).

La Figura 15a y b muestra los gréaficos Nyquist completos obtenidos con EIS. En una
amplificacion de los graficos Nyquist para CCM control y CCM-LG mostraron resistencias
internas similares con un valor cercano a los 20 Q (Figura 15c y e) mientras que la CCM
presentd una resistencia cercana a los 30 Q (Figura 15d). De manera similar a las curvas
de polarizacion la resistencia interna de CCM-SH fue aproximadamente un 30-40%
mayor que la resistencia de CCM-LG. Ademés, de acuerdo a las interpretaciones fisicas
del grafico de Nyquist, la region correspondiente a la resistencia interna del electrodo fue
similar en todas las CCM (Figura 15c, d y €). Sin embargo, la regién de la resistencia del
seno del liquido fue mayor para la CCM-SH (figura 15e), de tal manera, podemos atribuir
el incremento de la resistencia interna a pérdidas de tipo metabdlicas y activacion que

posiblemente tienen lugar en la CCM-SH.

CCM-LG mostro el mayor potencial anédico (representado como el valor mas negativo)
(figura 15f), lo que concuerda con el mejor rendimiento que obtuvo con respecto a CCM-
SH en los resultados de voltaje, densidad de potencia y potencia volumeétrica (figura 13).
Por otro lado, podemos inferir el potencial catédico definido como la diferencia entre la
fuerza electromotriz y el potencial anddico (la fuerza electromotriz de la CCM esta dada
por Fem= Eca-Ean, donde Fm es practicamente, el valor de voltaje producido a circuito
abierto). Ambas CCM presentaron un potencial catdédico similar con un valor alrededor

de los 200 mV mientras que para el control fue de 140 mV (figura 16a). CCM-LG mostro
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el mayor voltaje a circuito abierto (VCA) y potencial anédico mientras que el potencial

catddico fue similar entre CCM-LG y CCM-SH. Ademds, se determind la eficiencia

coulémbica, en la cual la CCM-LG mostré el 40% de Ec, mientras que la Ec de la CCM-
SH fue del 28% (Figura 16b).
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El in6culo con lodos granulares presenté un mejor rendimiento frente al in6culo de
sedimentos de Huautla (Figura 13), suponemos que la biopelicula desarrollada a partir
de éste indculo posee mejores capacidades para la produccion de bioelectricidad,
debido a que el potencial catédico calculado fue similar para CCM-LG y CCM SH (Figura
16) y que las resistencias del electrodo fueron similares en ambos casos, no asi las
resistencias del seno del liquido, tal como lo muestran los diagramas de Nyquist (Figura
15). Por otro lado, los dias con mejor rendimiento de produccién de bioelectricidad
fueron a partir del dia 7 hasta el dia 11, después el voltaje comenzd a disminuir
rapidamente, estos datos nos permite proponer un tiempo de residencia hidraulico en
reactores operados en modo continuo de 5 dias cuando usamos acetato de sodio 20 mM
como sustrato. Sin embargo, para el uso de vinazas y melazas este valor debe ser

calculado posteriormente, ya que la composicién quimica de estos sustratos es distinta.

El rendimiento de la CCM de una camara sin catalizador resulté menor comparado con
los de otros modelos de CCM de una camara con catalizador reportados por otros
autores, en relacién a la configuracion de la CCM y el mismo sustrato (Chen et al., 2008;
Zhang et al., 2010; Zhong et al., 2019;). Esto se puede atribuir a la ausencia de
catalizador en el catodo utilizado. Por lo tanto, es posible mejorar este rendimiento al
incrementar el potencial catédico de la CCM a través del uso de algun catalizador, por
ejemplo, platino. Otro punto a considerar, es la permeabilidad del poli estireno que

recubre la cara externa del catodo en el modelo usado, en otros estudios se usa PTFE
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para tal efecto. No se ha reportado cual es la eficiencia del poli estireno para permitir el
paso de oxigeno (aire) y que tanto afecta la reaccion de reduccion del mismo. Aun asi,
resulta un modelo adecuado para la evaluacion previa de diferentes inéculos y sustratos,
debido a su bajo costo, ya que el catalizador es uno de los elementos mas costosos en

el disefio de sistemas bioelectroquimicos (HaoYu et al., 2007; Wang et al., 2022).

Evaluacion del efecto del tipo de sustrato, concentracion y pH en CCM de dos
camaras

Se evalud la produccion de voltaje en CCM de doble camara alimentadas con dos tipos
de sustrato: glucosa y acetato de sodio. Se operé una CCM con acetato de sodio (20
mM) en circuito abierto por 300 h, el voltaje maximo alcanzado fue de aproximadamente
0.4 V a partir de las 280 h. Otra CCM se operé con glucosa (20 mM). En ésta el voltaje
méaximo producido fue de 0.1 mV a partir de las 200 h (Figura 17a). Se utilizO como
control una tercera CCM, alimentada con agua destilada, el inéculo en las tres CCM fue

lodos granulares anaerobios, ya estudiados previamente.

Posteriormente, las tres se operaron CCM a circuito cerrado con una resistencia de 1000
Ohms por 300 h. Al inicio y por 72 h, se utilizaron los mismos sustratos que se usaron en
circuito abierto a una concentracion de 20 mM. Se produjeron voltajes de 120 y 60 mV
para acetato y glucosa, respectivamente. Después, se cambio la concentracion de los
sustratos por una mayor, de 40 mM por 72 h, se observé una variacion en voltaje desde
los 90 hasta los 150 mV para la CCM alimentada con acetato de sodio y un voltaje
alrededor de los 50 mV para la CCM alimentada con glucosa. En una tercera fase, se
disminuy6 nuevamente la concentracion de los sustrato a 10 mM y se observé un ligero
decremento respecto a la primera fase con un voltaje producido entre 80 y 100 mV para
la CCM alimentada con acetato de sodio y nuevamente alrededor de 50 mV para la CCM
alimentado con glucosa, muy similar a la segunda fase. Finalmente, se cambié la
concentracion del sustrato a la inicial, de 20 mM, para observar si la produccion de
voltaje se restablecia como al principio de la corrida. En la CCM alimentada con acetato
de sodio se observo voltaje de 150 mV en un periodo de 24 h. Después de ese tiempo el
voltaje disminuy6 rapidamente. Para la glucosa el voltaje se mantuvo ligeramente por
debajo de los 50 mV (Figura 17b).
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De manera similar a la produccion del voltaje, la densidad de potencia fue mayor para la
CCM alimentada con acetato de sodio como sustrato, puntualmente, cuando se alimento
con una concentracion de 20 mM y 40 mM, sin embargo a 40 mM la densidad de
potencia varié6 mucho, entre 3 y 10 mW/m?. En el caso de la glucosa, el comportamiento
de la densidad de potencia fue més regular que la producida con acetato de sodio, sin
embargo, ésta fue mucho menor, alrededor de 1 mW/m? (Figura 17c).

Se identificd en la CCM alimentada con acetato de sodio, una subida de voltaje después
de un incremento en la concentracién, lo que se infiere es que una mayor disponibilidad
de sustrato para la biopelicula constituida por bacterias electroactivas se refleja en un
incremento en el voltaje. Por otra parte, en la CCM alimentada con glucosa, se infiere
gue no hubo incremento en el voltaje debido a que el nimero de bacterias electroactivas

en el consorcio desarrollado fue limitado.

Para evaluar el efecto del pH sobre el desempefio de las CCM, en un experimento
independiente con dos CCM de doble camara y un control sin inocular, las CCM se
alimentaron con acetato de sodio (10 mM) y fueron operadas a circuito cerrado (1000 Q)
por 300 h con un pH de 7 en una y un pH de 6 en la otra, mientras que el control se
alimenté sin ajustar el pH. Ambas CCM produjeron un voltaje similar alrededor de los 30
mV durante las primeras 200 h. Sin embargo, la CCM operada a pH 7 incrementd su
produccion de voltaje hasta 70 mV durante las 72 h posteriores. En el caso de la CCM
de pH 6 el voltaje disminuyé alrededor de os 20 mV en el mismo periodo de tiempo,
posterior a las 270 h de operacién ambas CCM producian voltajes similares alrededor de
los 20 mV (Figura 17d).
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Figura 17. Efecto del pH, del tipo de sustrato y su concentracién en CCM de doble camara. a)
Produccion de electricidad a circuito abierto en funcién del tipo de sustrato y su concentracién; b y c)
Efecto de los cambios en la concentracién del sustrato sobre la produccién del voltaje y la densidad de
potencia a circuito cerrado; d) Efecto del pH sobre la produccién de voltaje en CCM de doble camara
alimentada con acetato de sodio. (En color azul se muestra la CCM alimentada con acetato y pH de 7, en
color verde la CCM alimentada con glucosa y el pH 6 (d), en color rojo corresponde a la CCM control).

Resumiendo los resultados de los tres experimentos, la CCM operada con acetato de
sodio presentdé mayor produccion de electricidad comparada con la CCM alimentada con
glucosa, ya que el acetato es un compuesto que es mas facil de asimilar por bacterias
electrogénicas, el voltaje maximo producido a circuito abierto fue de 400 mV vs 100 mV,
respectivamente. Ademas, se observé un efecto de la concentracion sobre el voltaje
producido en la CCM alimentada con acetato de sodio, cuando se incrementd la
concentracion de 20 a 40 mM y de 10 a 20 mM. Sin embargo, ese aumento en la
produccién de voltaje no se mantuvo estable. Para el caso de la CCM alimentada con
glucosa, no se observaron cambios considerables en el voltaje producido a diferentes
concentraciones. La evaluacién del efecto del valor de pH (de 6 y 7) indicé que durante
200h de operacion no hubo una diferencia significativa en el voltaje obtenido, mientras
gue en las siguientes 72 horas fue mayor el voltaje en la CCM con pH de 7, comparado
con el obtenido en la CCM con pH de 6 (Figura 17d).

Algunos estudios que concuerdan con los resultados obtenidos en los experimentos
realizados en esta investigacion, referente a la mayor produccion de voltaje con el
acetato de sodio comparado con el voltaje obtenido con glucosa, indican que esto es
debido a que las bacterias electroactivas metabolizan el acetato para convertirlo en

acetil coenzima A, esto permite a estos microorganismos mejorar la obtencién de NADH
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por medio del ciclo de Krebs, NADH que a su vez participa como principal donador de
electrones (Chaudhuri & Lovley, 2003; Kracke & Kromer, 2014; Kim et al., 2022).

Por otro lado, también se han identificado microorganismos capaces de metabolizar
glucosa hasta producir bioelectricidad, tal es el caso de Klebsiella sp. ME17 (Xia et al.,
2010). Con base en estos antecedentes y las diferencias observadas en la produccién
de bioelectricidad en CCM de doble camara con ambos sustratos, podemos concluir que
las biopeliculas desarrolladas en cada una de las CCM son distintas en su composicion
microbiana, dando como resultado que el acetato favorece el enriquecimiento de

consorcios microbianos electroactivos con mayor capacidad de producir bioelectricidad.

En comparacion con la CCM de una camara sin catalizador, la CCM de doble camara
sin catalizador mostr6 una mayor produccion de bioelectricidad. Utilizando como
sustrato acetato de sodio (20 mM) a pH 7 en la CCM de dos camaras, se generd un
voltaje alrededor de 130 mV (primeras horas de la corrida a circuito cerrado) (Figura
17b), mientas que en CCM de una sola cadmara sin catalizador, utilizando el mismo
inoculo, sustrato, concentracion y pH, se produjo un voltaje maximo de 65 mV (Figura

13b). Es decir, la configuracion de doble cAmara produjo el doble de voltaje.

En el caso de la densidad de potencia, para la CCM de doble cdmara se produjo una
densidad de potencia maxima alrededor de 12 mW/m?, mientras que con la CCM de una
sola camara la densidad de potencia maxima fue alrededor de 1.5 mW/m? (figura 17c y
13c). Esto significa que la configuracion de camara doble produjo aproximadamente 10
veces mas densidad de potencia que la configuracién de una sola camara. Aunque en
esta fase no fue posible hacer los estudios electroquimicos correspondientes, la
bioelectricidad producida en esta configuracion de CCM representa una buena razon

para estudiar la ecologia microbiana.

Posiblemente, las diferencias entre el potencial catédico de ambas CCM, afecta el
enriquecimiento de la biopelicula anddica lo que generé un mayor voltaje en la CCM de
doble camara. Ademas, el ferrocianuro de potasio parece ser un mejor aceptor ultimo de
electrones lo que resulta en un mayor potencial redox en las CCM de una sola camara
sin catalizador y en consecuencia estd generando una mayor densidad de potencia
(Logan et al., 2006; Estrada-Arriaga et al., 2021).
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Aguas residuales utilizadas como sustratos para la alimentacion de CCM de una o
dos camaras

El valor de DQOy determinado para la melaza fue de 593 g/L, seguido de la vinaza
mezcalera con 77 g/L y por ultimo la vinaza tequilera con 16.7 g/L. Estos resultados son
similares a los reportados por otros autores (Ramirez-Ramirez et al; 2021; Jedi et al.,
2020). En la figura 18 se muestran los promedios de un duplicado de cada muestra.
Diferentes porcentajes de dilucion se aplicaron a los tres sustratos para obtener valores
de DQO cercanos a 3 g/L. Una vez diluidos, todos los sustratos se ajustaron a un pH de
7 y se midié su conductividad que fue de 2160, 4835 y 1896 us/cm, para la melaza,

vinaza tequilera y mezcalera, respectivamente.

593.17
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200 1
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Figura 18. DQO total. Melaza (MEL1), vinaza tequilera (VIN1) y vinaza mezcalera (VIN2).
Produccioén de bioelectricidad en CCM de una sola camara alimentada con melazas
Como complemento de la etapa uno de la investigacién, en CCM de una sola camara
con catalizador, se evalu6 la capacidad de la melaza de cafia de azucar para la
produccion de bioelectricidad. Dada la alta viscosidad de la melaza esta fue
sedimentada y se tomoé el sobrenadante para luego ser diluida en una proporcién 1:99,
melaza y agua desmineralizada, respectivamente, con una DQO final cercana a los 3
g/L. En el inicié de la corrida previo a la alimentacion de las CCM con melaza y con el
objetivo de observar la reproducibilidad del método de inoculacién con lodos anaerobios,
tres CCM de una camara con catalizador fueron inoculadas con acetato de sodio (1 g/L

0 12 mM), durante las primeras 200 h las tres CCM produjeron voltajes similares a
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circuito abierto alcanzando un méximo alrededor de entre 400 y 250 mV durante las
primeras 48 h (Figura 19a, seccién 1).

Entre las 48 y las 200 h de la corrida las tres CCM tuvieron una produccion similar
alrededor de los 300 mV. Después de este periodo, una de las CCM se mantuvo con la
misma solucién de acetato de sodio y las dos CCM fueron vaciadas. La segunda CCM
se realiment6 con nueva solucion de acetato de sodio y la tercera se alimenté con
melaza pre tratada y diluida. La CCM que no fue realimentada mantuvo un voltaje
alrededor de los 300 mV, la CCM realimentada con nueva solucion de acetato de sodio
alcanz6 un voltaje a circuito abierto de casi 600 mV, mientras que la CCM realimentada
con melaza alcanzé un voltaje a circuito abierto de 500 mV (Figura 19a, seccién 2).
Después de 380 h de operacion a circuito abierto, todas las CCM fueron configuradas a
circuito cerrado con una resistencia de 1000 Q. Después de las 400 h, la CCM
realimentada con acetato produjo un voltaje ligeramente mayor a la CCM alimentada
con melaza, alrededor de 130 mV para el acetato de sodio y alrededor de 100 mV para
la melaza. Por otro lado, en la CCM que no fue realimentada disminuyd la produccion de
voltaje alrededor de 10 mV, posiblemente debido al agotamiento del sustrato

suministrado desde el inicio de la corrida (Figura 19a).

Se observd que la melaza al igual que el acetato de sodio, también produce
bioelectricidad en cantidades similares, por lo que también puede funcionar como un
modelo de sustrato para estudiar la dinamica poblacional de consorcios microbianos.
Como mas adelante se muestra en el andlisis de microscopia electronica de barrido,
existen algunas evidencias que la biopelicula puede presentar algunas caracteristicas

diferentes a la biopelicula obtenida en la CCM realimentada con acetato de sodio.

Por otro lado, en cuanto a la densidad de potencia y potencia volumétrica, la CCM
realimentada produjo una densidad de potencia maxima de 24 mW/m?y una potencia
volumétrica alrededor de 900 mW/m?, mientras que la CCM realimentada con melaza
produjo una densidad de potencia méaxima de 18 mW/m? y una potencia volumétrica de
alrededor de 700 mW/m?, esto en ambas CCM a las 420 h aproximadamente (Figura
19hb).
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Comparado con los experimentos que carecian de catalizador la CCM alimentada con
acetato de sodio, la densidad de potencia y la potencia volumétrica aumentaron entre 10
y 30 veces (figura 13c y d). Sin embargo, comparado con otros autores la densidad de
potencia producida en este estudio resulta ligeramente menor, probablemente por el uso
de diferentes indculo y tipos de sustratos. Por ejemplo, Liu et al., (2004) reportaron una
CCM en condiciones similares con anodo de grafito y catodo de tela de carbén con Pt
como catalizador, los autores encontraron que la densidad d potencia maxima producida
fue de 26 mW/m? cuando la CCM fue alimentada con agua residual de una planta de

tratamiento.

Recientemente, Sirinutsomboon, B. (2014) modelé una CCM de una sola cadmara con el
uso de melazas que predijo que el grosor de la biopelicula y DQO menores a 5000 g/L
incrementan la produccion de bioelectricidad en estos dispositivos, este antecedente
sustenta el pre tratamiento de la melaza al diluirla y disminuir el DQO. Por otro lado, la
densidad de potencia producida en este experimento resulta varios o6rdenes de
magnitud menor comparados con los reportados por otros autores (Zhang et al., 2009;
Mohanakrishna et al., 2010; Zhang et al., 2013; Sevda et al., 2013). Estas diferencias se

deben principalmente a las arquitecturas y tipo de CCM usadas en dichos estudios.

Cuando comparamos las tres CCM de este experimento encontramos diferencias entre
las curvas de polarizacion, principalmente en aquellas que fueron realimentadas; el valor
de la pendiente en la regresion lineal es ligeramente menor en la CCM realimentada con
acetato de sodio que en la CCM realimentada con melazas, aun asi, la diferencia es tan
solo del 25 % lo que significa que aunque la produccién de bioelectricidad es similar, la
biopelicula podria ser distinta en ambos sistemas después de la realimentaciéon (Figura
190¢).
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Figura 19. Produccién de bioelectricidad usando melazas como sustrato. a) Voltaje a circuito abierto
y cerrado con realimentacién de melaza o acetato de sodio (colores azul y verde, respectivamente,
después de las 400 h); b) Densidad de potencia y potencia volumétrica; c) Curvas de polarizacion. (El
patron de colores es el mismo a partir del circuito cerrado, mientras que los triangulos representan la
densidad de potencia y los circulos el voltaje en 20c).

El andlisis de microscopia electronica de barrido (Figura 20) muestra una densidad y
morfologia celular similar en la superficie de los anodos de las CCM realimentada con
acetato de sodio (Figura 20b) y melazas (Figura 20a). Sin embargo, se observa un
grosor mayor en la estructura de la biopelicula de la CCM realimentada con acetato de
sodio (figura 20b), esto se puede asociar con las caracteristicas de cada sustrato. En el
caso del acetato de sodio, resulta mas sencillo de asimilar por bacterias electrogénicas;
y la melaza contiene algunos componentes que afectan el desarrollo de
microorganismos, como por ejemplo algunos solidos disueltos y melanoidinas
(Palmonari et al., 2020). Ademas, se puede observar una delgada capa directamente

adherida a la superficie del electrodo a diferencia de las imagenes que corresponden a

-54-



la CCM realimentada con melazas (figura 20d y f), lo que puede ser una capa
exopolisacéridos, como sugieren algunos reportes (Zhang et al., 2011).

Comparada con otros autores, la biopelicula aqui mostrada no posee una diversidad de
microorganismos aparentemente grande en funcion de la morfologia, tal como las
micrografias presentadas por Chung y Okabe (2009), quienes identificaron a los grupos
de firmicutes y proteobacteria como la mayor poblacién durante sus experimentos. En
las micrografias de la figura 20, no pueden observarse pequefios filamentos
denominados nano-cables reportados por otros autores como Zhang et al., 2008 e Ishii
et al., 2008, debido a la capacidad del analisis y las caracteristicas de la muestra, se
obtuvo una resolucién mayor a 5 um, aunque el equipo podria llegar a resoluciones en

el orden de nandmetros (nm).

Cuando se comparan los resultados obtenidos en el presente estudio con los mostrados
por Zhang et al., 2011, se puede asumir que la pequefa y delgada capa presente en la
CCM realimentada con acetato de sodio (figura 20d, e y f) podria estar compuesta por
exopolisacarido (EPS), producido por la propia biopelicula. En el modelo de estos
autores también alimentan la CCM con acetato de sodio y asocian positivamente una

mayor produccién de bioelectricidad con la cantidad de EPS.

En esta fase del estudio se determin6é que la melaza puede generar bioelectricidad en
CCM de una sola cadmara con catalizador, que el sistema de inoculacién y las
caracteristicas de las CCM son reproducibles bajo condiciones similares, y que los
andlisis de SEM son Utiles en la caracterizacion de la densidad y estructura de la
biopelicula. Sin embargo, resultan necesarios analisis de abundancia y diversidad
microbiana para poder observar cambios en su composicion, bajo diferentes
condiciones, asi como analisis de EIS para la descripcion de procesos de difusién de

especies quimicas de interés.
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Figura 20. Andlisis de microscopia electrénica de barrido; b, d y f) Se muestran fragmentos de anodos
de CCM realimentadas con acetato de sodio; a, ¢ y €) Fragmentos de anodos de CCM realimentadas con
melazas. Los cuadros y flechas blancas presentan los sitios de magnificacion.
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Produccion de bioelectricidad a partir del tratamiento vinazas y melazas en CCM
de dos camaras

Tres CCM de doble cAmara se inocularon con 500 mg de lodos granulares anaerobios y
en la zona catddica se adiciono ferrocianuro de potasio 100 mM como catdlito. En las
zonas anodicas se suministraron como sustrato melaza, vinaza tequilera o vinaza
mezcalera diluidas hasta un valor de DQO similar en las tres CCM, alrededor de 3 g/L. El
voltaje maximo producido a circuito abierto fue entre 500 y 600 mV durante un periodo
de 300 h. Posteriormente, se cerrd el circuito con una resistencia externa de 1000Q. El
seguimiento de la produccién de voltaje a circuito cerrado se realizd en seis ciclos de

operacion con un analisis de EIS.

El ciclo CO se presentd desde la hora O hasta las 180 h, operado a circuito cerrado.
Durante éste ciclo se permitio el desarrollo de la biopelicula y solo se dio seguimiento al
voltaje. La vinaza mezcalera mostré un voltaje alrededor de 50 mv a las 100 h que fue
mas alto respecto a la melaza y vinaza tequilera, ambas CCM presentaron un voltaje
similar, entre 10 y 15 mV. Cuando se observo un decremento sustancial en el voltaje, se
sustituy6 el sustrato por uno nuevo, la Figura 21 se sefiala los recambios de sustrato por
flechas verticales en color negro. En el ciclo 0 no se realizaron pruebas electroquimicas
ya que se consider6 que en esta fase la biopelicula necesita desarrollarse y

particularmente las bacterias electroactivas.

El ciclo C1 se presentd desde las 180 h hasta las 280 h. Después del recambio de
sustratos, se observo un incremento en el voltaje en todas las CCM al cabo de algunas
horas. La vinaza mezcalera produjo el mayor voltaje de 108 mV. Mientras que la melaza
y la vinaza tequilera, que produjeron 80 y 50 mV, respectivamente (figura 21). Los
valores de voltaje mas altos para los tres sustratos se lograron alrededor de 45 h
después del arranque del ciclo C1. Todas las pruebas electroquimicas se realizaron
alrededor de 6 horas después del recambio de sustrato, con una duracién aproximada
de 30 minutos tanto para curvas de polarizacion o EIS. Los resultados de las pruebas
electroquimicas y su interpretacion se presentan mas adelante. La figura 21 muestra el
recambio de sustrato pero también la hora aproximada de la aplicacion de la prueba
electroquimica (aproximadamente 6 h después del recambio de sustrato) para cada
ciclo: C1 (200 h), C2 (300 h) y C3 (400 h).
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Después del recambio de los sustratos para el inicio del ciclo C2, nuevamente se
observd un incremento en el voltaje de todas las CCM. Sin embargo, en éste ciclo la
vinaza tequilera produjo un voltaje ligeramente mayor que los obtenidos con los otros
dos sustratos, de 110 mV. Mientras que la melaza produjo 100 mV y la vinaza mezcalera
80 mV. Se obtuvieron las curvas de polarizacién y los andlisis de EIS alrededor de las
300 h (unas 6 h desde el arranque del ciclo C2), con una duracién de unos 30 min cada
una.

En el ciclo 3 (C3), los voltajes producidos fueron similares en todas las CCM cerca de las
400 h y en la mayor parte del ciclo. Sin embargo, la vinaza tequilera alcanzé un voltaje
maximo de 160 mV, mientras que el resto de las CCM alrededor de 140 mV (figura 21).
Las pruebas electroquimicas se realizaron con regularidad 6 h después del inicio del

ciclo.
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Figura 21. Produccion de voltaje a circuito cerrado en CCM de dos camaras. a) voltaje de los ciclos
C1, C2 y C3; b) Produccién de voltaje durante los ciclos C1-C6 (se tomaron los tres valores consecutivos
mas altos de cada CCM en los ciclos C1-C6).

En la Figura 22a, la curva de polarizacion/potencia del ciclo C1 muestra que el reactor
alimentado con la vinaza mezcalera presentd rendimiento mas alto en la densidad de
potencia con un valor cercano a los 30 mW/m?y un voltaje de 27 mV, en comparacion
con los reactores alimentados con los otros sustratos. Estos datos coinciden con los
datos de del ciclo CO donde también este sustrato produjo el voltaje mas alto (Figura 21).
En las pruebas de EIS, la grafica de Nyquist muestra diferencias entre los valores de
impedancia a bajas frecuencias (Figura 22b, EIS) identificado como elemento Warburg,

gue se ha visto estan asociadas a efectos de difusion, por ejemplo, difusion de oxigeno
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en catodos aireados (en este estudio no aplica ya que se utilizé ferrocianuro de potasio
como catdlito) o con fendmenos de hidrofobicidad en el dnodo (Sekar y Ramasamy,
2013).

En la ampliacion de la prueba de EIS-C1, se observa que el valor correspondiente a la
resistencia del electrolito Rs (valor de resistencia en Z' desde 0 hasta el primer punto de
la curva, se observa en la Figura 22c, EIS-C1 ampliacion) es menor para la vinaza
tequilera en comparacion con la Rs de los otros sustratos la cual es similar. Sin embargo,
el reactor alimentado con vinaza tequilera presenta el mayor valor de resistencia de
transferencia de carga Rcr (valor en Z' del diametro del semicirculo; Figura 22c, EIS
ampliacién), lo cual concuerda con su bajo rendimiento en las curvas

polarizacion/potencia en esta etapa.

La CCM alimentada con vinaza mezcalera no presenta ninglin semicirculo observable
antes del comportamiento lineal de curva asociado al elemento Warburg, en este caso
asumimos que el valor de Rcr es pequefio debido a que presentd el mejor rendimiento
en el histograma de voltaje (Figura 21) y en las curvas de polarizacién a pesar de que Rs
es mayor al de la vinaza tequilera y similar al de la melaza durante esta etapa (Figura
22c, EIS-C1 amplificacion). Es decir, el voltaje mas alto producido es efecto de la menor
resistencia de transferencia de carga observada tanto en las curvas de polarizacion
como en el valor de Rcr en la gréafica de Nyquist que puede deberse a un

enriquecimiento de los consorcios electrogénicos en la biopelicula.
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Figura 22. Pruebas electroquimicas el ciclo C1 (180-280 h). a) Curva de polarizacion; b) Grafica de
Nyquist; c) Amplificacién de la regién de altas frecuencias en b.

En los ciclos C2 y C3, las curvas de polarizacion mostraron una mejora en el rendimiento
del reactor alimentado con vinazas tequileras produciendo una densidad de potencia
maxima alrededor de 60 mW/m? cuando el voltaje fue de 40 mV para ambos casos
(Figura 23a y Figura 24a); esta mejora en el rendimiento concuerda con el voltaje
producido durante el ciclo C2 y al inicio del ciclo C3 (Figura 21). Mientras que el reactor
alimentado con vinaza mezcalera produjo una Dp de 40 mW/m? en ambas etapas y las
melazas produjeron una Dp alrededor de las 25 mW/m?, ambas con un voltaje alrededor
de los 20 mV. Esto se puede atribuir a los cambios en la composicion microbiana
durante el experimento, lo que supone que los consorcios electrogénicos aumentaron su

presencia en | biopelicula alimentada con vinaza tequilera.

En las pruebas de EIS, se observaron diferencias en las impedancias a bajas
frecuencias, sin embargo a altas frecuencias, en el ciclo C3 se observo la formacion de
un semicirculo en el reactor alimentado con vinaza mezcalera asi como una disminucion
en el valor de Rs (figura 23c y figura 24c), efecto que concuerda con el voltaje observado
hacia el final del ciclo C3, donde el voltaje es ligeramente mayor en el reactor alimentado
con vinaza mezcalera (figura 21). Es decir, una disminucion en Rs se relaciona con un
incremento en el voltaje y a densidad de potencia producidas. Respecto al reactor
alimentado con melaza, no se presentaron grandes cambios durante las pruebas
electroquimicas, por lo tanto, tuvo un rendimiento bajo comparado al de ambas vinazas,

las cuales presentaron los valores de Rs durante el ciclo C3.
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Figura 23. Pruebas electroquimicas del ciclo C2 (380-480h). a) Curva de polarizacion; b) Gréafica de
Nyquist; c) Ampliacion de la regién de altas frecuencias en b.

Con el objetivo de describir el comportamiento de las CCM de dos camaras alimentadas
con melaza y vinazas (datos mostrados anteriormente), se extendio la corrida por tres
ciclos adicionales (C4, C5 y C6), en los cuéales se analizaron los elementos capacitivos,
Warburg y resistencias internas con un modelado de circuitos equivalentes. Ademas, se
cambiaron los catolitos al mismo tiempo que los sustratos, para disminuir el efecto del
catodo sobre la produccién de electricidad; es decir, para controlar variables como el pH

y el cambio de concentracién del ferrocianuro de potasio.
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Figura 24. Pruebas electroquimicas del ciclo C3 (280-380h). a) Curva de polarizacién; b) Grafica de
Nyquist; ¢) Ampliacion de la regién de altas frecuencias en b para el ciclo C3.

La Figura 25a muestra el voltaje producido durante el ciclo C4 en modo circuito cerrado
con una resistencia de 1000 Q. Se observa un incremento en el voltaje durante las
primeras horas en las tres CCM entre los 90 y 120 mV. Durante las primeras 20 horas de
este ciclo, el voltaje de los tres CCM disminuyé alrededor del 80 %. Sin embargo, este
efecto fue mas evidente en la CCM alimentada con vinaza tequilera que produjo los
voltajes menores durante las siguientes 60 h, entre 0 y 15 mV. La caida de voltaje en la
CCM alimentada con vinaza tequilera, que presenté el mayor voltaje durante las
primeras horas, se atribuye a un supuesto agotamiento del sustrato mas rapido que en
las otras dos CCM. En el caso de las CCM alimentadas con vinaza mezcaleras o
melazas se observo un comportamiento similar, produciendo voltajes entre 5y 25 mV,

en el mismo periodo de tiempo.
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En las Figuras 25b y 25¢c se muestran los espectros del analisis de EIS, el cual se obtuvo
justo después de los picos mas altos de voltaje. En la figura 25b se observa el espectro
completo, mientras que en la figura 25c se observa una amplificacion de las curvas en la

zona de altas frecuencias.
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Figura 25. Voltaje y pruebas electroquimicas del ciclo C4 (380-480h). a) voltaje del ciclo C4; b) Gréfica
de Nyquist; ¢) Ampliacion de la region de altas frecuencias en b para el ciclo C4.
La Figura 26a muestra el voltaje producido durante el ciclo C5 en modo de circuito

cerrado, se produjo un incremento en el voltaje durante las primeras horas en las CCM
alimentadas con vinazas tequileras y mezcaleras entre 90 y 110 mV. Sin embargo, ese
incremento no fue tan notorio para la CCM alimentada con melazas, la cual alcanz6 un
voltaje de 50 mV. Durante las primeras 15 horas de este ciclo, el voltaje de las tres CCM
disminuyo entre 60 y 70 %, alrededor de 15 % menos que el ciclo anterior y 5 h mas
rapido. Este efecto fue menos apreciable en la CCM alimentada con vinaza mezcalera
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gue produjo los voltajes mas altos durante las siguientes 20 h, entre 20-40 mV. La
posible causa se atribuye a las pruebas electroquimicas que se hicieron después de 6 h
del comienzo de este ciclo y pudieron afectar el metabolismo y la composicion de las

biopeliculas, en particular de los microorganismos electrogénicos.

En el caso de las CCM alimentadas con vinaza tequileras o melazas, presentaron un
comportamiento similar, produciendo voltajes alrededor de los 20 mV durante las
siguientes 20 h, no se produjo ningun voltaje después de las 30 h de operacién. En las
Figuras 26b y 26¢ se muestran las graficas Nyquist del andlisis de EIS, en la Figura 26b
se observa espectro completo mientras que la Figura 26¢ se observa una amplificacion

de las curvas en altas frecuencias.

Los resultados del ciclo C6 se muestran en la Figura 27. La Figura 27a muestra la
produccion de voltaje a circuito cerrado. En este ciclo, la CCM alimentada con vinaza
mezcalera presentd el voltaje mas alto durante las primeras horas del presente ciclo.
Mientras que las CCM alimentadas con vinaza tequilera y melazas produjeron un voltaje
de 60-80 mV como maximo durante las primeras 5 horas ya que posterior a eso se
realizaron las pruebas de espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS). Después
de las primeras 10 h el voltaje disminuy6 hasta 20-40 mV en las tres CCM y se mantuvo
por unas 30 h. Posteriormente, el voltaje disminuyé de manera similar en las CCM
alimentadas con melaza y vinaza mezcalera, mientras que la CCM alimentada con

vinaza tequilera se mantuvo alrededor de los 30 mV durante el resto de la corrida.

Las CCM alimentadas con vinaza tequilera y con melaza presentaron un incremento de
aproximadamente 5 Q en las resistencias de solucion Rs, en comparacion con el ciclo
anterior, alrededor de los 15-18 Q. Mientras que la CCM alimentada con vinaza
mezcalera presenta una resistencia de solucién muy similar a la del ciclo anterior. La

vinaza mezcalera presento mejores capacidades de producir voltaje durante este ciclo.

En las Figuras 27b y 27c, se muestran las graficas de Nyquist correspondientes al ciclo
C6 en el tratamiento de vinazas y melaza en CCM de doble camara. Sin embargo,
debido al tamafio de los semicirculos de altas frecuencias, se complica determinar la

resistencia de transferencia de carga con un andlisis gréfico.
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Las CCM alimentadas con vinaza tequilera y con melaza presentan resistencias de
solucién similares (Rg), entre 11 y 13 Q (Figura 25c), mientras que la CCM alimentada
con vinaza mezcalera presenta la mayor resistencia de solucion con aproximadamente
33 Q. Las resistencias Rs de la vinaza tequilera y melaza fueron similares durante los
ciclos C4, C5 y C6 (figura 25c, 26¢c y 27c). Sin embargo, la resistencia Rs de la CCM
alimentada con vinaza mezcalera se redujo considerablemente. Lo que explica la mejora
en el rendimiento de la CCM alimentada con vinaza mezcalera hacia el final de ciclo C6

en comparacion con los ciclos anteriores.
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Figura 26. Voltaje y pruebas electroquimicas del ciclo C5 (480-580h). a) voltaje del ciclo C5; b) Gréfica
de Nyquist; ¢) Ampliacion de la region de altas frecuencias en b para el ciclo C5.
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Figura 27. Voltaje y pruebas electroquimicas del ciclo C6 (580-680h). a) voltaje del ciclo C6; b) Gréfica
de Nyquist; ¢) Ampliacién de la region de altas frecuencias en b para el ciclo C6.

Se observé una disminucion en la resistencia de la solucion de la vinaza tequilera,
graficamente se observa un desplazamiento hacia la izquierda (origen) de la curva
correspondiente a la CCM alimentada con las vinazas tequileras respecto a los ciclos
anteriores. Ademas, esto coincide con algunos reportes dénde tanto el tamafio del
semicirculo y la longitud de la parte lineal de la curva se asocia al valor de la resistencia
interna, es decir a mayor tamafio del semicirculo y menor longitud de la parte lineal, la
resistencia de la CCM debera ser mayor y por lo tanto mas ineficiente (Herrera-Hernandez
et al., 2019).

Los picos de densidad de potencia mas altos fueron producidos por las vinazas tequilera
durante las primeras horas de los ciclos C4 y C5, y por la vinaza mezcalera en el ciclo C6
(Figura 28). Estos ciclos del experimento se analizaron por separado, ya que las
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condiciones del catolito fueron distintas en cuanto a tiempo de residencia y pH, respecto a

los ciclos anteriores.
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Figura 28 Densidad de potencia. Densidad de potencia producida durante el tratamiento de vinazas y
melazas en CCM de dos camaras en los ciclos C4-C6.

La Figura 29a muestra los voltajes consecutivos mas altos para los ciclos de operacién
C1-C6. Un andlisis estadistico mostré que las CCM alimentadas con vinazas tequileras y
mezcaleras produjeron un voltaje significativamente mayor que la CCM alimentada con
melaza durante toda la corrida, esto se hizo comparando los valores medios de cada
ciclo entre todas las CCM (anexo 10). Durante los primeros tres ciclos donde no hubo un
recambio del catolito cada ciclo, solo se encontré una diferencia significativa en el ciclo
C1, mientras gue en los ciclo C2 y C3 los valores medios fueron similares entre las tres
CCM. Por otro lado, en los ciclos C4, C5 y C6 se observd que ambas vinazas produjeron
un voltaje significativamente mayor en comparacion con la CCM alimentada con melaza
(Figura 29a). En esta seccion de ciclos (C1, C2 y C3) se puede resumir que el voltaje fue
similar durante los ciclos mientras que las diferencias se observan a partir del ciclo C4 ya

gue el catolito se comenz6 a cambiarse regularmente cada ciclo.

En los ciclos C4-C6 se observé una disminucion en el voltaje en todas las CCM respecto
al ciclo C3 (anterior) y posterior al recambio del ferrocianuro de potasio (Figura 29a). Sin
embargo, la CCM que mas rapido recuperd el voltaje producido fue la CCM alimentada
con vinaza mezcalera, posteriormente en la CCM alimentada con vinaza tequilera y al
final la CCM alimentada con melaza. Las CCM que resistieron a la disminucion de voltaje

fueron las CCM alimentadas con ambas vinazas las cuales mostraron también una
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disminucién en los valores de las resistencias Rs. Otra posible explicacion de ésta
disminucién de voltaje se puede asociar un decremento del potencial catédico como
efecto del recambio del catolito, la concentracion de protones en el catolito disminuye al
con cada recambio el cual se puede asumir como un cambio en el pH (datos no
colectados). Finalmente, la CCM alimentada con vinaza tequilera que mostré las mejores
caracteristicas como sustrato alimentado a las CCM durante los ciclos C4 y C5, asi
como la CCM alimentada con vinaza mezcalera que lentamente produjo el mayor voltaje

de las tres CCM durante el ciclo C6 (Figura 29a).

Por otro lado, para identificar si hubo una diferencia significativa entre las densidades de
potencia producidas en las tres CCM, se realiz6 un andlisis estadistico en el cual se
tomaron los tres datos consecutivos de las densidades de potencia mas altas en los
ciclos C4, C5y C6, los datos se analizaron con una prueba de Tukey con un valor de a=
0.05 (Anexo 6), los tiempos que se tomaron fueron a las 480 h, 570 h y 670 h. Durante el
ciclo C4 la CCM alimentada con vinaza tequilera presenté una densidad de potencia
significativamente mayor en comparacion con las densidades obtenidas en las CCM
alimentadas con melaza y vinaza mezcalera, mientras que entre las CCM alimentadas
con melaza y vinaza mezcalera no se encontré una diferencia significativa. En el ciclo
C5, la densidad de potencia obtenida en la CCM alimentada con vinaza tequilera fue
significativamente mayor a la densidad de potencia de la melaza y similar a la producida
por la CCM alimentada con vinaza mezcalera. En el ciclo C6, la CCM alimentada con la
vinaza mezcalera presentdé una densidad de potencias significativamente mayor
respecto a las CCM alimentadas con melaza y vinaza tequilera entre las cuales no se

encontré ninguna diferencia significativa (Figura 29b).

En la CCM alimentada con vinaza de tequilera se obtuvieron densidades de potencia
similares en el los ciclos C4 y C5, pero fue significativamente menores que en el ciclo 6.
En la CCM alimentadas con vinaza mezcalera se obtuvieron densidades de potencia
diferentes en cada ciclo, se observé un incremento gradual en cada ciclo, la mayor
densidad de potencia se obtuvo en el ciclo C6, que fue significativamente mayor que las
densidades de potencia de las demas CCM obtenidas en los ciclos anteriores. Sin

embargo, las densidades de potencia producida por la CCM alimentadas con vinaza
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mezcalera fueron significativamente menores a las de la CCM alimentada con vinaza

tequilera en los ciclos C4 y C5.

La densidad de potencia en la CCM alimentada con melaza fue similar en los ciclos C4 y
C6, y la menor de todas las densidades en el ciclo C5. La densidad de potencia en la
CCM alimentada con melaza durante el ciclo C4 fue significativamente menor que la
obtenida en la CCM alimentada con vinaza de tequilera y similar a la determinada en la
CCM alimentada con vinaza mezcalera. La densidad en la CCM con melaza durante el
C5 fue significativamente menor que las obtenidas en las CCM con vinaza tequilera y
vinaza mezcalera. La densidad de potencia en la CCM alimentada con melaza durante el
ciclo C6 fue significativamente menor que la obtenida en la CCM con vinaza mezcalera.
Los datos fueron calculados por el promedio de los tres datos consecutivos mas altos
gue corresponden a los tiempos en los cuales se realizaron las pruebas electroquimicas
(EIS).

El andlisis muestra que aunque la proporcionalidad entre voltaje y densidad de potencia
cambia por el promedio calculado, los valores de las densidades de potencia muestran
diferencias significativas cuando se comparan con el voltaje producido (Figura 29a). Por
lo tanto, podemos asumir que el mejor sustrato fueron ambas vinazas entre las cuales
no hubo una diferencia significativa, pero si lo fue cuando ambas vinazas fueron

comparadas con la melaza, la cual mostré el rendimiento mas bajo de las tres CCM.
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Figura 29. Voltaje y densidad de potencia méximos producidos en CCM de dos cédmaras. a)
Voltaje de los ciclos C1-C6; b) Densidad de potencia de los ciclos C1-C6.
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En la Tabla 8 se presenta un resumen de los resultados obtenidos en la presente
investigacion en relacion a las variables de operacion de las CCM y la densidad de
potencia producida. Ademas se comparan los resultados obtenidos con los reportados

otros autores en condiciones similares.

Tabla 8. Resumen de resultados en este estudio respecto al rendimiento de las CCM

Configuracion Catalizador Sustrato In6culo DQOr EC Dp (MW/m? Referencia

Una cdmara Sin catalizador Acetato Lodos anaerobios 79.8 40 1.8 Presente estudio
Una cdmara Sin catalizador Acetato Sedimentos 814 28 1.4 Presente estudio
Dos camaras NA Acetato Lodos anaerobios ND ND 125 Presente estudio
Dos camaras NA Glucosa Lodos anaerobios ND ND 15 Presente estudio
Una camara Pt/IC Acetato Lodos anaerobios ND ND 232 Presente estudio
Una cdmara Pt/IC Melaza Lodos anaerobios ND ND 16.6 Presente estudio
Dos camaras NA Melaza Lodos anaerobios 48.8 6.1 14.3 Presente estudio
Dos camaras NA Vinaza t Lodos anaerobios 49.3 8.7 21.1 Presente estudio
Dos camaras NA Vinaza M Lodos anaerobios 52.2 8.95 248 Presente estudio
Dos camaras NR Vinaza M Lodos planta trata. 83 NR 80 W/m? Lépez-Velarde et al., 2017
Una camara NR Melaza Lodos anaerobios 88 NR 75 Lee etal., 2016
Dos camaras NA Melaza Lodos anaerobios 50 NR 17 Lee et al., 2016
Una camara NR Melaza Lodos anaerobios 90 NR 7.9 Lee etal., 2016
Stack APV Melaza Lodos activados 74-91 NR 16.1 Wou et al., 2017
Dos camaras NA Melaza NR 85 NR 3.28 Wim® Yang et al., 2022
Dos camaras Ag” Melaza Lodos activados 81 8.5 65 Zhang et al ., 2013

Pt/C, Platino y carbono; NA, No aplica; NR, No reportado; ND, No determinado; APV, alcohol polivinilico
Debido al pequefio tamafio de los semicirculos de altas frecuencias en los graficos de
Nyquist, se complica determinar la resistencia de transferencia de carga con un analisis
grafico de EIS (descrito anteriormente). Por lo tanto, se presentan estos datos
calculados con un ajuste de un modelo de circuitos equivalentes R (Q (RW)) para los
valores de resistencias y los valores asociados con procesos capacitivos (CPE) y de
difusién (W).

Mediante un analisis de modelado por circuitos equivalentes de las pruebas de EIS, se
determinaron los valores de R1, resistencia 6hmica; R2, resistencia de transferencia de
carga; Q2, elementos de fase constante y W2, elementos Warburg de acuerdo con los
resultados publicados por Sanduja 2016. De acuerdo con lo reportado por Sindhuja et al.

(2016), el valor de R1 representa la resistencia 6hmica e indica la resistencia producida
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por las soluciones (anolito y catolito) y por el transporte de protones a través de la

membrana, por lo tanto se ve afectada por su ensuciamiento de la membrana.

Por otro lado, R2 representa las resistencias de transferencia de carga anddica y
catddica, ademas, este valor es inversamente proporcional a las velocidades de reaccion
producidas en sus respectivas camaras, por lo tanto un valor pequefio significa un mayor
potencial redox lo que se traduce a un mayor voltaje. Q2, representa las capacitancias
de la doble capa eléctrica correspondientes a las interfaces catodo/catolito y anodo/
anolito, por lo tanto valores altos de Q2 significa energia desaprovechada para producir
corriente eléctrica en la CCM. Finalmente, W2 se asocia a los procesos de difusion a
través de la superficie de los electrodos, es decir, valores altos podrian deberse a la

acumulacion de iones y/o electrones sobre la superficie de los electrodos.

En la Tabla 9 se muestran los valores obtenidos por el modelado de circuitos
equivalentes con el modelo R (Q (RW)). En términos generales, se observd un
incremento en R1 conforme avanzaba el numero de ciclos en todas las CCM, lo que
significa que la resistencia por parte de los electrolitos aumenta por la generacion de
electrones y protones que atraviesan la MIP. De manera conjunta los valores de R2
mostraron un decremento en el transcurso de los ciclos de operacion C4 y C6, esto se
explica como un incremento del potencial redox producido por la generacion de

electrones por parte de la biopelicula y el poder reductor del ferrocianuro de potasio.

Por otra parte, Q2 disminuyé para el ciclo C5 pero incrementa en el ciclo C6, lo que
podria asociarse al desarrollo de nuevos consorcios microbianos o crecimiento de los ya
existentes posterior al cambio de las condiciones de operacion como el recambio de
electrolitos, mientras que el incremento en C6 podria representar que los consorcios han
llegado a una fase de crecimiento estacionaria, segun la cinética de Monod (Kargi,
2009). W2 disminuy6 para las CCM alimentadas con vinazas pero incrementd para la
CCM alimentada con melaza, lo anterior se puede interpretar con la relacion al
rendimiento de las CCM. Es decir, las CCM alimentadas con ambas vinazas mostraron
el mejor rendimiento a comparacion con la CCM alimentada con melaza y fueron las que
a su vez mostraron menor efecto Warburg o menor acumulacion de iones y electrones

que se traduce en mayor generacion de bioelectricidad.
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En particular, el valor mas pequefio de R1 se presentd en la CCM alimentada por
melaza (13.3-19.9 Q), debido a que probablemente la biopelicula obtuvo una baja
produccion de electrones y protones (la menor producciéon de bioelectricidad). Mientras
las CCM alimentadas con ambas vinazas presentaron un valor de R1 mas grande, entre
15.8 y 37.5 Q. Particularmente, en la CCM alimentada con la vinaza mezcalera, la cual
presentd la densidad de potencia mas grande en el ciclo C6, se interpreta como una
acumulacion de iones y protones la cual se puede asociar a la densidad de potencia mas
alta debido a que hay una mayor cantidad disponible. Sin embargo, en algunos casos

donde el potencial redox es limitado puede significar lo contrario.

El valor de R2 disminuy6 en mayor medida en la CCM alimentada con vinaza mezcalera
respecto a las demas CCM, el valor inicial en C4 respecto al valor final en C6, la
diferencia fue de 3x10® Q. Por lo tanto, se puede relacionar ese efecto con la mayor
densidad de potencia producida durante el ciclo 6, es decir, una tendencia de
disminucion mayor en el cambio en la resistencia R2 o resistencias de transferencia de
carga anddica y catddica representa un mejora en el rendimiento de la CCM (Figura 29).
Por otro lado, la diferencia en la resistencia R2 de las otras CCM fue menor comparada
con la de la CCM alimentada con vinaza mezcalera (1.4x10° — 2.2x10% Q), por lo que la
transferencia de carga entre ambos electrodos puede asociarse a la baja densidad de

potencia producida hacia el final de ciclo C6 en las otras CCM.

En relacion a los valores de R2 y los valores mas bajos de Q2 y W2 se presentaron en
las CCM alimentadas con vinaza tequilera y mezcalera (Q2, 6.5x10° - 7.91x1073; W2,
2.0x10™ — 8.5x10™). Estos resultados concuerdan con que ambas vinazas obtuvieron
una mayor densidad de potencia, la CCM alimentada con vinaza tequilera durante los
ciclos C4 y C5 y la CCM alimentada con la vinaza mezcalera durante el ciclo 6 (Figura
29). Mientras que los valores de la CCM alimentada con melaza fueron altos para Q2 y
R2 (Q2, 9.34 -10.37x107%; W2, 2.4 — 13.4x10™).
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Tabla 9 Valores del modelado de circuitos equivalentes en las pruebas de EIS en CCM de doble camara
para el tratamiento de vinazas y melazas

Experimento R.(Q) R,(Q)x10° CPE (Q,) x10” W,(Q S™)x10™*
MC4 13.3 2.8 10.37 2.4
MC5 18.5 1.8 9.34 13.0
MC6 19.9 1.4 10.1 13.4
VM4 36.7 4.9 7.25 8.5
VM5 375 3.4 6.98 6.6
VM6 38.3 1.9 7.91 5.4
VT4 15.8 4.4 6.89 5.4
VT5 20.9 35 6.5 2.0
VT6 27.3 2.2 7.23 3.1

R,, resistencia 6hmica; R,, resistencia transferencia de caga; Q,, que representa las capacitancias de la doble
capa eléctrica correspondientes a las interfaces entre el anodo/ anolito y catodo/catolito; Elementos de fase
constante; W,, Elemento Warburg. MC, melaza de cafia; VM, vinaza mezcalera; VT, vinaza tequilera.

Algunos datos reportados muestran que los modelados de circuitos equivalentes
conectados en serie (como en este estudio) funcionan bien al obtener la caracterizacion
de las resistencias internas con las salidas de voltaje y corriente de la CCM. Sin
embargo, no se logra describir correctamente la dinamica en funcion del flujo de
electrones y el almacenamiento de la carga en la doble capa (Park et al., 2017), por lo
gue estudios adicionales pueden ampliar mas la informacion del fenbmeno. Las CCM se
pueden considerar como dispositivo que genera elementos capacitivos y muestran
aumento y disminucion de cargas debido a factores externos al sistema, como por
ejemplo: agotamiento de sustratos, dinamica en las poblaciones o consorcios
microbianos, cinéticas de reaccidn propias de los mecanismos de intercambio de
electrones, etcétera. Por estos motivos un solo modelo de circuitos equivalentes no
describe apropiadamente los fenémenos que ocurren al interior de una CCM, es
necesario acoplar técnicas como la microscopia electronica de barrido o los estudios de

composicién microbiana.

En un reciente estudio, Kandpal et al. (2021) modelaron con diferentes circuitos
equivalentes una CCM de una camara con anodo de grafito inoculada con Bacillus
subtilis. Los autores muestran un incremento en la pendiente de la parte lineal en la
grafica de Nyquist en diferentes tiempos de la corrida, ademas las longitudes de la linea
disminuy0 ligeramente. Durante esta investigacion para las muestras de ambas vinazas,
se observa un efecto similar en el transcurso de los ciclos C1, C2 y C3. Lo que sugiere
gue los mejores sustratos para las CCM son las vinazas en relacion con la densidad de

potencia obtenida. Otros datos similares que coinciden con los autores fueron un
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aumento del CPE y la resistencia 6hmica con el transcurso de la corrida asi como una

disminucién en la resistencia de transferencia de carga.

En otro estudio, Bian at al. (2018) operaron una CCM de una camara con un anodos
carbonizados impreso en 3D ya que presenta mejor biocompatibilidad con la biopelicula
de Shewanella oneidensis y con un modelado de circuitos equivalentes obtuvieron la
caracterizacion de las resistencias. La resistencia 6hmica (Rs) mostré6 menores valores
de resistencia comparado con la de un anodo de tela de carbdn, por lo que los autores
sefalan que existe una mayor transferencia de masa entre el sustrato y el anodo. Esto
significa que el anodo carbonizado impreso en 3D presenta mejores caracteristicas que
un control de tela de carbén. Sin embargo, otro factor a considerar es el tamafio del
poro, el cual puede variar y se relaciona con los procesos de difusién. Aunque existen
varios estudios en la caracterizacion de CCM con EIS, se recomienda profundizar mas
sobre el tema de modelado por circuitos equivalentes en procesos dinamicos asociados
al transporte de nutrientes, iones y electrones a través de la doble capa.

En resumen, las vinazas tanto tequileras (en los ciclos C4 y C5) y mezcaleras (ciclo C6),
produjeron mayores cantidades de densidad de potencia en comparaciéon con la melaza
resultados apoyados con los valores obtenidos por el modelado de circuitos equivalentes en
las pruebas de EIS. Los ciclos anteriores no se consideraron debido a que los recambios del
catolito fueron irregulares. Es decir, a partir del ciclo C4 pueden garantizarse condiciones
similares en el catodo por lo que el efecto puede atribuirse exclusivamente a los fendbmenos

que ocurren en el anodo.

Durante los ciclos C4, C5 y C6, se determiné la degradacion de la materia organica en las
tres CCM, midiendo la DQO tanto en la entrada, como en la salida de cada alimentacién de
sustrato para cada ciclo (C4, C5 y C6). Las CCM fueron alimentadas con las soluciones de
los sustratos con valores de DQO de 3088 + 271, 4230 +132 y 3696 + 90 g/L para la
melaza, vinaza tequilera y vinaza mezcalera, respectivamente (Figura 30a). La Figura 30b
muestra la remocion de materia organica respecto a la DQO. Se observan porcentajes de
remocién de la DQO entre 40 y 60 por ciento en todas las CCM. La CCM alimentada con
melaza presentd una alta remocion en el ciclo C4 y C5, pero la remocion disminuy6

significativamente en el ciclo C6. Mientras que en la CCM alimentada con vinaza mezcalera
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mostré un incremento de remocion de la DQO en el ciclo C6. Los analisis estadisticos se
realizaron aplicando una prueba multiple de Tukey y un valor de a=0.05 (Anexo 4). Varios
reportes muestran valores de remocién de DQO que van desde el 20-90% para las vinazas
tequileras (de Jesus Franco-Leodn et al., 2021; Moguel-Castafieda et al., 2020; Barcia et al,
2020). Mientras que las melazas muestran valores de remocién de DQO 60 y 80 % (Wu et
al., 2017; Javed et al., 2021).

En la Figura 30c se muestra la eficiencia couldmbica calculada, la mayor eficiencia
coulémbica en el ciclo C4 se present6 en la CCM alimentada con vinaza mezcalera con un
valor cercano al 10 por ciento. El ciclo C5 la eficiencia coulombica fue similar a la del ciclo
C4 para ambas vinazas mientras que solo la melaza mostré una eficiencia coulémbica del 4
por ciento. Finalmente en el ciclo C6 la mayor eficiencia couldmbica fue producida
nuevamente por las CCM alimentadas con las respectivas vinazas con un valor ligeramente
superior al 10 por ciento, la eficiencia couldmbica obtenida en la CCM alimentada con
melaza fue significativamente menor. Los analisis se hicieron con una prueba mdultiple de
Tukey y un valor de a=0.05 (Anexo 5). Se observé un incremento en la eficiencia
couldmbica de las CCM alimentada con vinaza tequilera en el transcurso de la operacion, lo
cual se puede atribuir a un enriquecimiento de microorganismos electrogénicos que pudiera

estar sucediendo.
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Figura 30. Degradacion de materia organica y eficiencia coulombica. a) Demanda quimica de
oxigeno; b) Remocién de la DQO; c) Eficiencia coulémbica.

Al final de la corrida, se obtuvo la biopelicula asépticamente y se extrajo el DNA
genomico con el kit DNeasy Power Soil (MOBIO), siguiendo las indicaciones del
fabricante. La Figura 31 muestra una imagen del gel de electroforesis (agarosa al 1%) de
una muestra de 5 pul de DNA gendmico obtenido. En el carril A se observan las bandas
gue corresponden al marcador de peso molecular con tamafos de 100 hasta 5000 pares
de bases, en B se muestra el DNA gendmico correspondiente a la biopelicula obtenida
del &nodo de la CCM alimentada con vinaza tequilera, en C de la CCM alimentada con la
vinaza mezcalera, en D con melaza y en E del in6culo. Aunque la banda
correspondiente a la muestra es tenue, no muestra degradacion de DNA, por lo que la

calidad es suficiente para el analisis de secuenciacion.

ABCD

5 kpb
2 kbp
850 pb

400 pb
100 pb

Figura 31. Gel de electroforesis del DNA gendmico extraido a partir de las muestras de la
biopelicula obtenida en CCM de doble camara para el tratamiento de vinazas y melazas. A) Marcador
de peso molecular B) Vinaza tequilera. C) Vinaza mezcalera. D) Melaza. E) Inéculo.
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El DNA de las muestras e inoculo fueron enviados a la Unidad Universitaria de
Secuenciacion Masiva y Bioinformatica del Instituto de Biotecnologia de la UNAM
(UUSMB-IBt-UNAM) para realizar la secuenciacion de las regiones variables V3-V4 del
gen ribosomal 16S con la plataforma Illumina Miseq con un tamafio de 2x300 pb en
secuencias pareadas con mas de 80,000 lecturas por muestra. Los cebadores que
utilizaron fueron 5TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNG-
GCWGCAG para Forward y 5’GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGA-
CTACGGGTATCTAATCC para Reverse (Klindworth et al., 2013). Una vez realizada la
secuenciacion masiva, la UUSMB nos envié los datos en formato fastq (calidad y
secuencias) y posteriormente se analizaron con el software QIIME2 con ayuda de la Dra.

Elizabeth Ernestina Godoy Lozano del Instituto Nacional de Salud Publica.

En la Figura 32 se muestra el analisis de calidad de las secuencias obtenido con el
programa FastQC. El indice de Phred muestra la relacion de errores de secuenciacion
en numero de bases. Es decir un valor de 10, del indice corresponde a un error (una
base) por cada diez; un valor de 20 indica 1 error por cada 100; un valor de 30, 1 error
por cada 1000 y 40, un error por cada 10000 bases. Errores aceptables de
secuenciacion se consideran valores del indice de Phred mayores a 20 (valor

intermedio).

El intervalo en la seccion roja de la grafica contiene valores de 0-20, el intervalo color
naranja contiene los valores de 20-28 y la zona verde contiene los valores de 28-34 en el
indice de Phred. Las lineas azul y roja representan la mediana y la media,
respectivamente. La calidad tiende a disminuir al final de la corrida por lo que las
secuencias pueden cortarse en el sitio determinado de mala calidad antes del empalme
o unién de secuencias F y R (Forward y Reverse). Se determiné cortar por encima de las
280 pb en las secuencias R1 y 220 de las secuencias R2 Reverse para aumentar la

calidad promedio de las secuencias (Figura 32).

-77 -



Forward Reverse

[

(Mansza Mezcalers: |11 L1 ILLIT LT L LALE LA ULAL L LA LR

...... 3 um

4B

i |

| Vinazatequiera

Figura 32. Analisis de calidad de secuencias obtenidas de las regiones variables V3-V4 del gen
ribosomal 16S.

Posteriormente, se filtraron las secuencias, se eliminaron los ruidos, se unieron las
secuencias F y R, y se eliminaron las secuencias quiméricas con DADAZ2, utilizando
QIIMEZ2. En la Tabla 10 se muestra un resumen del analisis de calidad en relacion al

namero de secuencias obtenidas después de cada etapa.

Tabla 10. Andlisis de calidad de las secuencias del gen 16S rRN

Secuencia/Muestra Entrada Filtrada Sin ruido Unida Sin quimeras
In6culo 85,645 2,538 1,671 808 808
Melaza 83,038 1,995 1,669 1,104 484
Vinaza M. 77,516 2,193 1,685 772 476
Vinaza T. 96,826 3,424 2,559 1,405 968

Finalmente, se realizé la anotacion taxonémica por medio de la agrupacion de las
secuencias en ASV con DADAZ2 utilizando el software QIIME2. La base de datos que se
utilizé fue SILVA v138 (Quast et al., 2012). QIIME2 nos permite generar una
reconstruccion filogenética y con el software ITool (Letunic & Bork, 2007) se realizo la
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visualizacion del arbol filogenético. Con la matriz de abundancia con a nivel de género

se determinaron los analisis de alfa y beta diversidad.

Determinacion de la composicion microbiana en CCM alimentadas con vinazas y
melaza

Las bibliotecas pueden presentar diferentes tamafios entre las muestras por lo que es
necesario una normalizacion aleatoria para poder compararlas y la rarefaccion es un
andlisis previo a la determinacion de la diversidad (Cameron et al., 2021). El limitado
namero de taxones identificados en una comunidad microbiana puede ser soportado por
una buena profundidad secuenciacion cuando las curvas de rarefaccion se vuelven
asintotas (Wong et al., 2011).

Se obtuvieron un total de 61 ASV (algoritmo de DADA2) como resultado del analisis de
secuencias utilizando el programa QIIME2, lo que representa una baja riqueza. La
profundidad es suficiente cuando el comportamiento de la curva es lineal, en este caso
desde las 25 lecturas. Por lo tanto, las curvas de rarefaccion obtenidas (Figura 33)
muestran un comportamiento asintético que indica que la profundidad de secuenciacion
fue suficiente para las muestras, es decir, que no se trata de una subrepresentacion
(Weiis et al., 2017). ElI mayor numero de ASV se presenté en la CCM alimentada con
vinaza mezcalera, mientras que la vinaza tequilera presento el menor nimero de ASV y
el indculo al igual que la melaza obtuvieron un nimero similar de ASV. Esto significa que
la muestra con mayor nimero microorganismos identificados a nivel de género (taxones)

fue la biopelicula obtenida en la CCM alimentada con vinaza mezcalera.
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Figura 33. Curva de rarefaccién en relaciéon de las variantes secuencias de amplicones respecto a
la profundidad de secuenciacién. Naranja fuerte, vinaza tequilera; azul fuerte, indculo; azul tenue,
melaza; naranja tenue, vinaza mezcalera.
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Segun la definicién de Faith, la diversidad filogenética es una medida de identidad de un
taxdn (a cualquier nivel) en relacién al largo de una rama en un arbol filogenético para
este subgrupo (Faith et al, 2004). Con base en que la filogenética es conjunto de
caracteristicas similares en un grupo de organismos. Por lo tanto, la diversidad
filogenética de Faith (FPD, por sus siglas en inglés) nos representa una medida
cualitativa de la riqueza de un consorcio microbiano de acuerdo con sus similitudes entre
taxones. La Figura 34 muestra en el eje de la variable independiente la profundidad de
secuenciacion, la cual fue suficiente a partir de las 25 lecturas donde inicia el
comportamiento asintético, esto para poder analizar la FDP. El inéculo present6 una
mayor riqueza con un valor de FDP alrededor de 2.5, mientras que el resto de las

muestras, presentaron valores de FDP entre 0.6 y 1.2 (Figura 34).

Esto significa que en el indculo existe una mayor variedad grupos de microorganismos
con caracteristicas filogenéticamente diferentes, respecto a las biopeliculas obtenidas en
las CCM. En segundo lugar, la melaza de cafia de azUcar y la vinaza mezcalera
presentaron valores de FDP similares entre 1 y 1.2, mientras que la vinaza tequilera
presentd el menor valor de FDP entre 0.6 y 0.8 en la asintota (para determinar si la
profundidad de secuenciacién es suficiente, el comportamiento de la curva debe ser
asintético) (Figura 34). De acuerdo con estos resultados, la vinaza tequilera muestra un
menor numero de taxones relacionados filogenéticamente que aunado al incremento de
la densidad de potencia observado con este sustrato apoya la hipétesis de la reduccion
de consorcios respecto al inoculo y su especializacion para la produccién de
bioelectricidad, esto relacionado con los resultados de los ciclos C4 y C5 respecto a la
densidad de potencia producida. Ademas, la eficiencia coulombica relacionada con
ambas vinazas también muestra valores mas altos (Figura 29 y Figura 30b y 30c).
Podemos asumir que la presion selectiva de los factores de operacién de esta CCM, es
decir el tipo de sustrato, favorecié el desarrollo consorcios electrogénicos poco diversos
pero de alta produccion de bioelectricidad. Sin embargo, la remocién de DQO fue similar
en los ciclos C4 y C5 entre todas las CCM, sblo en C6 se observa una diferencia

significativa de la CCM alimentada con vinaza mezcalera sobre las otras dos CCM.
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Figura 34. Curva de rarefaccién en relacidon con el indice de diversidad de Faith respecto a la
profundidad de secuenciacién. Naranja fuerte, vinaza tequilera; azul fuerte, inéculo; azul tenue, melaza;
naranja tenue, vinaza mezcalera.

La Figura 35 muestra un analisis de PERMANOVA utilizando el indice de unifrac
ponderado el cual ademas de la diversidad también considera la abundancia, donde se
observa que las comunidades identificadas en las biopeliculas son significativamente
distintas a las que fueron identificadas en el indculo, estos resultados sugieren que las
comunidades cambiaron durante la produccion de bioelectricidad en las CCM, lo que nos
hace pensar que los microorganismos electrogénicos pudieron ser favorecidos por el
sistema que produjo maro densidad de potencia. Es decir, la CCM alimentada con
vinaza tequilera en los ciclos C4 y C5, y la CCM alimentada con vinaza mezcalera

durante el ciclo C6.
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Biopéliculas (n=3) Indculo

Figura 35. Analisis PERMANOVA utilizando el indice Unifrac ponderado para relacionar las
comunidades identificadas en las biopelicula con las del indculo.

El siguiente arbol filogenético construido con la herramienta iTOL v6 (Interactive tree of
life) (Letunic y Bork, 2021) muestra las ASV identificadas a nivel de familia y género de
todas las muestras incluyendo el indculo (no se encuentran clasificadas por muestra). En

el in6culo se encontraron 5 taxones correspondientes a archaeas, esto es comun ya que
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la fuente del in6culo corresponde a lodos granulares anaerobios y esto ha sido reportado

por otros autores (Diaz et al., 2003), el resto fueron bacterias (Figura 36).

En el arbol filogenético se observa el grupo divergente de las archaeas de las familias
Methanosaetaceae, Pedosphaeraceae y Anaerolineaceae, identificadas en el in6culo.
Ademas, se observan varias Pseudomonas presentes en las todas las CCM (Figura 36),
lo que indica a uno de los microorganismos probablemente responsables de la
produccion de bioelectricidad en todas las CCM, ademas, se observa la capacidad de

crecer con diferentes sustratos como lo fueron la vinaza mezcalera, vinaza tequilera y

melaza.
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Figura 36. Arbol filogenético. Se muestra la relacion filogenética de los microorganismos
identificados en todas las muestras incluyendo el in6culo.
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El andlisis de ecologia microbiana mostro un incremento del Phylum Firmicutes en todas
las biopeliculas de las CCM respecto al indculo. Mientras que en el inéculo este Phylum
presentd una abundancia relativa del 8%, en las CCM alimentadas con vinaza
mezcalera, melaza y vinaza tequilera fue del 26, 20 y 11% respectivamente (Anexo 7).
Otro Phylum que present6 un sustancial incremento fue Proteobacteria, mientras que en
el in6culo no se observa dentro de los Phylum mas abundantes, el Phylum
Proteobacteria fue el mas abundante en las CCM alimentadas con vinaza mezcalera y
con melaza, mientras que fue el segundo mas abundante en la CCM alimentada con
vinaza tequilera. En la CCM alimentada con vinaza tequilera el Phylum mas abundante
fue Bacteroidetes con 62% y coincide con la abundancia relativa mas alta en el inéculo
(Anexo 7).

Por otro lado, a nivel de Clase el grupo Alphaproteobacteria presenté abundancias
considerables en todas las CCM a diferencia del in6culo, mientras que el grupo
Gammaproteobacteria estuvo presente en dos de las tres CCM, vinaza tequilera y
melaza con 16 y 55%, respectivamente. Otros grupos presentes a nivel de Clase en las
biopeliculas de las CCM fueron Bacteroidia, Clostridia y Bacilli con abundancias desde el

5 hasta el 20%. Estos grupos fueron identificados también en el indculo (Anexo 8).

Al nivel de orden, el grupo de Bacteroidales presenté la mayor abundancia relativa en la
biopelicula de la CCM alimentada con vinaza tequilera y en el inéculo 53 y 44%
respectivamente, en la CCM alimentada con vinaza mezcalera fue el grupo
Acetobacterales (57%) y en la CCM alimentada con melaza el grupo de
Xanthomonadales (31%). El orden Pseudomonadales estuvo presente en la vinaza
tequilera y en la melaza con 15 y 20% de abundancia relativa, respectivamente (Anexo
9).

La Figura 37 muestra las abundancias relativas a nivel de familia de las comunidades
obtenidas en las biopeliculas de las CCM vy el in6culo. Interesantemente, la familia
Acetobacteraceae representa mas del 50 % de la comunidad en la CCM alimentada con
melaza, presumiblemente, debido al contenido de azucares en este sustrato (Palmonari
et al., 2020). En el caso de la CCM alimentada con vinaza tequilera se identificaron las

familias mas abundantes como Pseudomonadaceae y Xanthomonadeaceae. Y en la
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CCM alimentada con vinaza mezcalera la familia mas abundante fue Rikenellaceae. En

el in6culo, la familia mas abundante fue la de Bacteroidaceae.
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Figura 37. Grafica de barras con las principales familias asignadas a los microorganismos
identificados en la produccién de bioelectricidad en CCM alimentadas con vinazas y melaza.

La asignacion taxonomica con QIIMEZ2 permitié una resolucidon hasta nivel de género. En
la Figura 38 se muestran los géneros mas abundantes, en la CCM alimentada con
vinaza mezcalera los géneros identificados fueron: Bacteroides, Pseudomonas,
Sphingobium y Taibaiella. En la CCM alimentada con vinaza tequilera, los géneros con
mayor abundancia fueron: Gluconobacter, Pseudomonas, Clostridium, Lactobacillus,
Arconobacter y Brevundimona. En la biopelicula obtenida de la CCM alimentada con
melaza se identificaron los géneros Pseudomonas, Brevundimonas, Stenotrophomonas,
Lactobacillus y Sphingobacterium. Finalmente, los microorganismos mas abundantes en

el inéculo fueron las archaeas Methanosaeta y Pedosphaeraseae.
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Figura 38. Grafica de barras con los principales géneros asignados a los microorganismos
identificados en la produccién de bioelectricidad en CCM alimentadas con vinazas y melaza.

Los andlisis de diversidad beta muestran diferencias en cada una de las estructuras de
comunidades microbianas asignadas. Se obtuvieron analisis de coordenadas principales
(PCoA, por sus siglas en inglés) para los indices Bray-Curtis, Jaccard, Unifrac
ponderado y sin ponderar. En los PCOA, los indices de Bray-Curtis y Jaccard mostraron
distancias similares entre cada una de las muestras (Figura 39a y b). Mientras que
ambos indices de Unifrac mostraron que todas las muestras tanto las de las biopeliculas

como las del in6culo son Unicas (Figura 39c vy d).

A pesar de que varios géneros fueron identificados en mas de una muestra, en los
andlisis de beta diversidad -la cual compara la diversidad microbiana entre varias
muestras- se observan grandes diferencias entre cada una de ellas, lo que indica que el
sustrato alimentado en las CCM resulta un factor a considerar en el desarrollo de

consorcios microbianos Unicos productores de electricidad (Figura 38).

Para el indice Unifrac ponderado que toma en cuenta la abundancia y la riqueza, las
comunidades de la CCM alimentada con melaza se encuentran a una distancia corta

respecto a las comunidades del in6culo (Figura 39c). Esto sugiere una mayor similitud
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entre las comunidades de la biopelicula de la CCM alimentada con melaza y la del
inodculo, estos resultados concuerdan con la menor densidad de potencia y eficiencia
couldombica producidas por ésta CCM (figura 29 y Figura 30c). En consecuencia, el
cambio en la composicién microbiana puede estar asociado a la formacion de consorcios
electrogénicos ya que las CCM alimentadas con ambas vinazas tuvieron un mejor
rendimiento en densidad de potencia respecto a la CCM alimentada con melaza. En la
CCM alimentada con melaza se caracterizaron los consorcios conformados por los

géneros Pseudomonas, Brevundimonas y Stenotrophomonas (Figura 38).

La comunidad de la CCM alimentada con vinaza tequilera fue la que mayor distancia
presento respecto al indculo en ambos indices Unifrac ponderado y sin ponderar (Figura
39c y d). Es decir, la comunidad microbiana de la CCM alimentada con vinaza tequilera
fue la menos parecida al indculo. Por lo tanto, se infiere que al ser la comunidad de la
biopelicula de la CCM alimentada con vinaza tequilera la mas variada entre todas las
comunidades del resto de las muestras, podria estar relacionada con la formacién de
consorcios capaces de producir alta densidad de potencia y eficiencia coulémbica
mostradas en los ciclos C4 y C5 (Figura 29 y Figura 30c). En los consorcios identificados
en esta CCM, estuvieron involucrados los géneros Gluconobacter, Pseudomonas y
Clostridium (Figura 38).

La CCM alimentada con vinaza mezcalera también mostré distancias amplias entre el
in6culo y el resto de las muestras (Figura 39). Los géneros que conforman los
principales consorcios fueron caracterizados como Bacteroides, Pseudomonas vy
Sphingobium (Figura 38). Debido a que ésta CCM fue la que mostré el mejor
rendimiento de densidad de potencia durante el ciclo C6 (Figura 29), se infiere que el
desarrollo del consorcio electrogénico se produce mas lentamente en comparacion al

consorcio producido por la CCM alimentada con vinaza tequilera.

En resumen, los indices de diversidad beta muestran que los consorcios formados en las
biopeliculas obtenidas en las CCM son todas diferentes entre si y respecto al inéculo. Es

decir, cada una de las comunidades microbianas es Unica.
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Figura 39. Anéalisis de coordenadas principales para indices de diversidad beta; a) indice de bray-
curtis, b) Jaccard, c) Unifrac ponderado y d) Unifrac sin ponderar. (Los circulos amarillos corresponden al
indculo, rojo a la melaza, verde a la vinaza mezcalera y azul a la vinaza tequilera).

Diversos autores han reportado que Pseudomonas es capaz de generar bioelectricidad
bajo condiciones muy especificas. Wang et al., reportan que la cepa Pseudomonas
aeruginosa produce fenacinas que funcionan como mediadores en diversos mecanismos
intercambio de electrones (Wang et al., 2013). Ademas, en esta especie se han
identificado algunos genes responsables de la formacién de Quorum sensing, un tipo de
control sobre poblaciones a través de la regulacion de varios genes que coinciden con la
produccion de las Fenacinas (Yong et al., 2011). En algunos casos la regulacion de
algunos genes como IrrE (ionizing radiation resistance E linkage group), Pseudomonas
aeruginosa es capaz de incrementar su rendimiento en la produccion de electrones (Luo
et al., 2020).

El género de Gluconobacter identificado en la CCM alimentada con vinaza tequilera es
capaz de generar bioelectricidad a partir de glucosa obtenida desde residuos de
lignocelulosa (Krishnaraj et al., 2015; Plekhanova et al., 2020; Adachi et al., 2021).
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Krishnaraj et al., encontraron que Gluconobacter suboxydans presenta buenas
caracteristicas electrogénicas debido a que produce varias enzimas deshidrogenasas
con alta actividad electrocatalitica. Por otro lado Plekhanova et al., encontraron que
Gluconobacter suboxydans puede actuar como un biosensor junto a nanotubos de
carbono de paredes multiples, ya que no se observdé un cambio en la actividad
enzimatica en la cadena respiratoria del microorganismo (los nanotubos de carbono en
ocasiones pueden resultar toxicos para algunas bacterias). Este biosensor permitid
identificar algunos sustratos como glucosa y etanol con sefiales que van desde los 65-
869 nA y 181-1048 nA, respectivamente. En un estudio reciente, Adachi et al., (2021)
encontraron que la especie Gluconobacter oxydans posee mecanismos directos de
transferencia de electrones, debido a que la enzima aldehido deshidrogenasa se
encuentra localizada en la membrana de este microrganismo y ademas presenta fuerte
actividad electrocatalitica. Otros reportes recientes se enfocan a estudiar su amplia
maquinaria enzimatica para la degradacion de diferentes sustratos (Habe et al., 2021;
Kataoka et al., 2021), lo que supone que se trata de un microorganismo que puede ser

desarrollado bajo distintos sustratos en las CCM.

Clostridium es el otro género identificado en la CCM alimentada con vinaza tequilera
ademas de Pseudomonas y Gluconobacter. Un reporte reciente describe la dinamica
poblacional de algunos géneros electroactivos en CCM (Rivalland et al., 2022). Rivalland
et al., investigaron el papel de Clostridium en un sistema de cooperacion inter especies
utilizando CCM, en el experimento se desarrolld6 una biopelicula primara dominada por
Desulfuromonas. Sin embargo, cuando el rendimiento disminuyd, Clostridum fue capaz
de aumentar el rendimiento promoviendo el posterior crecimiento de Geobacter. Por lo
tanto, Clostridium se puede asociar con otros microrganismo electrogénicos. En otro
reporte reciente, Hou et al., demostraron que Clostriduim Kluyveri es capaz de crecer en
un medio de cultivo obtenido a partir de acidos grasos de cadena corta que incluye
acetato, propionato y butirato (Huo et al., 2022). Esto concuerda con el uso de sustratos
como las vinazas y que algunas contienen este tipo de compuestos. Finalmente, el
género Clostridium se reporta frecuentemente en sistemas electroquimicos aunque su
papel en particular no se ha descrito concretamente (Yang et al., 2021; Bhatti et al. 2022;
Guan & Yu, 2021).
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Ademas de Pseudomonas, otro género preponderante en la comunidad de la biopelicula
obtenida de la CCM alimentada con vinaza mezcalera fue Bacteroides, una bacteria
metal reductora (Wang et al., 2010). Bacteroides ha sido descrita como una bacteria
fermentativa por algunos autores, es decir, una bacteria que es buena degradadora de
sustratos complejos. Por ejemplo, Li et al. (2013) investigaron la degradacion de
sustratos a partir de un lixiviado de residuos alimenticios acidos en CCM, el
enriquecimiento del género Bacteroides se asoci0 a la degradacion de la materia
organica, mientras que la produccion de bioelectricidad en la CCM se atribuye al
desarrollo de géneros como Geobacter. Otro estudio similar acerca este género indica
que Bacteroides es un buen degradador de xilosa, produciendo intermediarios
metabdlicos para la produccién de bioelectricidad en CCM por microorganismos
electrogénicos como Geobacter (Makinen et al., 2013). Los datos sugieren que
Bacteroides puede asociarse a consorcios electrogénicos debido a que es capaz de
degradar sustratos complejos, generando asi un sintrofismo con microorganismos como
Pseudomonas (Figura 38) o Geobacter. En la CCM alimentada con vinaza mezcalera
coinciden estas caracteristicas, debido a que la maxima densidad de potencia producida
fue en el ciclo C6 (Figura 29), lo supone que Bacteroides posiblemente favorecié el

desarrollo de Pseudomonas.

Finalmente, otra posible asociacion identificada en la en la CCM alimentada con melaza
fue Pseudomonas con Stenotrophomonas. En un reporte reciente se observa que familia
Xanthomonas, a la cual pertenece el género Stenotrophomonas, es capaz de producir
bioelectricidad por al menos dos mecanismos distintos (Chen et al., 2021). Ademas,
recientemente ha sido identificado en CCM como uno de los microorganismos con
grandes abundancias (Rojas-Flores et al., 2021; Li et al.,, 2019). Sin embargo, la
informacion es limitada en comparacién a los géneros descritos anteriormente como

electrogénicos.

La figura 40 muestra la relacion que existe entre la eficiencia couldmbica del ciclo C6 y la
diversidad de Faith, mientras que el tamafio del circulo representa el numero de ASV
asignados en cada uno de los experimentos. La CCM alimentada con vinaza mezcalera
mostro la mayor eficiencia coulémbica y un indice de Faith de 1.5, similar al de la CCM

alimentada con la melaza. Sin embargo, el numero de ASV asignado fue mayor en la
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biopelicula obtenida en la CCM alimentada con melaza y la eficiencia coulombica fue un
20% menor que en la CCM alimentada con vinaza mezcalera. La CCM alimentada con
vinaza tequilera mostro el menor indice de diversidad Faith que fue de 0.9 y gener6 una
eficiencia coulombica de 44%, este valor de eficiencia couldmbica se situé en medio de
las otras dos CCM que obtuvieron eficiencias de 56 y 37 % para la CCM alimentada con
vinaza mezcalera y melaza, respectivamente. Finalmente el indice de Faith que se

obtuvo del in6culo fue de 2.65.
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Figura 41. Relacién de la diversidad alfa y la eficiencia coulémbica. (Circulo azul tenue, CCM
alimentada con vinaza tequilera; circulo rojo, CCM alimentada con melaza; circulo verde; CCM alimentada
con vinaza mezcalera; circulo azul fuerte, Inéculo; El tamafio de los circulos representa el nimero de ASV
asignados).

Los grupos de microorganismos anteriormente descritos son de los cuales existen
reportes en la literatura como responsables de producir bioelectricidad o en la
degradacion de sustratos en sistemas bioelectroquimicos. Estas posibles asociaciones
entre microorganismos que ya han sido identificados como microorganismos
electroactivos o fermentativos resultan interesantes para elucidar consorcios capaces de
mejorar los rendimientos en la produccion de bioelectricidad en CCM. Por ejemplo, la
asociacion del género Pseudomonas con los géneros Stenotrophomonas,
Gluconobacter, Bacteroides y Clostridium, ya que esto genera un campo de estudio para
investigaciones futuras en el area de cocultivos y la caracterizacion de asociaciones mas
eficientes para su uso en CCM.
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En la Tabla 11 se muestran las comunidades descritas en el presente estudio a nivel de
género comparadas con las reportadas por otros autores en estudios similares. Los
géneros Clostridium y Lactobacillus encontrados en la CCM alimentada con vinaza
tequilera han sido reportados en procesos alimentados con el mismo sustrato, lo que
sugiere que son buenos degradadores de materia organica ya que los procesos en los
cuales se reportan son para la produccion de hidrogeno y metano (Arellano-Garcia et al.,
2021; Garcia-Depraect et a., 2021). De tal modo que los géneros restantes podrias ser
responsables de la produccion de la bioelectricidad en dicha CCM, por ejemplo
Pseudomonas ya ha sido reportada como una bacteria electroactiva (Wang et al., 2013).
De manera similar el caso de Gluconobacter, otro género encontrado en la CCM
alimentada con vinaza tequilera (Habe et al., 2021; Kataoka et al., 2021). Respecto a la
informacion de la melaza mezcalera existe limitada informacion, por lo que este estudio
sera uno de los pocos en caracterizar las comunidades microbianas desarrolladas en

una CCM con este sustrato.

Por otra parte, los reportes de CCM alimentadas con melaza son un poco mas bastos,
Sin embargo la descripcion de las comunidades microbianas para este sustrato también
han sido poco descritas, en el caso de los reportes que aqui se presentan no hay
ninguna coincidencia con los microrganismos identificados en este estudio y los de los
autores aqui presentados, lo que significa que la fuente del in6culo es un punto
importante a considerar cuando se describen las comunidades (Yang., et al., 2022;
Tripathi et al., 2022).

La importancia de la fuente del in6culo como del sustrato sobre las poblaciones
microbianas desarrolladas en la CCM solo son un par de variables a destacar en el
rendimiento de una CCM, los parametros de operacion como el TRH, la configuracién de
la CCM vy la concentracion del sustrato son aspectos ligados a la dinAmica poblacional
que deberan estudiarse mas afondo con técnicas como EIS, SEM y analisis
bioinforméatico para describir de mejor manera esta interesante linea de investigacion. En
las perspectivas se abordan una serie de sugerencias para la continuacion de esta

investigacion.
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Tabla 11 Comunidades microbianas identificadas en procesos con vinazas y melaza

CCM

Sustrato

Microorganismos

Dp (mW/mz)

Referencia

Dos camaras

Dos camaras

Dos camaras

Lodos de una
destileria de
melaza

Dos camaras

Produccion de
metano

Produccion de
hidrogeno por
fermentacién
oscura

Vinaza
mezcalera

Vinaza tequilera

Melaza

Melaza

Melaza

Vinaza tequilera

Vinaza tequilera

Bacteroides
Pseudomonas
Sphingobium
Taibaiella
Gluconobacter
Pseudomonas
Clostridium
Lactobacillus
Arconobacter
Brevundimonas
Pseudomonas
Brevundimonas
Stenotrophomonas
Lactobaillus
Sphingobacterium
Clostridium
Bacteroides
Tisierella
Firmicutes
Azospirillum
Sulfuricurvum
Syntrophomonas
Curvibacter
Clostridium
Lactobacillus
Acetobacter
Sporolactobacillus
Caproiciproducens
Clostridium
Lactobacillus
Acetobacter
Klebsiella
Enterobacter

25

18

14

No aplica

3w/m?

No aplica

No aplica

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Tripathi et al., 2022

Yang et al., 2022

Arellano-Garcia et al., 2021

Garcia-Depraect et al., 2021

Estos resultados muestran que una baja diversidad alfa (diversidad de Faith) se

relaciona con las mayores eficiencias couldmbica obtenidas en las CCM alimentadas

con las vinazas mezcalera y tequilera. Por lo tanto, la hipotesis principal de presente

trabajo de investigacion se cumple, lo que significa que las comunidades microbianas

cambian en funcion del tipo de sustrato. Ademas, algunos microorganismos coinciden

con algunos estudios similares. Sin embargo, la limitacién del presente estudio es que

no se considera la sucesion de las comunidades en el tiempo de operacion y la

viabilidad celular que representa los microrganismos metabdlicamente activos.
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CONCLUSIONES

En la presente investigacion se observaron diferencias en la densidad de potencia
producida con diferentes configuraciones de CCM, con el uso o no de catalizador, pH,
diferentes tipos de sustratos e indculos. Con base en los resultados obtenidos se puede
afirmar que el rendimiento de una CCM se ve afectado por diferentes factores, entre

ellos se encuentran los parametros de operacidon que se analizaron en este trabajo.

Como consecuencia del efecto anterior y aunados los resultados de analisis de
composiciéon microbiana, también podemos afirmar que la composicion microbiana
presente en la biopelicula desarrollada en el anodo de una CCM cambia en funcion del
tipo de sustrato. Cuando se usaron vinaza tequilera y vinaza mezcalera para alimentar
las CCM se pudo desarrollar consorcios electrogénicos. Ademas, con base a la densidad
de potencia y eficiencia couldbmbica obtenidos, se llegd a la conclusién que las vinazas

son un mejores sustratos que la melaza.

Por lo tanto podemos afirmar que se ejercidé una presion selectiva por efecto del tipo de
sustrato alimentado a la CCM que favoreci6 un cambio en las poblaciones
electroactivas. Ademas, los analisis de diversidad beta mostraron que la biopelicula mas
eficiente, es decir la que se desarroll6 en la CCM con mejor rendimiento de

bioelectricidad, fue también la menos diversa o la menos parecida al indculo.

Otro resultado que apoya la hipétesis de esta investigacion, que los consorcios
electrogénicos son menos diversos, el indice diversidad de Faith mostrd6 que la
biopelicula con menor rigueza fue la de la CCM alimentada con vinaza tequilera y la cual
mostré el mejor rendimiento durante los ciclos C4 y C5. La determinacion de la
composicién microbiana permitié identificar microorganismos previamente reportados
como electroactivos y fermentativos en cada una de las CCM. Esto plantea la posibilidad
de estudiar diferentes asociaciones por medio de cocultivos como una alternativa para

incrementar el rendimiento de las CCM.

En esta investigacion, se determind que los lodos granulares anaerobios produjeron una
mayor densidad de potencia respecto a los sedimentos usados como inéculos. El efecto
se observo con una CCM de una sola camara alimentada con acetato de sodio y sin

catalizador. Se obtuvieron voltajes a circuito abierto entre 100 y 200 mV y densidades de
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potencia alrededor de los 2 mW/m? Estos resultados fueron confirmados con la
determinacion de las resistencias internas (resistencia de la interfase y resistencia del
electrolito) con EIS, los cuales mostraron una resistencia 40% mayor en la CCM

inoculada con los sedimentos.

Se determind que el catalizador incrementa sustancialmente el rendimiento del modelo
de CCM de una sola cdmara, por lo que se obtuvieron densidades de potencia entre 10
y 30 veces mayores respecto a la CCM de una camara sin catalizador. Ademas, se
observd que la melaza produce densidades de potencia ligeramente menores al control
alimentado con acetato de sodio y que el tipo de sustrato genera biopeliculas con
distintas caracteristicas observadas por microscopia electronica de barrido.

Por otra parte, se evaluaron diferentes pardmetros de operacibn como el tipo de
sustrato, su concentracion y el pH en CCM de dos camaras utilizando los dos granulares
anaerobios como inéculo. Se comprob6 que el acetato de sodio es capaz de generar
mayor bioelectricidad en comparacion con la glucosa a la misma concentraciéon. En
algunos casos la densidad de potencia incrementd a consecuencia del aumento en la
concentracion de sustrato. Ademas, el pH 7 produjo el mejor rendimiento en este

experimento.

Se determiné que las vinazas usadas como sustratos en las CCM de dos camaras
presentaron rendimientos de voltaje y densidad de potencia mas altos en comparacion
con la melaza. También, que los resultados obtenidos en el modelado de circuitos
equivalentes por EIS concuerdan con las caracteristicas mostradas en la densidad de
potencia y eficiencia couldbmbica para los ciclos C4, C5y C6.

Se caracteriz6 la composiciéon microbiana para el tratamiento de vinazas y melaza en
CCM de dos camaras, en la cual se identificaron los géneros mas representativos. Entre
los cuales se encontraron Pseudomonas, Clostridium, Gluconobacter, Stentrophomonas
y Bacteroides. También se obtuvieron los analisis de diversidad que apoyan la hipétesis
de este trabajo en relacion con la formacion de consorcios especializados para la
degradacion de materia organica y la produccion de bioelectricidad, y que los menos
diversos fueron aquellos que mostraron el mejor rendimiento. Ademas, algunos de los

microorganismos identificados en la presente investigacion ya han sido reportados como
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buenos degradadores de materia organica, como por ejemplo Clostridium y Lactobacilos.
Ese hallazgo también apoya la hipétesis que suponen asociaciones colaborativas entre
microrganismos degradadores y electroactivos, tal como Pseudomonas y otros que
fueron identificados en este estudio. Una de las limitaciones en el presente estudio fue el
seguimiento de la dinamica poblacional ya que por cuestiones operativas solo se colecto
la muestra de la biopelicula al final de la corrida de la CCM, por lo que el disefio de
nuevas técnicas de muestreo de la biopelicula son necesarias. Sin embargo, esto abre
una pauta para el estudio del cambio en las composiciones de microrganismos en
relaciones comensalitas en la produccibn de bioelectricidad en sistemas
bioelectroquimicos. En las estructuras de las comunidades microbianas del presente
estudio se identificaron varias posibles asociaciones entre microorganismos que ya han
sido caracterizados como electroactivos, esto abre un panorama acerca del estudio de
cocultivos para el desarrollo de distintos consorcios microbianos, dependiendo la

naturaleza del agua residual.
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PERSPECTIVAS

Se recomienda hacer aislamiento de los microrganismos mas abundantes en las
muestras de biopelicula de las vinazas tequileras y mezcaleras como Gluconobacter,
Pseudomonas, Clostridium, Bacteroides o Stenotrophomonas para Implementar un
sistema de inoculacion por cocultivos en las CCM y estudiar su asociacion en funcién de

la densidad de potencia producida en cada una de las asociaciones.

Ademas, se recomienda indagar acerca de los mecanismos de intercambio de
electrones en dichos microorganismos haciendo un analisis inferencial con la
herramienta PICRUSt y confirmar con un estudio transcriptdmico que pueda permitir una
mejor definicion de la relacién sintréfica, asi como una caracterizacion de los
mecanismos de intercambio de electrones. Adicional a lo anterior, se recomienda
cuantificar con cromatografia de gases y/o liquidos algunos metabolitos clave en el
influente y efluente, tal como acetato, propionato, butirato, glucosa, etcétera; con el
objetivo de identificar algunas rutas metabdlicas involucradas en la relacion sintréfica de

los coclutivos.

Otra recomendacion es afinar la técnica de EIS, para poder hacer un analisis de circuitos
equivalentes y comparar con las caracteristicas morfolégicas de la biopelicula
observadas con SEM. Ademas, se recomienda complementar el estudio electroquimico
con un analisis de voltamperometria ciclica y lineal para analizar la degradacién de

sustratos con el objetivo de determinar el rendimiento real de la CCM.

Otro punto que puede complementar el estudio de redes sintroficas es el de viabilidad
celular, ya que en el presente estudio no se consideran solo los microorganismos
metabdlicamente activos en el desempefio del bioanodo y en general el rendimiento de
la CCM. Una técnica de viabilidad celular permitira una mejor descripcién de la dinamica

poblacional, una limitacién que se presentd en el presente estudio.
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ANEXOS

Anexo 1. Reporte de levantamiento geoquimico por sedimentos de arroyo para los
metales Fe (A), Pb (B) y Zn (C), caracteristicas del estudio del servicio geoldgico
Mexicano (D)
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364 —rr — 0%
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200 — —_— 2%

128 —— — 0%

0.63 —— MINIMUM

No. DE MUESTRAS = 180
METODO ANALITICO:  EMISION DE PLASMA
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Anexo 2. Codigo para arduino del sistema de recoleccion de datos (voltimetro)

const int entrada = AOQ;

const int entrada2 = Al;

const int entrada3= A2;

const int entradad= A3;

const int entrada5= A4;

int CCM1=0;

int CCM2=0;

int CCM3=0;

int CCM4=0;

int CCM5=0;

float VoltajeCCM1 = 0;

float VoltajeCCM2 = 0;

float VoltajeCCM3= 0;

float VoltajeCCM4= 0;

float VoltajeCCM5= 0;

void setup(){

pinMode(entrada, INPUT);
Serial.begin(9600);

}

void loop(){

CCML1 = analogRead(entrada);
VoltajeCCM1 = (CCM1 * 5.0 )/ 1024.0;
Serial.print("CCM1 (V)=");
Serial.printin(VoltajeCCM1,5);
delay(1);

CCM2 = analogRead(entrada?2);
VoltajeCCM2 = (CCM2 * 5.0 )/ 1024.0;
Serial.print("CCM2 (V)=");
Serial.printin(VoltajeCCM2,5);
delay(1);

CCMS3 = analogRead(entrada3);
VoltajeCCM3 = (CCM3 * 5.0 )/ 1024.0;
Serial.print("CCM3 (V)=");
Serial.printin(VoltajeCCM3,5);
delay(1);

CCM4 = analogRead(entrada4);
VoltajeCCM4 = (CCM4 * 5.0 )/ 1024.0;
Serial.print("CCM4 (V)=");
Serial.printin(VoltajeCCM4,5);
delay(1);

CCMS5 = analogRead(entradab);
VoltajeCCM5 = (CCM5 * 5.0 )/ 1024.0;
Serial.print("CCM5 (V)=");
Serial.printin(VoltajeCCM5,6);
delay(1);

delay (14400000);
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Anexo 3. Sistema de coleccién de datos basado en la placa arduino
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Anexo 4. Preuba de Tukey para la remocion de DQO

Within each column, compare
rows (simple effects within

columns)

Number of families 3
Number of comparisons per family 3
Alpha 0.05

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff. 95% CI of diff. ~ Significant? Summary
MC

C4vs. C5 1.000 -7.219t09.219 No ns

C4 vs. C6 17.50 9.2811t025.72 Yes ok

C5vs. C6 16.50 8.2811t024.72 Yes ok

VT

C4vs. C5 -3.500 -11.72t0 4.719 No ns

C4 vs. C6 5.500 -2.719t0 13.72 No ns

C5vs. C6 9.000 0.7806t0 17.22 Yes *

VM

C4vs. C5 13.50 5.2811t021.72 Yes *

C4 vs. C6 1.000 -7.219t09.219 No ns

C5vs. C6 -12.50 -20.72t0-4.281 Yes *

Test details Mean1l Mean 2 Mean Diff. SE of diff. N1 N2 ¢ F
MC

C4vs.C5 55.00 54.00 1.000 2.944 2 2 0480 9
C4vs. C6 55.00 37.50 17.50 2.944 2 2 84079
C5vs. C6 54.00 37.50 16.50 2.944 2 2 7.926 9
VT

C4vs. C5 50.00 53.50 -3.500 2.944 2 2 16819
C4vs. C6 50.00 44.50 5.500 2.944 2 2 2642 9
C5vs. C6 53.50 44.50 9.000 2.944 2 2 43239
VM

C4vs. C5 57.00 43.50 13.50 2.944 2 2 64859
C4vs. C6 57.00 56.00 1.000 2.944 2 2 0480 9
Anexo 5. Preuba de Tukey para la eficiencia coulémbica.

Within each column, compare rows

(simple effects within columns)

Number of families 3

Number of comparisons per family 3

Alpha 0.05

Tukey's multiple comparisons test  Mean Diff. 95% CI of diff. Significant? Summary

MC

C4vs. C5 2.819 1.212 t0 4.426 Yes o

C4vs. C6 1.086 -0.5207 t0 2.693 No ns

C5vs. C6 -1.733 -3.340 t0 -0.1258 Yes *

VT

C4vs. C5 -0.1990 -1.806 to 1.408 No ns

C4 vs. C6 -2.497 -4.104 t0 -0.8899 Yes i

C5vs. C6 -2.298 -3.905 to -0.6909 Yes i

VM

C4vs. C5 0.5522 -1.055t0 2.159 No ns

C4 vs. C6 -1.081 -2.688 10 0.5263 No ns

C5vs. C6 -1.633 -3.240 to -0.02590 Yes *
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Test details Mean 1 Mean
MC

C4vs. C5 7.454 4.635
C4 vs. C6 7.454 6.368
C5vs. C6 4.635 6.368
VT

C4vs. C5 7.695 7.894
C4 vs. C6 7.695 10.19
C5vs. C6 7.894 10.19
VM

C4vs. C5 8.762 8.210
C4 vs. C6 8.762 9.843
C5vs. C6 8.210 9.843

2

Anexo 6. Preuba de Tukey para la densidad de potencia.

Compare column means (main column

effect)

Number of families 1
Number of comparisons per family 3
Alpha 0.05
Tukey's multiple comparisons test Mean Diff.
Vinaza tequilera vs. Melaza cafia de azucar 5.466
Vinaza tequilera vs. Vinaza mezcalera -2.116
Melaza cafia de azucar vs. Vinaza mezcalera -7.582
Test details Mean 1
Vinaza tequilera vs. Melaza cafia de azucar 12.04
Vinaza tequilera vs. Vinaza mezcalera 12.04
Melaza cafia de azucar vs. Vinaza mezcalera 6.575

Anexo 7. Calsificacion taxonémica a nivel de Phylum

Frecuencia relativa

Melaza
inteulo |

Vinaza mezcalera |

Vinaza tequilera |

95% CI of diff.

1.076 to 9.856
-6.506 to 2.274
-11.97 to -3.192
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Mean Diff. SE of diff.

2.819 0.5756 927

1.086 0.5756 .669

-1.733 0.5756 .258
-0.1990 0.5756 .4889

-2.497 0.5756 135

-2.298 0.5756 .646

0.5522 0.5756 .357

-1.081 0.5756 .655

1.633 0.5756 .012

Significant? Summary

Yes *

No ns

Yes *%k%

Mean 2 Mean Diff. SE of diff.

6.575 5.466 1.720

14.16 -2.116 1.720

14.16 -7.582 1.720
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Anexo 8. Calsificacidon taxondmica a nivel de Clase

Frecuencia relativa
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Anexo 10. Analisis estadistico de la produccién de voltaje en CCM de dos camaras

Compare column means (main column
effect)

Number of families

Number of comparisons per family
Alpha

Tukey's multiple comparisons test
Vinaza mezcalera vs. Melaza

Vinaza mezcalera vs. Vinaza tequilera
Melaza vs. Vinaza tequilera

Test details

Vinaza mezcalera vs. Melaza

Vinaza mezcalera vs. Vinaza tequilera
Melaza vs. Vinaza tequilera

1

3

0.05
Mean Diff.
23.59
8.067
-15.52
Mean 1
94.33
94.33
70.74

95% CI of diff.
9.374 to 37.80
-6.148 t0 22.28
-29.74 t0 -1.307
Mean 2

70.74

86.26

86.26
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Significant? Summary

Yes

No

Yes

Mean Diff.
23.59
8.067
-15.52

*%k%

ns

SE of diff.
5.815
5.815
5.815

N1 N2
18 18
18 18
18 18
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