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« La CCM con lodo seco gener6 250 mA/m?y 3,30 W/m?, consumiendo el 71 % de la DQO.
o El género Geobacteria de los lodos secos predominé después de 3 ciclos de tratamiento de POME

en CCM.

« Labiopelicula del anodo se enriquecié mediante inoculacién con LS y se diversific con Shewanella.
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Resumen

Los efluentes del proceso de extraccion del aceite de palma (POME por sus siglas en inglés) deben ser tratados antes
de su disposicion debido a su alto contenido de materia organica. En este estudio se evalué el desempeno eléctrico
y la eficiencia del tratamiento de aguas residuales mediante el uso de celdas de combustible microbianas (CCM)
para el tratamiento de POME no estéril con una demanda quimica de oxigeno (DQO) de 200 a 10.000 mg/L.
Dado que el tipo de indculo es un factor clave en el desempenio de las CCM, se evaluaron como inéculo 3 tipos
de lodo (lodo metanogénico (LM), lodo facultativo (LF) y lodo seco (LS), obtenidos de las lagunas de tratamiento
de POME actuales. El lodo seco (LS) desarrollé una potencia maxima de salida de 3,30 W/m?al oxidar el 71 %
de la DQO proporcionada por el POME (1.000 mg/L). Ademads, la microbiota del POME crudo contribuyé
a un enriquecimiento de la comunidad en el indculo de LS durante la operacion, en la que Geobacter fue el
género predominante, alcanzando una generacion de corriente de 247 mA/m?y una densidad de potencia de
2,36 W/m’. Por el contrario, la inoculaciéon con una especie electrogénica pura (Shewanella sp.) condujo a
un proceso de diversificacion, lo que resulté en una generacion de corriente mas baja de 52 mA/m?*y una
densidad de potencia de 0,10 W/m®. En consecuencia, la dindmica de la comunidad microbiana reveld que la
inoculacion de CCM tiende a un equilibrio microbiano en el que se logro la generaciéon de una alta densidad
de corriente mediante el enriquecimiento microbiano gradual en lugar de una invasion electrogénica externa.

Abstract

Palm Oil Mill Effluent (POME) requires treatment before disposal due to its high organic matter content.
In this study, the electrical performance and wastewater treatment efficiency were evaluated for Microbial
Fuel Cells (MFC) treating unsterile POME with chemical oxygen demand (COD) from 200 to 10 000 mg/L.
Since the inoculum type is a key factor in MFC performance, three types of sludge (methanogenic sludge
(MS), facultative sludge (FS), and dry sludge (DS), obtained from the current POME treatment ponds were
evaluated as inoculum. Dry sludge (DS) developed a maximum power output of 3.30 W/m? by oxidizing 71%
out of the COD provided by POME (1.000 mg/L). Also, raw POME microbiota contributed to an enrichment
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of the community in DS inoculum along with the operation, in which Geobacter was the predominant genus
reaching a current generation of 247 mA/m?* and a power density of 2.36 W/m®. Conversely, pure electrogenic
(Shewanella sp.) inoculation led to a diversification process, resulting in a lower current generation of 52 mA/m?
and a power density of 0.10 W/m®. Consequently, microbial community dynamics revealed that MFC inocu-
lation tends to a microbial equilibrium wherein generation of high current density was achieved by gradual
microbial enrichment rather than external electrogenic invasion.

Introduccion

La investigacion y el desarrollo de tecnologias am-
bientales y energia verde son necesarios para enfren-
tar desafios globales como la mitigacién del cambio
climatico, la contaminaciéon ambiental y la seguridad
energética. Las fuentes de energia verde correspon-
den a fuentes renovables: por ejemplo, hidrégeno,
combustibles de biomasa, energia eélica, geotérmica
y celdas fotovoltaicas [1]. Los intereses cientificos no
solo se centran en la busqueda de nuevas formas de
energia verde, sino también en la mejora de los siste-
mas de generacion de energia para alcanzar los obje-
tivos de eficiencia. Por ejemplo, los microcombusto-
res de hidrégeno se han optimizado en términos de
eficiencia mediante analisis numérico, modificacién
de la arquitectura del reactor o sistemas de inyeccién
del combustible [2,3]. Otro enfoque es la hibridacion
de las fuentes de energia renovables, como los siste-
mas fotovoltaicos y edlicos acoplados a unas celdas
de combustible alcalinas. Esta configuraciéon con-
ceptual produjo 221,3 g por hora de combustible de
hidrégeno y 10,5 kW de electricidad con una eficien-
cia del 56,9 % [4].

También es posible producir energia verde a par-
tir del tratamiento de residuos organicos enlazado a
la generacion de energia (aprovechamiento energé-
tico de residuos, WtE (por sus siglas en inglés)) [5].
Dentro de este concepto se han estudiado tecnolo-
gias basadas en la actividad microbiana para tratar
residuos como la digestion anaerdbica (DA) y los
sistemas bioelectroquimicos para el tratamiento de
aguas residuales y biomasa, al mismo tiempo que se
aprovecha su energia quimica. Algunas alternativas
que funcionan con microbios convierten la materia
organica en otro vector de energia, como el biogas
o el hidrégeno. Se ha encontrado que la DA de los
desechos organicos produce tanto biogas que contie-
ne metano con un valor calorifico inferior, que oscila

entre 10,7 y 25,1 MJ/Nm’, como el digestato, que se
procesa posteriormente para cumplir con los requisi-
tos de descarga o se utiliza como fertilizante y acon-
dicionador del suelo [6]. El biohidrégeno producido
a través de la fermentacion se estudia intensamente
debido a sus beneficios ambientales y su eficiencia
energética. La fermentacion oscura y la conversion
por fotofermentacién han sido los procesos mas co-
munes para producirlo; sin embargo, actualmente
la optimizacién se aborda mediante la aplicacion de
ambas tecnologias. En este sentido, Ghosh et al. [7]
revisaron estudios que integraban la fermentacion
oscura y la fotofermentacion, exponiendo la mejora
en el rendimiento de hidrégeno mediante el uso de
sistemas integrados de un solo paso.

Ademas, los sistemas bioelectroquimicos como
las celdas de combustible microbianas (CCM), cel-
das de electrdlisis microbiana (CEM) o celdas de
desalinizacién microbiana (CDM) son alternativas
sostenibles para obtener energia a partir de los dese-
chos. Las CCM son sistemas que transforman direc-
tamente la energia quimica presente en los compues-
tos organicos en energia eléctrica a través del meta-
bolismo bioldgico de bacterias electrogénicas [8]. En
este sentido, las aguas residuales ricas en materia
organica son propicias para alimentar las CCM y
simultdneamente recolectar energia. Las CCM se
han configurado para utilizar y tratar aguas resi-
duales domésticas, residuos de alimentos y aguas
residuales del sector lacteo, cervecero y de aceite de
palma [9-12].

El aceite de palma es una materia prima clave
para producir alimentos, cosméticos, productos far-
macéuticos y biodiésel. A nivel mundial, en 2019 se
produjeron 73,9 millones de toneladas de aceite de
palma. En el proceso de extraccion del aceite de pal-
ma se produce una cantidad considerable de aguas
residuales, principalmente en dos etapas: la esterili-
zacion de los racimos de fruta fresca y la clarificacién
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del aceite crudo. El efluente del proceso de extraccién
de aceite de palma (POME') es una suspension coloi-
dal 4cida, de color pardo, con altos valores de deman-
da quimica y bioldgica de oxigeno (DQO y DBO),
que superan los 55.000 mg/L y los 25.000 mg/L, res-
pectivamente. Por cada tonelada de aceite de palma
crudo se producen aproximadamente 2,5 toneladas
de POME [13]. Por lo tanto, el tratamiento adecuado
del POME es indispensable para cumplir con los re-
quisitos ambientales. Hoy en dia, el tratamiento mas
utilizado es el sistema de lagunas, en el que el POME
fluye a través de lagunas de enfriamiento, anaerdbi-
cas y facultativas en serie antes de descargar el agua
tratada a las corrientes de agua superficial o reciclarla
como agua de riego. Infortunadamente, este método
de tratamiento tiene una baja eficiencia debido a la
sedimentacion de sélidos en el fondo de las lagunas y
a los largos tiempos de retencion hidraulica [14]. En
consecuencia, las CCM surgen como una tecnologia
alternativa para complementar el proceso de trata-
miento de POME, pues contribuye a la degradacién
de la materia organica y aflade valor a las aguas resi-
duales al producir electricidad [15].

Cheng et al. demostraron que es posible utilizar
el POME como donante de electrones para generar
electricidad y lograron una eliminacién de la DQO
superior a 96,5 % mediante el uso de un sistema in-
tegrado de 2 CCM y 1 filtro bioldgico aireado inmo-
vilizado [16]. Posteriormente, se evaluaron las CCM
de doble cimara con diferentes concentraciones de
POME en el compartimiento del anodo [17]. A pesar
de los resultados prometedores obtenidos en térmi-
nos de tratamiento de aguas residuales (es decir, eli-
minacién del 70 % de la DQO), se reportd una baja
densidad de potencia (0,149 W/m?) utilizando lodo
anaerdbico (LA) como indculo.

La mayoria de los estudios sobre CCM para tratar
POME han utilizado LA como la fuente de bacterias
para degradar el POME [16-19]. Aunque el LA lo-
gra una alta eliminacién de materia organica, dicho
consorcio natural contiene una diversidad bacteria-
na que podria afectar al rendimiento eléctrico debido
a los metabolismos fermentativos o metanogénicos
que compiten por los donantes de electrones [20,21].
En consecuencia, se han evaluado los cultivos ais-

1  Abreviaturas POME: Efluente del proceso de extrac-
cion de aceite de palma, LM: Lodo metanogénico, LS:
Lodo seco, LF: Lodo facultativo, LA: Lodo anaeroébico,
SHE: Shewanella sp., 1C: Indculo controlado, EC: Eficien-
cia couldombica.

lados como biocatalizadores en CCM para tratar
POME. En el POME hay una variedad de sustancias
organicas complejas que no son facilmente digeri-
bles por la mayoria de las bacterias. Por ejemplo, Md
Nor et al. estudiaron el rendimiento de las CCM de
doble cdmara que tratan la descarga final de POME
esterilizado, comparando las CCM inoculadas con
LA de las lagunas de tratamiento de POME con las
CCM inoculadas con la Pseudomonas aeruginosa
ZH1 que fue aislada del POME [22]. Esta compara-
cion revelé que las CCM inoculadas con un cultivo
puro de la cepa ZH1 generaban 5 veces mas energia
(2,91 x 10° W/m?)? que las CCM inoculadas con LA
de POME (0,55 x 10° W/m?). Sin embargo, el mismo
estudio mostré una menor eliminacién de DQO por
ZH1 (3 %) que por LA (13 %), debido a la limitacion
en el consumo de POME por ZH1. Baranitharan et
al. [23] reportaron resultados similares y evaluaron
un in6culo controlado (IC) constituido por 4 mi-
croorganismos aislados de LA. La generacidn de po-
tencia fue 2 veces mayor en las CCM inoculadas con
un IC (Pseudomonas aeruginosa, Azospira oryzae,
Acetobacter peroxydansy Solimonas variicoloris) que
la obtenida en las CCM inoculadas con LA. Ademas,
la eficiencia coulombimétrica fue de 74 % para las
CCM de ICy de 24 % para las CCM de LA, lo que de-
mostrd la capacidad de convertir la energia quimica
en corriente eléctrica. Sin embargo, la eliminacién de
la DQO fue significativamente menor en las CCM de
IC (34 %) que en las CCM de LA (70 %), lo que indica
la falta de microorganismos que degradan el POME
en el IC [23]. Otros estudios han utilizado CCM con
POME estéril inoculado con cultivos puros de Kleb-
sella variicola, P. aerigunosa y Bacillus cereus, obte-
niendo potencias de 4,5 W/m’?, 4,1 W/m’y 3,9 W/m’,
respectivamente. Ademas, se alcanzé una mejora en
la eliminacién de DQO que oscila entre 54 % y 74 %,
a pesar de ser CCM inoculadas con cultivos puros
[24,25]. Sin embargo, no esta claro qué tipo de ind-
culo conduce a una alta degradacién de la materia
organica y a la recuperacion de energia. Ademas, en
una aplicacidn real el uso de POME esterilizado para
alimentar a las CCM implica altos costos operativos.
En este sentido, se hace necesario evaluar el efecto de
diferentes tipos de indculos sobre las comunidades
microbianas para dilucidar el rendimiento eléctrico
en las CCM. A través del analisis de electroforesis

2 Datos originales en mW/m?. La densidad de energia en
W/m? se calcul6 con los datos que se muestran en el
articulo citado.
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en gel con gradiente de desnaturalizacion (DGGE
por su sigla en inglés), Baranitharan et al. [19] ob-
servaron que la microbiota en el dnodo cambi6 del
dia 3 al dia 14 de operacién a una comunidad menos
diversa, lo que reflejé una producciéon de corriente
estable. Sin embargo, no se identificaron las especies
responsables de este rendimiento eléctrico para aso-
ciar el desarrollo de biopeliculas con la producciéon
de corriente eléctrica.

Por lo tanto, en este estudio se proponen tres tipos
de lodo de una planta de beneficio de aceite de pal-
ma como una fuente adecuada de microorganismos
para el tratamiento de POME no estéril en CCM de
doble camara. El hecho de que la microbiota presen-
te en los lodos del sistema de lagunas se utilice para
degradar el POME a baja concentracién de oxigeno
sugiere que seria posible encontrar bacterias capaces
de generar corriente eléctrica mientras se consume
materia organica del POME.

La comunidad bacteriana se analiz6 en la biope-
licula del anodo en diferentes etapas de la operacion
para las CCM que trataban el POME no esterilizado
inoculado con un consorcio natural (lodo) frente a
las CCM inoculadas con una cepa bacteriana elec-
trogénica (Shewanella sp.). El andlisis de abundan-
cia relativa y los indices de diversidad en diferentes
momentos a lo largo de tres ciclos de operacion de
CCM indica la importancia de tener una comunidad
diversa con bacterias hidroliticas y bacterias electro-
génicas adaptadas al sustrato. En consecuencia, se
expone el uso potencial de POME vy sus lodos como
combustible y biocatalizador, respectivamente, para
la generacion de electricidad sostenible en las CCM.

Materiales y métodos

Efluente del aceite de palma e indculos

El POME vy el lodo se obtuvieron de una planta de
beneficio de extracciéon de aceite de palma en San-
tander, Colombia. El POME fresco se tom6 después
del proceso de extraccion del aceite, justo antes de
ingresar a la laguna de enfriamiento. Se recogieron
tres tipos de lodos para utilizarlos como indculo: i)
lodos del fondo de la laguna metanogénica (LM); ii)
lodos del fondo de la laguna facultativa (LF), y iii)
lodos secos acumulados en una pila tras ser retirados
de las lagunas de tratamiento de POME durante su
mantenimiento (LS). Las muestras se almacenaron

en recipientes de plastico esterilizados a 4 °C para
evitar la degradacion hasta su uso.

Efecto de la carga organica

Se establecieron CCM con diferentes DQO iniciales
en la camara del dnodo para determinar la concen-
tracion de DQO adecuada para tratar POME. En
primer lugar, se ensayaron las CCM con una DQO
inicial de 1.000 y 10.000 mg/L para los tres tipos de
lodo como indculo. Se llevd a cabo una evaluacion
adicional basada en el mejor lodo con una carga de
DQO inicial de 200, 500, 1.000 a 2.000 mg/L.

Construccion y funcionamiento
de las CCM

Las CCM de doble camara se ensamblaron a par-
tir de botellas de vidrio modificadas con tapa ros-
ca y capacidad de 150 mL. Las camaras del anodo
y catodo se separaron mediante una membrana de
intercambio cationico de polietileno estireno-divi-
nilbenceno (Grion 0011 V, Hangzhou Grion Envi-
ronmental Technology Co., China). La membrana se
trato previamente mediante remojo 24 h en H,SO,
al 3 % seguido de 2 lavados consecutivos con agua
destilada estéril justo antes del ensamblaje. Los fiel-
tros de carbono (4 cm x 1,5 cm x 0,9 cm) fueron tra-
tados térmicamente a 450 °C [26] y utilizados como
electrodos en ambos compartimentos. Alambre de
titanio pulido se conectd a los electrodos y a una re-
sistencia externa de 1.000 Q. El compartimiento del
anodo se llen6 con 125 mL (volumen de trabajo) de
POME no esterilizado diluido a una DQO que varié
de 200 a 10.000 mg/L en un buffer de fosfato 0,1 M
y se usaron 125 mL de ferricianuro de potasio (III)
0,05 M con un buffer de fosfato 0,1 M como aceptor
de electrones en la camara del catodo. El pH se ajustd
a 7,0 en ambas camaras. La configuracion del reactor
se muestra en la Figura 1.

La inoculacion se llevé a cabo después de que se
ensamblaron las CCM. Se agregd 1 mL (0,8 % v/v) de
LM (47,8 g VSS/L), LF (15 g VSS/L) o LS (98 g VSS/L)
a la cdmara del 4nodo. Ademas, se instald una CCM
con POME diluido (CCM-P) (sin adicién de lodos) y
otra CCM con POME diluido esterilizado como con-
trol, a la misma concentraciéon que las CCM inocu-
ladas para comparar el efecto de la adicion de lodos.
Se inyecté gas nitrogeno durante 3 minutos para eli-
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minar el oxigeno del espacio de cabeza de la camara
anddica. Antes de la recoleccién de corriente eléctri-
ca, las CCM se aclimataron durante 24 horas en con-
diciones anaerdbicas en circuito abierto (electrodos
desconectados) para promover el enriquecimiento
de bacterias capaces de degradar el POME.

Analisis de datos
Rendimiento eléctrico

El potencial de las celdas (V) se monitored a través
de una resistencia de 1 kQ en intervalos de 10 min.
El sistema de adquisicion de datos se construyo6 con
base en ARDUINO UNO (Arduino, Italia) y el soft-
ware se codificé utilizando MATLAB 2017B (The
MathWorks, Inc., EE. UU.). El convertidor analogi-
co a digital ADS1115 (Texas Instruments, EE. UU.)
se conectd a un multiplexor 12C TCA9548A (Texas
Instruments, EE. UU.) y un microprocesador AR-
DUINO UNO (Arduino, Italia). Las curvas de pola-
rizacion se obtuvieron variando la resistencia exter-
na desde potencial de circuito abierto(OCP), 5.000,
2.530, 1.290, 680, 370, 330, 290, 260, 220, 180, 140,
100, y 60 Q, con cada resistencia probada durante
un maximo de 20 min utilizando el potenciémetro
digital 5254 CE (Analog Devices, Inc., EE. UU.). La
corriente, I, a través de la resistencia externa, R, se

calculé utilizando la ley de Ohm; V = IR. La potencia
de salida, P, se calcul6 mediante P = I'V. La densidad
de corriente (mA/m?) y la densidad de potencia (mW/
m?o0 W/m®) se calcularon dividiendo la corriente y la
potencia obtenidas por el area de superficie proyecta-
da (2,19 x 10° m?) del anodo o el volumen de trabajo
(1,25 x 10*m?) de la cdmara del 4nodo.

Eficiencia en el tratamiento de aguas
residuales

Para evaluar el efecto de cada indculo, se analizaron
los parametros de las aguas residuales antes y des-
pués de cada ciclo de alimentacion por lotes del de-
sempeiio de las CCM. La DQO se midié utilizando
el sistema y el kit de mediciéon de DQO (Lian-Hua
Technology Co., China). El carbono organico e in-
organico total se analizaron mediante el analizador
TOC-Vcph (Shimadzu, Japdn). Los sdlidos suspendi-
dos totales (SST) y los solidos suspendidos volatiles
(SSV) se midieron gravimétricamente de acuerdo
con el método estandar 2540 (APHA, 1998). La sali-
nidad, la conductividad y los sélidos disueltos totales
se midieron mediante un equipo multiparametros
(HQ40d, HACH, EE. UU.).

La eficiencia culombimétrica (EC) es el porcen-
taje de la carga eléctrica total que se transfiere al
anodo desde el sustrato respecto a la carga maxima

Figura 1. Esquema de operacion para celdas de combustible
microbianas (CCM) utilizadas en estudios experimentales.
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posible que se puede obtener si el microorganismo
puede digerir todo el sustrato para producir corrien-
te. Por lo tanto, la EC es el total de culombios calcu-
lados debido a la corriente producida a lo largo del
tiempo, dividido por los culombios tedricos que se
pueden producir a partir del sustrato en términos de
DQO (Ecuacién 1).

M f; 1dt

—0 X100
F b V,.ADQO

EC =
(1)

donde M (g O,/mol O,) es el peso molecular del oxi-
geno molecular, I (A) es la corriente calculada usando
V =1IR, t (s) es el tiempo de finalizacion del ciclo, F es
la constante Faraday (96 500 C/mol e), b = 4 (mol e/
mol O,) indica el numero de electrones intercambia-
dos por molécula de oxigeno, V (L) es el volumen de
trabajo del reactor, y ADQO (g O,/L) es el cambio en
la demanda quimica de oxigeno en el tiempo ¢.

Microscopia electrénica de barrido
(SEM)

La morfologia de la biopelicula del anodo se examind
con un microscopio electrénico de barrido (S-4800,
Hitachi Corp., Japdn). Para la microscopia electréni-
ca de barrido (SEM), se cortaron pequeiios trozos del
anodo y se retiraron asépticamente. Las muestras se
tijaron con glutaraldehido al 2,5 % durante 4 h, luego
se enjuagaron con buffer de fosfato 0,1 M (pH = 7,2-
7,4) 2 veces y se deshidrataron con una serie de etanol
gradual de 30 a 100 % durante 10 min a 4 °C en cada
etapa. Después de la deshidratacion, las muestras se
secaron en punto critico y se recubrieron con oro
pulverizado al vacio para el examen SEM.

Analisis de la comunidad microbiana

El desempefio de las CCM se compar6 utilizando
un inéculo mixto natural o un indculo de cultivo
puro de una bacteria electrogénica, en términos de
la generacion de corriente. Se inocularon 2 conjuntos
de CCM con lodo seco (CCM-LS) o Shewanella sp.
(CCM-SHE). Cada grupo se operd durante 3 ciclos
de alimentacion por lotes y se registro la corriente. Se
propusieron 5 puntos durante la operacién para ex-
traer el ADN bacteriano y proceder con la secuencia-
cion: i) el inicio de la aclimatacion de 24 h en condi-
ciones anaerobicas y de circuito abierto (A); ii) puesta

en marcha del primer ciclo; iii) el maximo del primer
ciclo; iv) la etapa de agotamiento del sustrato al final
del primer ciclo, y v) el maximo del tercer ciclo.

Extraccion de ADN, amplificacion por
PCR y secuenciacion

En cada fase se extrajo el ADN de las células unidas
al material del dnodo en las CCM utilizando el kit
SPIN para suelos de FastDNA (Qbiogene-MP Biome-
dicals, Irvine, CA, EE. UU.). La calidad del ADN se
midi6 utilizando un espectrofotdmetro NanoDrop
1000 (Thermo Scientific, Waltham, EE. UU.) y se
visualizé utilizando electroforesis en gel de agarosa
al 1,0 %. Las regiones V3 y V4 de los genes de ARNr
16S se amplificaron usando el primer de avance (5
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTAAGAGACA-
GCCTACGGGNGGCWGCAQG)y el primer de re-
versa (5 GTCTCGTGGGGCTCGGAGATGTGTA-
TAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC)
[27]. Las etapas de termociclado se establecieron de
la siguiente manera: desnaturalizacion inicial a 95 °C
durante 3 min, seguida de 95 °C durante 30 s, 55 °C
durante 30 s y 72 °C durante 30 s, 25 ciclos, y una ex-
tension final de 72 °C durante 5 min. Los amplicones
purificados se evaluaron utilizando el kit de ensayo
Qubit dsDNA HS (Life Technologies, Carlsbad, CA,
EE. UU.). Los amplicones se procesaron utilizando
el kit de preparacion de la biblioteca de Nextera XT
DNA de acuerdo con Mustapha et al. [51]. Los ampli-
cones se secuenciaron usando Illumina MiSeq (car-
tucho de reactivo V3 MiSeq con 2 extremos empare-
jados de 300 pb).

Analisis de los datos de secuenciacion

Las lecturas fueron recortadas y filtradas por FASTQX
y las lecturas de alta calidad se analizaron utilizan-
do el programa bioinformatico Quantitative Insights
Into Microbial Ecology (QIIME) versién 1.9.0 [28] y la
base de datos GreenGenes (version 13.5), que permi-
ti6 agrupar las secuencias en unidades taxonémicas
operativas (OTU).

La diversidad alfa se calculd segun el indice de
Shannon, que tiene en cuenta tanto la abundancia
como la uniformidad de las especies presentes. Los
datos crudos de las secuencias se depositaron en la
base de datos del NCBI con el numero de acceso PR-
TNA643597.
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Figura 2. Desempefio eléctrico de las CCM
inoculadas con 0,8 % v/vde LM, LFoLS,y
CCM sin inéculo de lodo (P). El control es
POME estéril a 1.000 mg/L. (A) Curvas de
densidad de corriente a lo largo de cuatro
ciclos de generacion, (B) datos de polarizacién
y (C) curvas de potencia.
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Resultados y discusion

Comparacion de la generacion de
corriente con tres tipos de lodo de
POME como in6culo

Las curvas de corriente observadas en la Figura 2-A
muestran que las CCM inoculadas con los 3 tipos de
lodo tuvieron un comportamiento similar. Las CCM
cargadas con 1.000 mg/L revelaron picos de densidad
de corriente maxima de alrededor de 233 + 9 mA/m?
para las CCM inoculadas con LM, LF y LS que fue-
ron 2,9 veces mas altos que las CCM no inoculadas
conlodo (CCM-P) y 10 veces mas altos que el control.
Una carga organica inicial de 1.000 mg/L conduce a
un ciclo de tratamiento de 7 dias aproximadamente.
Los ciclos de alimentacién discontinua tuvieron una
fase de retraso en el primer ciclo y un rapido aumen-
to de la corriente hasta obtener un maximo al final
del dia 2. Después de este punto, la corriente dismi-
nuy6 bruscamente, lo que indica el agotamiento del
sustrato en la cdmara del d4nodo; en consecuencia,
tanto las soluciones del dnodo como del citodo se
reemplazaron por soluciones (medios) nuevas para
permitir un nuevo ciclo de generacién. Dado que no
se aplicd ninguna inoculacién adicional después del
reemplazo del medio, estos resultados indican que se
desarrollé una biopelicula en la superficie del anodo
y fue capaz de reproducir la densidad de corriente
como en el primer ciclo.

Posteriormente, los datos de polarizacion se obtu-
vieron variando la resistencia externa (10.000-60 Q).
Las curvas de polarizacion y potencia (Figura 2-B) fue-
ron similares para las CCM inoculadas con los 3 tipos
de lodo, con una desviacion estandar promedio de
22 mV. Los datos de polarizacién revelaron una clara
ventaja de la inoculacién de lodo. Las CCM de LM,
LS y LS generaron un potencial de circuito abierto de
alrededor de 760 mV que decaia linealmente a 290
mV a medida que la densidad de corriente aumenta-
ba hasta 600 mA/m? mostrando la misma tendencia.
Finalmente, se lograron valores desde 999 a 1.192
mA/m’por cada tipo de lodo debido a una ligera di-
vergencia bajo alta demanda de corriente (valores de
resistencia bajos). Por el contrario, la CCM-P tuvo
una caida de voltaje aguda a una densidad de corrien-
te inferior a 157 mA/m? La curva de polarizacién in-
dica pérdidas (sobrepotenciales) en la CCM [29]; por
lo tanto, solo las pérdidas éhmicas se identificaron
como las mds importantes en las CCM inoculadas
con lodo debido a la tendencia lineal de las curvas
en la Figura. 2-B. La configuracion utilizada en este
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estudio probablemente explica las pérdidas 6hmicas.
Por ejemplo, el alambre de titanio como circuito ex-
terno para el flujo de electrones puede contribuir a
este sobrepotencial. Se puede mejorar mediante el
uso de materiales con mejor conductividad eléctrica,
como cobre, evitando la inmersiéon del metal en la so-
lucién. Otra razén para la pérdida 6hmica es que los
protones deben pasar a través de la membrana y esta
tiene una resistencia inherente a dicho transporte. A
pesar de que el pretratamiento de la membrana se
realiza con el objetivo de reducir esta resistencia, se
trata de una barrera fisica entre las ciamaras que con-
tribuira a este sobrepotencial. El disefio de la CCM
puede resolver esta limitacion eliminando la mem-
brana; sin embargo, deben implementarse técnicas
de consumo rapido de oxigeno [30]. De acuerdo con
la forma expuesta en las curvas, ni las pérdidas de
activacion ni la limitacién de transferencia de masa
fueron predominantes.

Ademds, la densidad de potencia maxima fue
similar para las CCM inoculadas con cada tipo de
lodo (3,1 + 0,6 W/m?®) (Figura 2-C). El LS se desta-
ca entre los tres lodos porque los valores de densi-
dad de potencia se mantuvieron cerca de su maximo
en un rango mds grande de densidades de corriente
(549 mA/m?a 1.192 mA/m?). La desviacién estandar
entre duplicados fue similar para las diferentes con-
figuraciones de CCM, con un valor de 0,36 W/m®. La
curva CCM-LS presentada en la Figura 2-C es opues-
ta al fendmeno conocido como overshoot, comun en
las curvas de potencia de los estudios de CCM [31].
Como Ieropoulos et al. [32] explicaron, los microor-
ganismos pueden ajustar su metabolismo a las con-
diciones dinamicas. Segun esto, la diversidad micro-
biana del LS podria haber consumido la variedad de
compuestos presentes en el POME y superar con éxi-
to la alta demanda de electrones al circuito externo a
bajas resistencias (R < 290 Q).

La inoculacién de LS representa una ventaja en el
desempeno eléctrico debido al objetivo de una cel-
da de combustible, que es maximizar la potencia en
un rango de interés de corriente a una caida minima
de voltaje [8]. Por el contrario, el LM y el LF tuvie-
ron una disminucién después del punto de potencia
maxima debido a una mayor demanda de corriente.

Eficiencia en el tratamiento de aguas
residuales

Durante la evaluacién de la eliminacion de materia
organica, se determinaron la DQO, los SST, los SSV 'y

el COT antes y después de los ciclos de la CCM. Ade-
mas, se calculé la EC de la CCM segun la corriente
generada y la eliminacién de DQO.

Los resultados resumidos en la Tabla 1 indican
una eliminacién de DQO similar para los tres tipos
de lodo: 66,3 % para LM, 70,1 % para LF y 71,2 %
para LS. Estas remociones fueron el promedio des-
pués de cada ciclo de 7 dias de operacion y confirma-
ron que la generacion de electricidad estaba asociada
con el consumo de materia organica. La eliminacién
de DQO para CCM-P fue de 59,6 * 6,2 %, significati-
vamente menor (valor-p = 0,034) que la de las CCM
inoculadas con lodo (Media = 69,8 + 4,4 %).

Por otro lado, los sdlidos y el carbono organico
estan presentes en el POME, por lo que su elimina-
cién es un indicador de su utilizacion para producir
electricidad por parte de las bacterias en la CCM. La
eliminacién de sélidos y carbono organico estuvo
dentro de 31,0-40,5 % para SST, 36,4-63,1 % para
SSV y 48,8-55,6 % para COT. La eliminacién de soli-
dos suspendidos también fue mayor cuando las CCM
fueron inoculadas en comparacién con aquellas no
inoculados (CCM-P y control). Ademas, se demues-
tra que la inoculacién de CCM con lodo proporciond
el biocatalizador para la conversion de la energia qui-
mica en electricidad, expresada en eficiencia culom-
bimétrica (EC). Mientras que la EC estaba entre el
16,3 y el 16,9 % para las CCM inoculadas con lodos,
la CCM-P alcanz6 el 6 %.

Las tasas de remocion sugieren la importancia de la
inoculacién en las CCM para tratar POME. En las plan-
tas de beneficio de palma de aceite, se requieren diferen-
tes etapas de tratamiento de POME antes de su descarga
final. Por lo tanto, las CCM proporcionan una degra-
dacion integral de POME en poco tiempo. El funcio-
namiento de las CCM a 1.000 mg/L de POME podria
ser adecuado para degradar la materia organica restante
del POME tratado después del sistema de lagunas que
tiene una DQO de aproximadamente 1.500 mg/L, para
degradar los organicos restantes [33].

Desempeno de la CCM a diferentes
niveles de DQO

Se evalud una carga inicial de 10.000 mg/L de DQO
en las CCM. Bajo esta condicion, los picos de corrien-
te no se produjeron a lo largo de 28 dias de opera-
cion. El rendimiento limitado de las CCM cargadas a
10.000 mg/L puede atribuirse a la falta de recoleccién
de electrones por parte del anodo. Los aceptores de
electrones solubles como el nitrato y el sulfato pre-
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sentes en el POME sufren una reduccion a través del
metabolismo metanogénico que conduce al consumo
de electrones, reduciendo asi la captacion de corrien-
te [34]. Ademads, puede haber ocurrido fermentacién
de gases (hidrégeno o metano) porque se observo la
presurizacion de la camara del anodo después de 2
dias de operacion. Los estudios han demostrado que
la DQO afecta el rendimiento de las CCM [35]. Por
ejemplo, los gradientes de concentracion de sustrato
entre la biopelicula y el volumen de la solucién estan
presentes en una camara de anodo no agitada, lo que
limita el desarrollo de biopelicula en la superficie del
anodo. Por lo tanto, la DQO inicial debe optimizar-
se por debajo de 10.000 mg/L para el tratamiento de
POME en esta configuraciéon de CCM.

Aungque los 3 lodos evaluados como inéculo pre-
sentaron un rendimiento similar en términos de tra-
tamiento de aguas residuales, el LS tuvo una potencia
de salida estable a altas densidades de corriente en la
prueba de polarizacion. Por lo tanto, el efecto de la
carga organica inicial se evalud utilizando LS como
indculo para las CCM con diluciones de POME de

DQO =200, 500, 1.000 y 2000 mg/L en la camara del
anodo. Se analizaron la generacién de corriente, las
curvas de polarizacion y la eficiencia del tratamiento
de aguas residuales.

Los picos de densidad de corriente maxima se vie-
ron afectados significativamente por la carga inicial
de DQO (ANOVA, valor p= 0,003) y se obtuvieron
valores entre 188 y 263 mA/m’*para las concentracio-
nes evaluadas (Tabla 2). Los ciclos de corriente dura-
ron 2,9 dias para 200, 4,2 dias para 500, 5,6 dias para
1.000 y 8,2 dias para 2.000 mg/L. Como se esperaba,
la CCM cargada a baja DQO tiene una degradacion
mas rapida de POME vy sus ciclos de generaciéon de
corriente fueron angostos.

Esto es explicado por Zhang et al. [36], que aso-
ciaron la rdpida disminuciéon de la generacién de
corriente con la baja concentracion de DQO en la
camara del anodo (<100 mg/L) durante los ciclos de
alimentacién discontinua. Esta fuerte caida de la co-
rriente estuvo presente en todos los ciclos para todos
los niveles de DQO evaluados en este estudio.

Tabla 1. Eliminacion de aguas residuales y eficiencia couldmbica para cada CCM inoculado con diferentes tipos de

lodo, no inoculado (POME) y control estéril.

Tipo de ino6culo ?

DQO [%rem."] SST [%rem.]
Lodo metanogénico 66+ 2 31+10
Lodo facultativo 70+ 6 38,6 +0,3
Lodo seco 71+0 41+5
POME 60+6 24 +17
Control 21+9 25+ 14

Eficiencia de remocion

EC [%]
SSV [%rem.] COT [%rem.]
36+11 49 + 10 16 +2
52+5 53+9 16 +2
63 +15 56+2 17+1
21+3 56+0 6+1
26+9 29+1 S5+1

a. CCM inoculada con 1 mL (0,8% v/v) de lodos como indculo a 125 ml de POME diluido a 1.000 mg/L. b. %rem.: porcentaje de remocion

respecto a la concentracion inicial.

Tabla 2. Resumen de las eficiencias del tratamiento de POME para CCM inoculadas con lodo seco con diferente

DQO anddica inicial.

Densidad de

DQO inicial : : Corriente por Duracion del DQO SST [% o coT o
[mg/L] corl:rrﬁzt/inrzr;lax. ciclo [mA] ciclo [dias] [%rem,?] rem.] Ssv [%V] [%rem] EC [%]
200 188 +71 0,188 + 0,07 29+09 35+12 41+ 4 44 +18 44 +5 62 +6
500 260+10 0,268 + 0,043 4,2+0,6 49+2 9+7 26+0 34+0 440
1000 263+9 0,355+ 0,041 5,6+0,9 64 +3 35+11 19+1 47 +9 23+3
2000 243 +9 0,312 £0,020 8+1 61+6 36+5 56+1 64+6 7+2

a % rem: porcentaje de eliminacion con respecto a la concentracion inicial.
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Ademas, se recopilaron datos de polarizacion
para determinar el potencial eléctrico maximo alcan-
zable para cada concentracién de materia organica.
Entre las diferentes cargas de DQO, la densidad de
potencia maxima fue de 8 + 3 W/m? para LS-1.000
con una resistencia externa de 110 Q (Figura 3). Por
lo tanto, 1.000 mg/L es la concentracién mas adecua-
da entre los niveles iniciales de DQO evaluados para
la generacion de energia.

La remocién de DQO fue directamente proporcio-
nal a la DQO inicial para cargas de 200, 500 y 1.000
mg/L, logrando 35 %, 48,6 % y 63,8 %, respectiva-
mente (Tabla 2). A pesar de que el POME diluido a
2.000 mg/L puede tener mas bacterias nativas, la eli-
minaciéon de la DQO se vio afectada negativamen-
te por la sedimentacién de sélidos, lo que excluy6 la
disponibilidad de sustrato para la biopelicula adherida
al anodo. Los solidos suspendidos totales se midieron
porque los microorganismos deberian hidrolizar los
SST y después metabolizarlos como fuentes de carbo-
no. Sin embargo, la eliminacién de SST no mostré una
tendencia clara y la CCM con DQO 500 mg/L tuvo
una remocion pobre (valor p = 0,007) en comparacién
con el promedio de CCM cargado con otros niveles de
DQO (37 £ 8 %). Con respecto a la EC, la DQO ini-
cial mostré una relacion inversa (EC = -0,1832 x DQO
inicial + 0,7972, R = 0,997). Significa que LS-200 obtu-
vo la mejor EC, recolectando el 62 % de los electrones

Figura 3. Curvas de potencia para CCM inoculadas
con lodo seco y cargados con POME a 200, 500,

1.000 y 2.000 mg/L de DQO.
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para generar corriente, mientras que el 7 % se recolec-
t6 cuando la DQO inicial aumenté a 2.000 mg/L. Esto
se explica por la limitada disponibilidad del sustrato
en la camara del dnodo, ya que la concentracion del
indculo fue la misma para todas las configuraciones.
La eliminaciéon de DQO fue mayor a medida que au-
mentaba la DQO inicial; sin embargo, la EC dio como
resultado valores mas bajos que pueden deberse a las
pérdidas de electrones debido a los aceptores solubles
en el POME concentrado, disminuyendo la recolec-
cion para generar corriente [17]. Del mismo modo, es
probable que la materia organica sea consumida por
otros microorganismos como los metandgenos fer-
mentativos, en lugar de los electrogénicos.

Como las CCM se configuran para extraer la
corriente eléctrica utilizando la mayor cantidad de
materia organica posible, la carga de 1.000 mg/L dio
como resultado una eliminacién considerable de
DQO, la mejor salida de potencia (Figura 3) y la co-
rriente acumulada por ciclo (valor-p = 0,001).

Como se muestra en la Fig. 3, se lograron densida-
des de potencia mds bajas en CCM a cargas de DQO
bajas (200 y 500 mg/L). Por el contrario, las CCM
con DQO de 1.000 mg/L tuvieron el mejor desempe-
no (8,34 W/m’) entre el rango evaluado (desviacion
estandar = 0,82 W/m?). Por dltimo, para las CCM
con 2.000 mg/L, la potencia disminuyd, lo que indica
que hay un valor éptimo entre 500 y 2.000 mg/L. Por
lo tanto, 1.000 mg/L es una carga adecuada para ope-
rar CCM para tratar el POME.

Biopelicula en la superficie del anodo

El fieltro de carbono se analizé antes y después de la
operacion de la CCM inoculada con LS a 1.000 mg/L.
En la Figura 4 se observa la diferencia entre el fieltro
de carbono virgen (A) y el fieltro de carbono con bio-
pelicula (B). Comtinmente, la biopelicula esta cons-
tituida por células bacterianas y los exopolisacaridos
secretados. Esta matriz sirve como un entorno de
comunicacion entre microorganismos que permite
la transmision de sefiales y garantiza el desarrollo
metabdlico [37].

Se ha informado que especies bacterianas como
Geobacter sulfurreducensy Shewanella oinedensis for-
man biopeliculas electroactivas en el anodo de CCM,
con transporte directo de electrones al electrodo por
proteinas de membrana como el citocromo de tipo
C o por conexiones a través de filamentos conduc-
tores, llamados nanocables [38,39]. La formacién de
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biopeliculas favorece la transferencia de electrones
por bacterias electroquimicamente activas (BEA); sin
embargo, si la matriz se vuelve gruesa, se presenta un
efecto de resistencia eléctrica.

En la Figura 4-B se pueden observar diferentes
morfologias celulares (oval, baston y forma de C)
dentro de la biopelicula, lo que indica la coexistencia
y posible cooperacion de diferentes especies en la oxi-
dacion de POME vy la generacion de electricidad en la
CCM. Ademas, se observaron grumos bacterianos en
la biopelicula, lo que reportes indican que contienen
bacterias fermentativas que potencialmente hidroli-
zan sustratos complejos en simples que sirven a su vez
como sustrato para bacterias electrogénicas [40]. En
consecuencia, una biopelicula establecida sobre la su-
perficie del anodo dio como resultado la uniformidad
de la generacion de picos de corriente previamente
graficada en la Figura 2-A. No se necesit6 una reino-
culacién después de reponer el medio, por lo tanto,
las bacterias unidas a la superficie del anodo durante
el primer ciclo podrian mantener la biopelicula des-
pués de que el POME se recargd como medio.

Analisis de la comunidad microbiana

La microbiota del anodo realiza reacciones de oxida-
cién en la CCM y su composicion estd fuertemente
relacionada con el rendimiento de la CCM a lo largo
del tiempo. Los estudios que tratan el POME en las
CCM se han centrado en mejorar la oxidacién de la
materia organica y la produccién de energia. De esta
manera, Baranitharan et al. sugirieron que la den-
sidad de corriente se estabiliz6 en las CCM porque
la comunidad microbiana se volvié mds constante

con el tiempo en términos de diversidad [19]. Por lo
tanto, este estudio analizd la comunidad microbia-
na anodica en algunas de las etapas cruciales de una
operacion de CCM utilizando secuenciacién gend-
mica de alto rendimiento de ARNr 16s. Se evaluaron
2 tipos de inoculacién, LS (inéculo mixto) e inocula-
cién con un cultivo puro de una bacteria electrogéni-
ca (Shewanella sp.).

El analisis de coordenadas principales (Figura 5)
indica 2 distribuciones principales, una por cada tipo
de inoculacién. La comunidad microbiana anddica
inicial (A) en la CCM-LS tuvo un gran cambio por
el proceso de aclimatacion de circuito abierto de 24 h
(de A hasta el arranque) y posteriormente por la ge-
neracion de corriente bajo circuito cerrado desde el
arranque hasta el maximo del 1. ciclo. La distancia
entre las muestras en CCM-LS indica que, durante el
proceso de aclimatacion en condiciones anaerobicas,
la microbiota evolucioné hacia una comunidad mas
cercana al subgrupo de la comunidad asociada con la
generacion de corriente representada por el maximo
del 1. ciclo, el final del 1. ciclo y el maximo del 3.«
ciclo. Las distancias relativas de la comunidad sugie-
ren una fuerte seleccién que finalmente favorecio el
rendimiento de la CCM. Por lo tanto, la comunidad
resultante en el pico de los ciclos es aquella capaz de
degradar el POME y/o producir electricidad a partir
de los compuestos disponibles.

Por otro lado, el grupo azul en la Figura 5 reveld
que las comunidades de CCM inoculadas con Shewa-
nella estaban mas cerca entre si en las diferentes eta-
pas de la operacidn, lo que indica que la comunidad
simplemente evolucioné ligeramente hasta el final
de la operacion. Esto se atribuye a la concentracién

Figura 4. Micrografias electronicas de barrido de fieltro de carbono virgen tratado
(A) y biopelicula (B) después de 5 ciclos de operaciéon de CCM en tratamiento de
POME a 1.000 mg/L. Barra: 5 micrometros (um). Potencia: 5,0 kV.
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Figura 5. Beta-diversidad
en comunidades
bacterianas de las dos
configuraciones de CCM,
estimadas mediante
analisis de coordenadas
principales (PCoA)

PC2 (24,14 %)

. A

. Inicio 1.* ciclo
. Max. 1. ciclo
|:| Final 1.* ciclo
D Max. 3. ciclo
[]a

D Inicio 1.* ciclo
. Max. 1. ciclo
. Final 1.* ciclo

CCM - Lodo seco

CCM - Shewanella

PC3 (8,12 %)

de Shewanella sp. al inicio de la operacion, que pro-
porciond la mayor contribucion a las secuencias en la
muestra. Aunque hubo variaciones en la comunidad
microbiana de la biopelicula, Shewanella siguié do-
minando durante toda la operacion.

Dinamica de la comunidad microbiana a
través de la operacion de CCM

Los indices de diversidad asociados con las muestras
para cada configuraciéon de CCM indican un com-
portamiento contrastante entre CCM-LS y CCM-
SHE, como se muestra en la Tabla 3. Para analizar
los datos de la secuencia, se obtuvieron 396.456 lec-
turas de alta calidad tras el filtrado de calidad de la
secuencia. Los indices de diversidad a se calcularon
con 26.700 lecturas de remuestreo por muestra con
el objetivo de evitar el sesgo debido a los diferentes
tamanos de las muestras. Se utilizaron los indices de
Shannon para medir la diversidad de la comunidad
microbiana en cada etapa de la generacion de co-
rriente en las CCM.

Inicialmente, la Tabla 3 muestra que la comuni-
dad microbiana inicial en el 4anodo (A) en CCM-LS
fue la mas diversa (indice de Shannon H = 3,97),
la diversidad mads baja se observé en el max. del 3.
ciclo, con un indice de Shannon de 2,15. Esto pro-
bablemente se debi6 al enriquecimiento selectivo de
bacterias que respiran en el anodo, primero durante
la aclimatacion del indculo y luego durante todo el
funcionamiento de los ciclos de la CCM. En con-

. Max. 3. ciclo

PC1 (58,23 %)

secuencia, la uniformidad (E¥) de 0,70 se presenta
al inicio de CCM-LS (A) porque las especies pue-
den cohabitar en lodo seco y POME crudo en una
abundancia relativamente pequefa. Sin embargo, la
operaciéon de CCM condujo a un enriquecimiento
de bacterias anodofilicas debido al potencial del elec-
trodo, lo que resultd en una menor uniformidad con
valores de 0,54 y 0,47 en etapas posteriores (max. del
1. y max. del 3. ciclo, respectivamente).

Las Figuras 6-C y D indican la abundancia rela-
tiva bacteriana a nivel de familia asociada con las 5
etapas durante los ciclos de operacion. La CCM-LS
puede indicar que el comienzo de la etapa de acli-
matacion (LS-A) albergaba diversas familias con baja
abundancia. La comunidad microbiana cambi6 des-
pués de la aclimatacion, al inicio del primer ciclo de
generacion de corriente, Pseudomonadaceae se enri-
queci6 de 4,2 % a 22,5 % y Clostridiaceae de 0,6 % a
17,1 % dominando la biopelicula del anodo. A partir
de entonces, la corriente comenzé a fluir y la cono-
cida familia electrogénica Geobacteraceae apareci6
como la mas abundante (22,8 %) en el méax. 1.« ci-
clo. Otras familias, tales como Porphyromonadaceae
(17,5 %) y Bacteroidaceae (15,7 %) permanecieron
abundantes hasta el final de la operacién de la CCM.
En el max. del 3. ciclo, Geobacteraceae fue la familia
mas abundante (29,3 %), seguida de Bacteroidaceae
(24,1 %) y Enterobacteriaceae (16,8 %).

Paralelamente, la CCM-SHE se regia por un pro-
ceso de diversificacion (Tabla 3). El indice de Shan-
non al principio (A) fue de 0,31 debido al predomi-
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nio de Shewanella sp. como cultivo puro en el indcu-
lo. Posteriormente, la comunidad cambié debido al
crecimiento de la microbiota del POME a una comu-
nidad mds diversa con un indice de Shannon de 1,44
en el max. del 3. ciclo. Se puede observar que al final
del 1. ciclo, el estimador de riqueza de Chaol (115)
aumentd 2 veces desde el max. 1. ciclo (Chaol = 62).
Esto se atribuye a la condicién de limitacion de sus-
trato que contribuy6 a la recuperacién de bacterias
activas no electrogénicas que utilizaron compuestos
del POME y/o metabolitos producidos por los elec-
trégenos. Sin embargo, en el max. del 3. ciclo, la ri-
queza de la comunidad bajé a 68, lo que indicé que
los aumentos de corriente favorecieron solo a unas
pocas familias bacterianas.

Shewanellaceaea fue la familia mas abundante en
cada etapa de la operacion de CCM-SHE debido a
su modo de inoculacion. De esta manera, la unifor-
midad de Shannon evolucioné de 0,09 al principio a
0,42 al final de la operacion de CCM-SHE. Significa
que las familias tienden a alcanzar una convivencia
relativa dentro de la comunidad. Finalmente, Shewa-
nellaceae (51,2 %), Lachnospiraceae (19,8 %) y Ente-
robacteriaceae (16,4 %) fueron las familias mas abun-
dantes en el méx. del 3. ciclo.

Estos resultados revelaron datos interesantes so-
bre el tipo de inoculaciéon (indculo mixto natural
o cultivo puro). El POME no estéril fue una fuen-

te significativa de microbiota como se evidencia en
la diversificacion de CCM-SHE. A pesar de que la
CCM-SHE se volvié mas diversa, los géneros como
Geobacter o Bacteroides que eran dominantes en la
CCM-LS no estuvieron presentes; lo que sugiere que
estos géneros son necesarios para un mejor rendi-
miento eléctrico utilizando POME como sustrato.

En resumen, el funcionamiento de las CCM dio
como resultado un predominio de diversas BEA en
comunidades microbianas. Esto se presenta ya sea
mediante el enriquecimiento en el caso de CCM-LS,
que va de 5 % a 48 % de BEA (Tabla 3) o propor-
cionando condiciones para que las BEA de otros gé-
neros pueblen y cohabiten con un indculo puro de
BEA, como en el caso de CCM-SHE.

Desarrollo de la comunidad microbiana
junto con la generacion de corriente

Un analisis mas detallado de la funcionalidad permi-
ti6 comprender la dindmica de la comunidad micro-
biana en la biopelicula anddica y las fases de la gene-
racion de corriente en un ciclo de CCM. Por ejemplo,
la densidad de corriente en CCM-LS es mayor que en
CCM-SHE, posiblemente debido a la mayor diversi-
dad de la biopelicula. La CCM-LS en la Figura 6-A
reporté una densidad de corriente maxima de 247

Tabla 3. Ndmero de lecturas, OTU e indices de diversidad alfa para las CCM que tratan el POME inoculado con
indculo natural mixto (lodo seco) frente a bacterias electrogénicas Unicas (Shewanella sp.).

mido e NS om0 smwen U cen
Lodo Seco A 54126 1010 917 3.97 0.70 5%
Inicio 1.*" ciclo 39498 422 362 2.29 0.46 35%
Max. 1.* ciclo 35463 435 375 271 0.54 29 %
Final 1. ciclo 35560 399 355 2.86 0.58 29 %
Max. 3.% ciclo 36 509 263 223 2.15 0.47 48 %
Shewanella A 32762 67 36 0.31 0.09 91 % (she =91 %)*
sP- Inicio 1. ciclo 51691 39 25 0.94 0.28 78 % (she=63 %)
Max. 1= ciclo 26 769 62 49 1.20 0.37 75 % (she=54 %)
Final 1. ciclo 37 820 115 101 1.54 0.38 56 % (she=44 %)
Max. 3.% ciclo 46 258 68 45 1.44 0.42 72 % (she = 51 %)

a “She=": Porcentaje de Shewanella entre los géneros electrogénicos de la muestra
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Figura 6. Curvas de corriente y puntos de muestreo para (A) CCM con lodo seco y (B)

CCM con Shewanella sp. durante 3 ciclos de funcionamiento para el tratamiento de POME
no estéril a DQO de 1.000 mg/I. Abundancia relativa de microbiota a nivel de familia para
(C) CCM lodo seco y (D) CCM Shewanella sp. en cada etapa de la generacion de corriente.
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mA/m?, 4,75 veces mayor que la corriente producida
por Shewanella sp. (52 mA/m?).

Las curvas de corriente mostraron una gran di-
ferencia entre los dos métodos de inoculacidn. Los
ciclos de CCM-LS fueron de 7 a 10 dias; mientras
tanto, los ciclos de CCM-SHE duraron menos de 3
dias una vez que se reemplazé el POME fresco en la
cdmara del dnodo. Por lo tanto, la inoculacién con
el inéculo mixto natural (LS) fue mejor en términos

20

400 — T T

—>— CCM con Shewanella sp.

w

(=]

o
1

1

N

(=

o
1

1

Inicio del
1.* ciclo

Densidad de corriente (mA/m?)

Méx. del |
3. ciclo

N\

100 Max. del

' 1. ciclo

N T
2 3 4 5
Tiempo (d)

CCM con Shewanella sp. u Shewanellaceae

 No clasificado fam. 5

u Lachnospiraceae

= Enterobacteriaceae

u Veillonellaceae

u Clostridiaceae

u Lactobacillaceae

= Alcaligenaceae

u Pirellulaceae

= Planococcaceae
Otros

u Paenibacillaceae

u Unclassified

= Mogibacteriaceae
Burkholderiaceae
Comamonadaceae
Sphingomonadaceae

» Pseudomonadaceae

= Bacillaceae

u Oxalobacteraceae
Weeksellaceae

Abundancia relativa (%)

A Iniciodel Max. del

Final del
1. ciclo

Max. del

lerciclo 1. ciclo 3. ciclo

de generacion de corriente que la inoculacién con un
cultivo puro de BEA (Shewanella).

La microbiota CCM-LS inicial en el 4nodo antes
de la fase de aclimatacién (A) tuvo una baja abun-
dancia de géneros individuales, con predominancia
de Metanosaeta acetoclastica (8,3%) y Pseudomonas
(4,0 %). Las especies de Pseudomonas se encuentran
comunmente en los lodos de aguas residuales [23],
en los que la materia orgénica se degrada hasta que
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el

Methanosaeta produce metano [41]. Después de la
aclimatacion, una Exiguobacteriaceae no clasificada
(30,0 %) y Pseudomonas (22,4 %) poblaron la biope-
licula anddica, lo que indica que esas bacterias fueron
beneficiadas por la exposicion al POME en condi-
ciones anaerdbicas en circuito abierto. Por lo tanto,
esta fue la poblacién inicial para el primer ciclo de
generacion. A partir de entonces, la comunidad mi-
crobiana tuvo un cambio crucial para promover la
actividad electrogénica. El max. del 1. ciclo mostré
un predominio de Geobacter (22,9 %) seguido de
una Porphyromonadaceae no clasificada 1 (16,1 %)
y Bacteroides (15,2 %). Una biopelicula cooperativa
se unio al anodo durante el primer ciclo de genera-
cion. Porphyromonadaceae y Bacteroides son bacte-
rias fermentativas que sirvieron como facilitadoras al
degradar compuestos complejos y producir acetato
disponible para los electrégenos. Esto indica que el
tratamiento optimo de las aguas residuales en las

CCM depende del desarrollo de multiples especies,
no solo electrogénicas en la biopelicula como se sugi-
rié anteriormente [42]. Ademads, la disminucion elec-
trogénica se detecta al final del primer ciclo de CCM-
LS atribuido a un periodo de limitacién en el que se
consume el sustrato disponible para los electrégenos,
lo que conduce a la proliferaciéon de bacterias con
otros tipos de metabolismos. Sin embargo, después
de 3 ciclos de operacion Geobacter y Bacteroides per-
manecieron dominantes (29,3 % y 24,1 %, respectiva-
mente), lo que indica que la generacién de corriente
de 247 mA/m? estaba directamente relacionada con
su presencia. Las familias dominantes en el max.
del 3.« ciclo en CCM-LS explican cémo el POME
se puede convertir en electricidad. Los géneros Por-
phyromonadaceae generalmente participan en la
degradacién anaerobica de complejos como carbo-
hidratos, proteinas y péptidos para producir acidos
grasos volatiles [43]. Mientras tanto, Bacteroides es

Tabla 4. Abundancia relativa (porcentaje) de los géneros mas relevantes en las etapas de operacion de las CCM

CCM-LS

Género A Inicio 1.* ciclo Max. 1. ciclo Final 1.* ciclo Max. 3. ciclo
Geobacter 0,1 0,0 22,9 21,4 29,3
Bacteroides 0,3 0,0 15,2 7,2 24,0
Escherichia 0,0 0,5 0,5 0,3 14,8
Porphyromonadaceae 0,5 7,0 16,1 8,9 9,0
no clasificado

Clostridium 0,5 91 1,3 3,4 1,6
Pseudomonas 4,0 22,4 1,7 1,5 0,2
Deferribacteraceae 0,0 0,0 8,3 13,3 0,2
no clasificado

Methanosaeta 8,3 0,2 0,4 0,1 0,0
Exiguobacteraceae no clasificado 0,0 30,0 2,8 5,9 0,0
CCM-SHE

Género A Inicio 1.* ciclo Max. 1.* ciclo Final 1.* ciclo Max. 3. ciclo
Shewanella 91,1 63,8 54,5 44,0 51,3
Lachnospiraceae no clasificado 0,0 0,4 17,5 18,2 19,8
Trabulsiella 0,0 0,0 0,0 0,0 16,3
Clostridium 0,0 14,4 20,6 11,7 4,7
Clostridiales no clasificado 0,0 21,1 6,4 16,8 1,9
Lactobacilus 8,7 0,0 0,1 0,0 0,1
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un productor de acetato a través de la fermentacion
de polisacaridos [44] e incluso es capaz de transferir
electrones que reducen el Fe(III) [45]. Por lo tanto, el
conocido género electrogénico Geobacter aprovecha
los productos de otros metabolismos y oxida el aceta-
to como donante de electrones y reduce el electrodo
como aceptor de electrones [46]. Ademas, Escherichia
(14,8 %) es conocida por su capacidad para fermentar
muchas fuentes de carbono y algunas de sus especies
se han utilizado como indculo en estudios previos de
CCM que muestran la actividad de transferencia de
electrones [47]. Otro aspecto importante es el gra-
diente de diversidad entre el anolito (POME diluido)
y el indculo. Segun Mallon et al. [48], la diversidad
es un actor clave para establecer una invasion micro-
biana en un entorno de huésped. El LS proporciond
varios géneros a la cdimara del anodo por inoculacion;
por lo tanto, una comunidad uniforme y diversa co-
menz6 a interactuar. Las condiciones de operacion
de CCM condujeron a una disimilitud funcional en
la comunidad que se reflejé en la curva de densidad
de corriente (Figura 6-A) por la posible capacidad
de usar diferentes tipos de moléculas presentes en el
POME. Finalmente, el reemplazo del anolito en cada
ciclo sirvié como un impulso promotor para la nueva
estructura de la comunidad al proporcionar recursos
nuevos y suficientes para seguir funcionando.

Por otro lado, la CCM-SHE exhibié una genera-
cion de corriente mas baja. Aunque Shewanella se
ha considerado la bacteria de respiraciéon mas ver-
satil hasta la fecha [49], parecia que la complejidad
del POME limitaba su rendimiento. Inicialmente,
Shewanella comprendia la mayor parte de la micro-
biota inicial (91 %) antes de la aclimatacién (A), de-
bido al método de inoculaciéon (Tabla 4). Luego, la
biopelicula de arranque del primer ciclo mostré una
poblacion considerable de Clostridiales no clasifica-
dos (21,2 %) y Clostridium (14,4 %) junto con una
abundancia relativa reducida de Shewanella (63,8 %).
Indica que la microbiota nativa presente en el POME
fue enriquecida en condiciones anaerdbicas en cir-
cuito abierto. Una vez que la corriente comenzd a
transferirse entre los electrodos, Shewanella todavia
estaba sufriendo un despliegue en abundancia relati-
va hasta el max. del 1.” ciclo (54,1 %). En este punto
del proceso, otros géneros aparecieron como impor-
tantes contribuyentes al rendimiento de la CCM.

Por ejemplo, Lachnospiraceae Unclassified y Clos-
tridium aumentaron en el pico de corriente maxima
en el 1.7 ciclo (17,5 % y 20,6 %, respectivamente).

Las familias Lachnospiraceae y Clostridiaceae estan
relacionadas con la degradaciéon lignoceluldsica de
los racimos de fruta vacios de palma de aceite para
producir biogas [50]; los resultados de este estudio
indican que estos géneros también son capaces de
degradar el POME. Finalmente, Shewanella mantuvo
una poblacioén estable (51,3 %) y fue acompanada por
Lachnospiraceae no clasificada (19,8 %) y Trabulsiella
(16,3 %), al final del 3. ciclo. Los ciclos de generacion
de corriente fueron similares en forma y duracion, lo
que significa que se establecié una biopelicula fuerte
en la superficie del anodo. Aunque la generacion de
corriente esta asociada con los géneros electrégenos,
no se puede ignorar la contribuciéon de las bacterias
fermentativas. Posiblemente, los metabolismos de
Trabulsiella, Lachnospiraceae no clasificado y Clos-
tridium proporcionaron compuestos accesibles a
Shewanella, 1o que le permitio llevar a cabo su traba-
jo. Se puede decir que la generacion de electricidad
en CCM cargada con un sustrato tan complejo es un
proceso complementario que requiere la interaccion
de varios géneros para lograr la degradacion.

La inoculacion externa puede explicarse por los
fundamentos de las invasiones microbianas descri-
tos por Mallon et al. [48]. Se anadieron intencio-
nadamente in6culos de LS o SHE a la comunidad
nativa en el POME y se sometieron a un proceso de
invasién microbiana; introduccién, establecimien-
to, crecimiento y propagacion, e impacto final [48].
Por ejemplo, LS y Shewanella eludieron la resistencia
abiotica (pH, temperatura, salinidad adecuada para
crecer) a través de una introduccion de poblacion
viable y condiciones de la CCM. Sin embargo, la re-
sistencia bidtica entro en juego a través de la compe-
tencia del sustrato o el antagonismo. Esto fue crucial
en el caso de Shewanella ya que la microbiota resi-
dente con recursos limitados redujo la abundancia de
la poblacion de Shewanella a 51,3 % a pesar de tener
una abundancia inicial de 91,1 %. Al mismo tiempo,
algunos otros géneros aumentaron su abundancia
posiblemente debido a nuevas interacciones que fi-
nalmente afectan el rendimiento de la CCM que se
reflejo en la curva de corriente en la Figura 6-B.

Conclusiones

Los LM, LF y LS influyeron positivamente en el ren-
dimiento de CCM en términos de remocién de DQO
(69,2 £ 2,1 %) y EC (16,3 = 0,6 %), en comparacién
con los no inoculados (remociéon de DQO 59,6 +
6,2 % yEC de 6,0 £ 1,2 %). Esto indica la importancia
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de un indculo externo para optimizar el tratamiento
de POME vy la recoleccion de energia.

La potencia de salida del LS se mantuvo estable en
su maximo (3,3 + 0,4 W/m?) a una alta demanda de
corriente. Esto se asocia con el diverso microbioma
suministrado por el LS que contribuye a la degrada-
ciéon de POME y la generacién de electricidad.

La carga inicial de la DQO afectd el proceso elec-
troquimico y de tratamiento de aguas residuales
en las CCM. Sin embargo, solo la EC presenté una
correlacion clara entre las cargas evaluadas (EC =
-0,1832 DQO inicial + 0,7972).

Las CCM condujeron a un equilibrio en términos
de diversidad, donde la colaboracidon entre bacterias
fermentativas y electrogénicas permiti6 la degrada-
ciéon de POME y la generacion de electricidad al mis-
mo tiempo. La comunidad microbiana se enriquecid
cuando se inoculd la CCM con LS (consorcio natu-
ral), mientras que una diversificacion se presentd por
inoculaciéon con Shewanella (cultivo puro). Shewane-
lla se mantuvo como el género mas dominante para
las CCM inoculadas con cultivo puro, pero se obtu-
vieron densidades de corriente ~5 veces menores en
comparacion con las CCM inoculadas con el consor-
cio natural de LS.
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