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RESUMEN

Los hidrocarburos derivados del petréleo son esenciales en la vida moderna ya que
permiten una amplia gama de actividades cotidianas, desde el transporte, hasta la
generacion de energia y la produccion de bienes de uso diario. La gasolina es un
derivado del petréleo compuesto por una mezcla de hidrocarburos, aunque
desempena un papel fundamental en la vida cotidiana, constituye una importante
amenaza ambiental significativa debido a su alto consumo y a las actividades
asociadas a su extraccion, transporte y almacenamiento. En este estudio se propone
el uso de una celda de combustible microbiano (CCM) mediante el analisis de una
biocelda electroquimica unicameral de tres electrodos. Se estudiaron la inoculacion
y la adaptacion de un consorcio microbiano obtenido a partir de una muestra de suelo
contaminado con hidrocarburos, con el propésito de analizar su comportamiento en
el tratamiento de efluentes contaminados con gasolina comercial. Para evaluar la
biocompatibilidad y el desempefio electroquimico del sistema, se realizaron
voltamperometrias ciclicas y cronoamperometrias, cuyos resultados evidenciaron la
formacion de un biofilm en el electrodo de trabajo de la biocelda. La remocién del
contaminante se evalué mediante la medicion de la demanda quimica de oxigeno
(DQO) utilizando el método de digestion, registrando una disminucion del 97%.
Adicionalmente, se realizé un analisis cualitativo por cromatografia de gases, en el
que se observd una reduccion significativa de los picos correspondientes a los
compuestos presentes en la gasolina, lo que confirmdé su biodegradacion. Los
resultados obtenidos demostraron la viabilidad del consorcio microbiano para la
degradarcion de gasolina y sugieren que la CCM es una alternativa adecuada para
el desarrollo de microorganismos degradadores y su aplicacion en procesos de
biorremediacion de hidrocarburos.



l. ANTECEDENTES

1.1. Hidrocarburos

Los hidrocarburos son compuestos organicos que contienen moléculas de hidrégeno
y carbon en la formula CxHy, cuya clasificacion se basa en el numero de carbonos y
estructura quimica. Pueden clasificarse en aromaticos (con al menos un anillo
aromatico) o alifaticos (cadena sin anillo aromatico), que, a su vez, estos ultimos se
dividen segun el tipo de enlace que tengan, saturados (enlaces simples) e
insaturados (al menos un enlace doble), y pueden encontrarse en forma liquida,

solida o gaseosa.
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Figura 1. Clasificacion de los hidrocarburos. Tomada de Carey, 2024.

Son compuestos quimicos esenciales y su importancia reside en que desde hace
muchos afios son ampliamente utilizados en procesos fisicos y quimicos de
combustion interna, siendo la mayor fuente de energia utilizada actualmente por la
humanidad (Guo y col., 2020), al ser quemados, producen diéxido de carbono, agua
y calor, y es gracias a esta reaccion quimica, que los hidrocarburos representan
aproximadamente el 85% de las fuentes de obtencion de energia mundial,
posicionandose como la fuente primaria de energia (Matthew, T., 2021). De igual

forma



, estos compuestos también se utilizan como materia prima en multiples industrias
que producen articulos de primera necesidad, ya que son reactivos quimicos
necesarios para llevar a cabo operaciones y procesos industriales, asi como para la
produccion de plasticos, fibras, solventes, explosivos, cauchos, etc. (Isahak y col.,
2022).

Entre la enorme cantidad de hidrocarburos se encuentra el petrdleo, que es una
mezcla compleja de muchos compuestos quimicos, conformado mayormente por
hidrocarburos saturados, donde predominan los alcanos de cadena lineal y, en menor
concentracion, otros como los alcanos ramificados, cicloalcanos y aromaticos (Olah,
2003). El petréleo crudo es una sustancia quimica compleja que se utiliza para dar
origen a una gran cantidad de subproductos conocidos como hidrocarburos totales
de petréleo (TPH, por sus siglas en inglés), algunos ejemplos de ellos son los
alcanos, entre los que encontramos al metano, butano, hexano, etc., y otros como,
el benceno, naftaleno, diesel, keroseno, gasolina, aceites, asfaltos, entre otras
sustancias de gran importancia y utilizadas con multiples fines. Los TPH pueden
categorizarse por su tamafo y sus propiedades quimicas en TPH-g (rango gasolina),
TPH-d (rango diésel) y TPH-o0 (rango aceite) (Hawaii State Department of Health,
2024), donde los TPH-g contienen hidrocarburos de seis a doce atomos de carbono,
los TPH-d hidrocarburos de 10 a 28 atomos de carbono, y los TPH-o hidrocarburos

de 20 a 35 atomos de carbono (Navy Closure Task Force, 2022).
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Figura 2. Fraccién de petréleo por rangos de carbono. Tomada de ALS, 2022.



La gasolina es un derivado de petréleo que sirve como la principal fuente de
combustion para motores, este compuesto quimico contiene tipicamente 150
distintos tipos de hidrocarburos, entre los cuales estan el butano, pentano,
isopentano y los compuestos BTEX (lllinois Department of Public Health, 2024), en
una composicién tipica de 4-8% alcanos, 2-5% alquenos, 25-40 isoalcanos, 3-7%
cicloalcanos, 1-4% cicloalquenos y 20-50% aromaticos (ATSDR, 1995), y sus
caracteristicas fisicoquimicas varian dependiendo de la composicion del petroleo

crudo y sus procesos de refinacion.
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Figura 3. Fuentes de energia del transporte global. Tomada de U.S Energy

Information Administration, 2016.

[.2.  Hidrocarburos y su impacto ambiental

Los hidrocarburos pueden encontrarse de forma natural en la naturaleza y originarse
de fuentes biolégicas como plantas, animales, bacterias, macroalgas y microalgas
(Saliot, 1981). Pueden generarse mediante procesos naturales ccomo la degradacion
bacteriana y quimica de lipidos naturales que produce ésteres (Volman y col., 1990),
la produccion de n-pentadecano por cianobacterias marinas a partir de acidos grasos
(Love y col., 2021), y de fendmenos como las erupciones volcanicas e incendios

forestales, que liberan al ambiente gases como el metano y el etano. Sin embargo,

4



las actividades antropogénicas son la principal fuente de contaminacion por
hidrocarburos en la actualidad, debido a las grandes cantidades de hidrocarburos
que son generadas por actividades del hombre y expulsadas en diferentes matrices
ambientales, provocando consecuencias negativas en el equilibrio ambiental y en la

salud de los ecosistemas.

Las fuentes antropogénicas de emisién de hidrocarburos pueden clasificarse en
cuatro tipos: industriales, moviles, domésticas y agricolas (Ravindra y col., 2008),
conformadas por actividades como la combustion, los derrames de petréleo, los
procesos de manufactura, la operacién de plantas de generacion de energia, la
incineracion de residuos, el uso de sistemas de calefaccion, entre otras muchas

actividades muy variadas.

En el medio ambiente, los hidrocarburos sufren procesos de meteorizacién como la
evaporacion, la oxidacion quimica y la degradaciéon microbiana, ademas de procesos
de transporte como la dispersion, disolucion, emulsificacion, lixiviacion,
sedimentacion y el transporte por el viento (Speight, 2011), que influyen en los
efectos de los hidrocarburos en el medio en el que fueron liberados. Los
hidrocarburos de petroleo representan el contaminante ambiental mas frecuente
(Truskewycz y col., 2019); son contaminantes primarios cuya sobreexplotacion y mal
manejo han producido la contaminacion de agua, suelo y aire debido a derrames,
filtraciones accidentales, transporte incorrecto y el gran consumo de productos
derivados de ellos. Uno de los mayores problemas ambientales relacionados con el
uso y manejo de hidrocarburos en la actualidad, es la contaminacién de diferentes

matrices ambientales por el uso y derrame de hidrocarburos de petroleo.

Los hidrocarburos de petréleo representan una amenaza a las matrices ambientales,
cuyas caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas se ven alteradas y deterioradas
como consecuencia de la presencia de dichos contaminantes, en el suelo, se ven
afectados la flora, la fauna, los microorganismos y distintos procesos necesarios para
el equilibrio de dicha matriz (Madigan y col., 1999), teniendo como consecuencia

afectaciones a la funcionalidad y fertilidad del ecosistema (Zamora y col., 2012), en



el agua, los hidrocarburos pueden encontrarse en emulsion, disueltos, flotando
libremente, o en adsorcién a solidos suspendidos (Reeves, 2005), los hidrocarburos
de petréleo forman una pelicula impermeable sobre la superficie del agua que impide
el intercambio del oxigeno entre el medio ambiente y el agua, causando dafios en la
flora y fauna de los ecosistemas acuaticos (Srivastava y col., 2019), el agua
contaminada con hidrocarburos puede ser neurotoxica, carcinogénica y
metanogénica para la biota (Das, y Chandran, 2011), cualquier especie animal que
inhale o consuma alimento contaminado puede sufrir envenenamiento interno grave
(Peterson y col., 2003), entre los multiples casos donde el derrame de hidrocarburos
afecta a un ecosistema acuatico, se encuentran casos como el de las aves y las
focas, donde las plumas o pelaje entran en contacto con los hidrocarburos de
petréleo en el agua y pierden propiedades aislantes que conducen a dichas especies
a morir de hipotermia (Badia, y Burres, 2010), las aves, ademas de perder su

capacidad aislante, pierden la capacidad de vuelo.

1.3. Hidrocarburos como contaminantes en México

La industria petrolera es una de las mas grandes e importantes del pais, ademas de
una de las mayores fuentes de contaminacién por hidrocarburos en México. Es una
industria conformada por pozos, baterias de separacion, complejos procesadores de
gas, centrales de almacenamiento y bombeo, redes de ductos y presas de
confinamiento, con instalaciones que tienen riesgos inherentes de fugas por
rompimiento de ductos, filtracion de aguas o derrames por inundaciones (Ortinez y
col., 2003).

El derrame de hidrocarburos es una gran problematica que se presenta en nuestro
pais, que tiene graves consecuencias en el medio ambiente, la salud, y la economia,
es una de las mayores problematicas ambientales en México, que causa
contaminacién en el suelo, agua y la atmdsfera, como consecuencia de practicas
incorrectas e ineficientes en los procesos de explotacion, refinacién, distribucion,

mantenimiento y almacenamiento del petréleo y sus derivados (Vanclay, 2002).



En los ultimos afios, México ha presentado graves problemas economicos y
ambientales relacionados con el robo de combustibles por la perforacion de ductos y
tuberias, este problema se presenta principalmente en los estados de Tamaulipas,
Hidalgo, Veracruz, Nuevo Ledn, Puebla, México, Jalisco, Michoacan y Guanajuato
(Gobierno de México, 2023), aunque no hay cifras exactas ni confiables sobre el
numero de tomas clandestinas a lo largo del pais, tan solo del 18 de noviembre de
2022 al 18 de mayo de 2023, 1,682 tomas clandestinas fueron clausuradas
(Secretaria de la Defensa Nacional y Secretaria de Marina, 2023). El gobierno de
Meéxico ha desarrollado y aplicado planes para combatir el robo de hidrocarburos,
como la implementacién del Plan contra el huachicoleo, donde con ayuda de la
Secretaria de Marina, de la Defensa Nacional y la Policia Federal, se han
implementado mas de 1,534 elementos de seguridad para la vigilancia de 12 ductos
de PEMEX (Secretaria de la Defensa Nacional y Secretaria de Marina, 2023), y se
han logrado vincular a proceso a mas de 175 individuos (Secretaria de Energia,
2019), sin embargo, aunque algunas de las principales causas de esta problematica
estan siendo controladas, las consecuencias y el impacto ambiental han sido
ignorados, trayendo problematicas que fueron dejadas de lado como la

contaminacion del suelo y cuerpos de agua del territorio mexicano.

Ademas de la amenaza que los hidrocarburos representan para las diferentes
matrices ambientales donde pueden repercuten como especies contaminantes y que
amenazan al ecosistema, se suman las repercusiones en el sector salud, ya que los
hidrocarburos de petréleo son una amenaza para la salud humana, con efectos
clinicos de la exposicion a hidrocarburos que han sido reportados desde 1897, entre
los cuales se presentan efectos neuroldgicos, cardiacos, renales, gastrointestinales

y pulmonares (Tormoehlen y col., 2014).

l.4.  Metodologias de remediacion para hidrocarburos

El complejo proceso de la degradacion de los hidrocarburos de petroleo depende de

factores como su naturaleza, composicidn y concentracién en la matriz contaminada



(Ambaye y col., 2022), existen distintas metodologias que pueden aplicarse al
tratamiento de efluentes acuosos contaminados con hidrocarburos de petréleo, estas
metodologias pueden clasificarse principalmente como tratamientos biologicos,
quimicos, fisicoquimicos, térmicos y de calor, eléctricos y electromagnéticos,
acusticos y ultrasénicos (Ossai y col.,, 2019), entre estas clasificaciones, se
encuentran metodologias como lo son los procesos de membrana, la
electrocoagulacion, adsorcion, procesos de oxidacion avanzada (POA)
(Fatehbaszad y col., 2022), electrocoagulacion, floculacion, nanofiltracién, osmosis

reversa (Mohammadi, 2020), entre otras.

La coagulacion y floculacion son un ejemplo de técnicas fisicas y quimicas donde
coagulantes son afadidos para desestabilizar las particulas de contaminantes
suspendidos, provocando que se unan entre si formando coagulos que
posteriormente se sedimentaran (Bratby, 2016), gracias a estudios realizados en
multiples articulos, se ha evidenciado la efectividad de esta técnica, principalmente
al utilizar coagulantes inorganicos y floculantes organicos sintéticos para aguas
residuales con hidrocarburos (Zhao y col., 2020), con eficiencias de remocion de
hasta el 94% (Chen y col., 2007).

Los procesos de oxidacién avanzada (POA) son un conjunto de técnicas que generan
especies oxidativas reactivas que ayudan a la descomposicidn de contaminantes,
algunas de estas técnicas son la oxidacion fotocatalitica heterogénea, los procesos
de ozonacion, las reacciones de Fenton, y la oxidacion electroquimica (Elmobarak y
col.,, 2021), entre otras. Estas técnicas son efectivas para la degradacion de
hidrocarburos de petréleo totales (TPH) (Aljuboury y col., 2017), gasolina en aguas

contaminadas (Radwan y col., 2019).

Aunque estas metodologias han demostrado ser efectivas para la remocién de una
gran numero de hidrocarburos, presentan distintas desventajas y limitaciones, tales
como la generacién de grandes cantidades de lodos peligrosos, una gran demanda
de energia, un numero elevado de obstrucciones en los equipos utilizados

(Mohammadi, 2020), una efectividad limitada, y costos elevados (Nilanjana y col.,



2010). Los métodos mecanicos y quimicos tienen una efectividad limitada y costos
que resultan en la necesidad de desarrollar e implementar metodologias que

ofrezcan mayores beneficios.

Una alternativa a las técnicas quimicas y fisicas comunmente usadas, son las
técnicas bioldgicas, que han demostrado efectividad como técnicas de
biorremediaciéon para efluentes acuosos contaminados con hidrocarburos. Entre
algunas metodologias estudiadas, se ha encontrado la efectividad de los hongos A.
discolor para la degradacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS)
(Acevedo y col., 2010), de igual forma, se han encontrado distintas especies de
microalgas y cianobacterias capaces de degradar contaminantes organicos, entre
ellos hidrocarburos (Touliabah y col.,, 2022; Das y Deka, 2019) y también,
microorganismos de una gran variedad de géneros como Mycobacterium,
Rhodococcus, Bacillus, Cycloclasticus, Pseudomonas, Enterobacter, entre otros,
para la degradacion dehidrocarburos de los tipos alifatico y aromatico (Pandolfo y
col., 2022).

I.5.  Sistemas bioelectroquimicos

Los sistemas bioelectroquimicos (BES por sus siglas en inglés) son aquellos en los
que bacterias electroquimicamente activas catalizan reacciones al interactuar con
electrodos, formando una biopelicula en materiales conductores (electrodo) que
actuan como aceptores o donadores de electrones (Hamelers y col 2010; Fernandez
y col., 2023). Entre los BES mas comunes se encuentran las celdas de combustible
microbianas (CCM), celdas microbianas de tres electrodos (M3C), celdas
microbianas desalinizadoras (MDC) y celdas microbianas solares (MSC) (Grattieri y
col., 2016).

Una celda de combustible microbiana (CCM) es un biorreactor que convierte la
energia de los enlaces quimicos de compuestos organicos a energia eléctrica por
medio de reacciones cataliticas de microorganismos bajo condiciones anaerdbicas

(Du y col., 2007), generalmente, consisten de dos partes, un anodo y un catodo
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separados por una membrana de intercambio de protones, la oxidacion de sustancias
organicas sucede en el compartimiento del anodo, proceso durante el cual se liberan
protones, electrones y didéxido de carbono (Pant y col., 2010). Los sistemas de aguas
residuales basados en CCM emplean actividad catalitica bio-electroquimica para
producir energia a partir de la oxidacidon de materia organica, en algunos casos
inorganica, sustratos presentes en aguas residuales urbanas, agricolas, lacteas,
alimenticias e industriales (Gude, 2016). Representando multiples ventajas

energéticas, ambientales, economicas y operacionales (Li y col., 2013).

= Resistencia —
1~ <]

Bacteria Camara anédica Camara catddica H

Oxigeno
Membrana de intercambio proténico

Figura 4. Diagrama esquematico de una MFC bicameral simple. Tomado de
Rahman y col, 2025.

Las celdas microbianas de tres electrodos (M3C) estan conformadas por un electrodo
de trabajo que funciona como &nodo, un electrodo de referencia, y un
contraelectrodo. A diferencia de una MFC, un electrodo de referencia es introducido
al sistema y un potencial externo es aplicado a través de un potenciostato, logrando
un mayor control en el potencial del electrodo de trabajo, donde se formara el biofilm

(Prévoteau y Rabaey, 2017; Fernandez y col., 2023).
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/‘\\ RE: Electrodo de Referencia

WE: Electrodo de Trabajo
_——CE: Contraelectrodo

Electrolito

- Biofilm

Figura 5. Esquema de una celda de tres electrodos. Tomada de Dominguez, 2007.

Una M3C es una configuracion comunmente utilizada para evaluar las propiedades
y caracteristicas de los electrodos, ya que permite aislar el potencial de cada
electrodo y caracterizar su comportamiento electroquimico (Zhu y col., 2025). Las
M3C permiten desarrollar biosensores y estudiar a las bacterias electroquimicamente
activas, al ofrecer entornos electroquimicos mas estables y definidos, gracias al
electrodo de referencia, que disminuye las fluctuaciones de potencial e interferencias
externas en el anodo, y sirven como estudios preliminares de referencia para la
construccion de una CCM (Li y col., 2016; Grattieri y col., 2016).

|.6. Transferencia de electrones en un BES

La transferencia de los electrones en un sistema bioelectroquimico ocurre por dos
mecanismos principales, ya sea de forma directa entre la célula y el aceptor, o de
manera indirecta con ayuda de mediadores. La transferencia directa de electrones
requiere el contacto fisico entre la superficie del electrodo y los centros redox de los
microorganismos (Shiy col., 2016), se ha identificado que el transporte directo puede
ocurrir mediante la formacion de una capa conductiva en la superficie del electrodo,
o mediante “nanocables” o “nanoconductores” formados por conductos proteicos

denominados pili (Morris y Jin, 2008). Por el contrario, los microorganismos

1



electroquimicamente inactivos requieren mediadores redox para permitir las
interacciones microorganismo-electrodo a través de un proceso conocido como
transferencia de electrones mediada (MET), dichos mediadores redox pueden ser
secretados naturalmente por los microorganismos o afiadidos externamente al

sistema (Hassan y col., 2021).

Los microorganismos podrian considerarse la parte fundamental de una CCM, es por
esto que es necesario que su cultivo se realice de manera adecuada para poder
obtener un funcionamiento correcto la celda, y que la degradacién del contaminante
de interés sea atribuible a la actividad biolégica de los mismos. Existen distintos tipos
de inoculacién de los microorganismos a utilizar en un sistema biologico, ya sea
cultivando una cepa especifica (Bonizol y col., 2023; Varnava y col., 2024) o un

consorcio de cepas de microorganismos distintos.
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Figura 6. Mecanismos de transferencia de electrones. |: Transferencia electronica
directa (DET) activada por el crecimiento de nanocables, Il: DET por la formacion
de una capa conductiva en la pared celular microbiana, Ill: transferencia de
electrones mediada (MET) conducida por mediadores secretados naturalmente y
IV: MET con mediadores redox afiadidos. Tomada de Hassan y col., 2021.

12



I.7.  Sistemas bioelectroquimicos para el tratamiento de contaminantes

El gran aumento de contaminantes en los cuerpos de agua nos lleva a la necesidad
de desarrollar metodologias de tratamiento de aguas. Aunque existen varias
metodologias ya establecidas, muchas de ellas requieren grandes cantidades de
energia para funcionar y no resultan sustentables. Las CCM son utilizadas por
muchos paises desarrollados para biorremediacién, remocidén de materia organica y

generacion de energia de una manera mas sustentable (Revelo y col., 2013).

Es necesario buscar alternativas que busquen solucion a las limitaciones que
presentan las metodologias convencionales mencionadas anteriormente, una muy
prometedora a estas técnicas convencionales son los procesos bioldgicos, que
involucran el uso de microorganismos para degradar los contaminantes de matrices
como el agua y el suelo, con multiples beneficios como la transformacién de energia
quimica en electricidad (Adelaja y col., 2014; Das y col., 2018), especificamente, los
sistemas bioelectroquimicos muestran ventaja al ofrecer alta eficiencia en la
degradacion aunado a wuna baja generacion de residuos secundarios
(Fatehbasharzad, 2022).

Se ha demostrado en diferentes estudios que las celdas de combustible microbiano
son capaces de degradar hidrocarburos derivados del petroleo (Wang y col., 2012;
Kumari y col., 2018; Hao y col., 2020; Fatehbasharzad y col., 2022; de Souza y col.,
2025). En estos estudios, las bacterias suelen ser los microorganismos
seleccionados debido a que tienen una rapida tasa metabdlica de degradacion
gracias a las numerosas vias de degradacion y a su alta capacidad enzimatica
(Kumari y col., 2018), y se ha observado que los consorcios microbianos presentan
un mejor desempeio en comparacion con los monocultivos gracias a la cooperacion

entre las distintas especies (Sheppard y col., 2012).

En este contexto, las celdas microbianas de tres electrodos representan una
herramienta util para el estudio electroquimico de los sistemas bioelectroquimicos,
ya que permiten controlar de manera precisa el potencial de electrodo del trabajo

(dnodo donde se formara el biofilm de interés), y analizar el comportamiento de los
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microorganismos electroactivos. Por ello, este tipo de configuracién puede ser
utilizada como un sistema de estudio previo al desarrollo y acondicionamiento de una

celda de combustible microbiana (MFC).

En este sentido, el presente estudio se enfoca en el acondicionamiento de una M3C
y en la evaluacion de la comunidad microbiana para la degradacion de la gasolina,

con posible aplicacién en una MFC.

|.8. Mecanismos

La biorremediacién es un conjunto de metodologias en las que se introducen
organismos vivos en sistemas contaminados con el fin de remover y degradar los
contaminantes presentes. Entre estos organismos, se encuentran los
microorganismos que producen diversas enzimas que permiten inmovilizar y
transformar los contaminantes, utilizandolos como sustrato para su crecimiento y
desarrollo, ya sea ganando masa de ellos y/o generando energia (Saravanan y col.,
2023).

A diferencia de una cepa microbiana aislada, los consorcios microbianos tienen la
capacidad enzimatica intracelular y extracelular de transformar moléculas complejas
y contaminantes recalcitrantes en subproductos mas faciles de asimilar gracias a
mecanismos especiales que algunos microorganismos han desarrollado y a las
interacciones sinérgicas entre diferentes cepas (Medina y col., 2014; Liu y col., 2025),
donde cada hidrocarburo de petréleo puede ser metabolizado selectivamente por una

cepa individual o por el consorcio en conjunto (Varjani y Upasani, 2016).

Durante la degradacion microbiana de contaminantes, las principales reacciones
enzimaticas se pueden caracterizar dentro de las siguientes categorias: hidrdlisis,
oxidacion-reduccion, deshalogenacion, hidroxilacion y ruptura de anillos aromaticos;
en las que cada enzima se dirige a un tipo de enlace o grupo funcional especifico
(Liu y col., 2015; Varjani, S. 2017), en los hidrocarburos, la susceptibilidad de

degradacion sigue el siguiente orden: alcanos lineales, alcanos ramificados,
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aromaticos pequefos, cicloalcanos e hidrocarburos atomatios policiclicos (Das y
Chandran, 2011).

La degradacion de hidrocarburos puede ocurrir mediante vias aerobias o anaerobias,
en ambos casos, el contaminante es transformado inicialmente por enzoenzimas
extracelulares que aumentan su biodisponibilidad al modificar sus estructuras
complejas en estructuras mas sencillas para facilitar su transporte a través de la
membrana celular hacia el interior del microorganismo, donde las enzimas
intracelulares continuan con la degradacion (Cruz-Narvaez y col., 2017). El primer
ataque intracelular ocurre mediante oxidacion y activacion, en la que el oxigeno es
esencial para la actividad de las enzimas oxidativas, mientras que las vias periféricas
transforman los contaminantes organicos en intermedios del metabolismo central,
que posteriormente se utilizan en la biosintesis de biomasa celular. Los precursores
necesarios para esta biosintesis se generan mediante la gluconeogénesis (Al-
Hawash y col., 2018).

En el caso de los alcanos, los mas faciles de degradar por los microorganismos, son
oxidados por un sistema de oxigenasas y deshidrogenasas (Abbasian y col., 2015).
La enzima encargada del proceso de oxidacién de las moléculas organicas es la
NADPH oxidasa, que cataliza la produccion de superoxido a partir del oxigeno, que

sera utilizado para la oxidacion de la molécula organica (Babior, 2004) de la siguiente

manera.
NADPH, H* NADP*
R — CHj; R — CH,OH
02 HzO

Figura 7. Reaccion de oxidacion de un alcano. Modificado de Abbasian y
col., 2015.
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Es importante mencionar que no todas las bacterias tienen los mismos sistemas o
usan las mismas enzimas, pero siguen un mismo principio, teniendo una cadena de
reaccion parecida a la que se muestra a continuacion para los alcanos (Abbasian y
col., 2025):

CH, + 0, + NAD* —tenomonooxigenasa_, oy OH + NADH, H* + H,0
CH;0H Hetano CenIogne® , H,,CO— Asimilacion de carbon
H2CO + NAD+ Formaldehido dehidrogenasa HCOOH + NADH, H+
HCOOH + NAD+ Formaldehido dehidrogenasa COZ + NADH, H+

1.9. Variables

La biodegradacién de los hidrocarburos esta relacionada con el area superficial que
estos tengan en la forma en que se presenten. Un ejemplo de ello se presenta cuando
se forman pequefas emulsiones en el agua debido al viento u olas donde hay
presencia de un hidrocarburo, este fendmeno incrementa el area superficial de
contacto y genera que los microorganismos presentes en el medio tengan mayor
facilidad de ataque. Sin embargo, cuando el contaminante esta en masas de mayor
volumen o compactas donde el area superficial se reduce, se provoca que las
bacterias tengan mayor dificultad para degradar el contaminante (Fernandez y col,.
2015; EI-Sesy y col., 2025).

La temperatura tiene efecto en el porcentaje y velocidad de degradacion, a bajas
temperaturas la consistencia de los hidrocaruros se vuelve mas viscosa y las
bacterias disminuyen la velocidad de su metabolismo, estos dos factores provocan
que la biodegradacién disminuya en estas condiciones. La temperatura 6ptima para
los procesos de biodegradacion se situa entre 30 y 40 °C, ya que a mayores
temperaturas la toxicidad de los hidrocarburos para las membranas aumenta (Tee y
col., 2018; Tremouli y col., 2017).

El pH juega un rol importante, ya que influye en los procesos enzimaticos de las
bacterias; algunas pueden llegar a dafiarse hasta el punto de morir en valores de pH

extremos (Tan y col, 2017). Las bacterias con la capacidad de biodegradar los
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hidrocarburos de efluentes se caracterizan por ser neutrdfilas, adaptadas para
funcionar en ambientes neutros, a diferencia de las bacterias presentes en el suelo,
que llegan a tener mucha mas variacion con el pH en valores de 2.5 a 11 (Fernandez,
2022). Aun asi, los procesos de biodegradacién ocurren en un espectro de pH neutro

con valores de 6-7 6ptimos para estos procesos (Zhou y col., 2020).

Otro factor a considerar es la conductividad del medio: el aumento de la
concentracion de iones en medios acuosos es una estrategia para disminuir la
resistencia interna del sistema. Los medios salinos facilitan la transferencia de
electrones y como consecuencia, la biogeneracion de corriente (Adelaja y col., 2015),
una concentracion media de sales mejora la densidad del biofilm sobre el electrodo
(Askri y col., 2019), de igual forma, un exceso en la concentracion de sales puede
llegar a perjudicar el metabolismo bacteriano, disminuyendo la eficiencia del sistema

(Tremouli y col., 2017).
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. HIPOTESIS

La concentracion de hidrocarburos en el efluente acuoso disminuira
significativamente como consecuencia de la actividad metabdlica de comunidades
microbianas electroactivas previamente aclimatadas en una biocelda electroquimica
de tres electrodos (C3M), donde el conjunto entre procesos bioldgicos y
electroquimicos promovera la oxidaciéon y la transformacion eficiente de los

contaminantes.

. OBJETIVOS

[l1.1. Objetivo general

Estudiar, caracterizar y optimizar una celda de tres electrodos microbiana (C3M) para

degradar hidrocarburos en efluentes acuosos.

[11.2. Objetivos especificos

- Implementar una C3M en escala de laboratorio como estudio preliminar para
una CCM funcional para la degradacién de PAHs en efluentes contaminados
artificialmente.

- Determinacion de las condiciones de trabajo adecuadas para el
funcionamiento de la C3M en diferentes condiciones de laboratorio utilizando
muestras contaminadas con hidrocarburos.

- Inocular y adaptar un consorcio microbiano a partir de una muestra de suelo
contaminado con hidrocarburos para la degradacion de gasolina utilizando la
C3M con las condiciones determinadas en el punto anterior.

- Determinar la eficiencia de la degradacion de gasolina en el efluente tratado
mediante la medicion de la demanda quimica de oxigeno (DQO), y analizar
cualitativamente la degradacion del contaminante mediante cromatografia de

gases para verificar la disminucién de los compuestos contaminantes.
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IV. METODOLOGIA

V.1.

V.1.1.

V.1.2.

Materiales

Materiales y equipo

Incubadora Fisher Scientific

Estufa Memmert UN30
Campana de Flujo Laminar
Thermo Forma Class Il
Tubos eppendorf 50 mL
Vaso de precipitado 1 L
Crisol de porcelana
Electrodo de referencia
Ag/AgCI

Agitador orbital Dlab SK-
0180-S

Viales de digestiéon para

DQO rango alto HACH

Reactivos

Extracto de levadura BD
Bioxon

Peptona de caseina BD

Bioxon

KocHPOs A.C.S.  99%,
Reactivos Quimica
Meyer®

KH2POs A.C.S.  99%,
Reactivos Quimica
Meyer®

Potenciometro Hanna
HI6221 pH/ORP
Potenciostato Basi Epsilon

Pipeta graduada 50 mL

Vaso de precipitado 100 mL
Microespatula
Electrodo de platino
Electrodo de acero
inoxidable

Tubos de ensayo 30 mL

Peptona de caseina BD
Bioxon
NaCl 99%, Reactivos

Quimica Meyer ®

Na2HPO4-7H20. A.C.S. 98%,

Reactivos Quimica Meyer®

CH20H(CHOH)4CHO marca.

Reactivos Quimica Meyer ®
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- NH4CI 99% marca - CsH1206A.C.S. marca

Reactivos Quimica Reactivos Quimica Meyer®
Meyer®
- H2SO04 98% marca - NaOH 97% marca Reactivos
Reactivos Quimica Quimica Meyer®
Meyer®
IV.2. Meétodos

V.2.1.

Preparacion de medios de cultivo

Se prepararon 2 medios de cultivo distintos: medio Luria-Bertani (LB) y

medio minimo salino (M9).

V.21.1.

IV.2.1.2.

Medio Luria-Bertani (LB)

El medio LB se preparé inicialmente con 5 g/L de extracto de levadura,
10 g/L de peptona de caseina y 0.5 g/L de NaCl, aforandose a los mL
requeridos de medio en un matraz Erlenmeyer en proporcién 5:1 con
respecto al medio de cultivo, cerrandolo con tapones de algodon y
esterilizando durante 15 minutos en autoclave a 120 °C.

Posteriormente, dado que en el analisis con las técnicas
electroquimicas aplicadas a la C3M en el punto 4.2.3.2.1., los
microorganismos mostraron una respuesta favorable en medio LB

adicionado con solucién buffer de fosfatos pH 7.

Medio minimo M9

Para este medio se prepararon 3 soluciones:

- Solucién A, sales M9
Preparada con 25.6 g/L de Na2HPO4, 6 g/L de KH2PO4, 1 g/L de
NaCl y 2 g/L, aforados a la cantidad requerida de medio M9 segun

el ciclo de acondicionamiento del in6culo.
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- Solucion B, glucosa
Se preparé glucosa 200 mM afadiendo 36.032 g/L de glucosa,
aforada en el volumen requerido de medio en un matraz
Erlenmeyer, en volumen 5:1.

- Solucion C, medio LB
Preparada con 5 g/L de extracto de levadura, 10 g/L de peptona de
caseina y 0.5 g/L de NaCl, aforados a los mL requeridos de medio
en un matraz Erlenmeyer en proporcion 5:1.

- Solucién D, suspensidén salina
Se prepararon 10 mL de MgSO4-7H20 con concentraciéon de 246.48
g/L, aforados en un matraz Erlenmeyer en proporcion 5:1.

Una vez preparadas las cuatro soluciones, se esterilizaron en autoclave

a 120 °C durante 15 minutos.

IV.2.2. Inoculacién de los microorganismos

IV.2.2.1. Preinoculacion
Se tomo una muestra de suelo procedente de una zona contaminada con
hidrocarburos, ubicada en el perimetro exterior de la Refineria Ing. Antonio
M. Amor, ubicado en Salamanca, Guanajuato.
En un matraz de 250 mL se adicionaron 50 mL de medio LB, previamente
esterilizado, y 5 g de la muestra de suelo; posteriormente, se incubo

durante 24 horas a 30 °C y a 120 rpm.

IV.2.2.2. Inoculacion

Se adicion6 1 mL del preindculo a 50 mL de medio LB estéril en un matraz
de 250 mL y se afadié 0.25 mL de contaminante; posteriormente, se

incubd durante 24 horas a 30 °C y a 120 rpm.
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IV.2.3. Disefio de la C3M

Con el fin de evaluar la respuesta de la comunidad bacteriana a un sistema
bioelectroquimico, asi como para su aclimatacion al contaminante y la seleccion
de las condiciones Optimas para el pH y la temperatura, se estudié un sistema
bioelectroquimico sencillo que consistio en una C3M unicameral basada en los
estudios realizados por Pérez-Garcia et al., 2023; Ross et al., 2011,y Yang et al.,

2017 con algunas modificaciones.

IV.2.3.1. Preparacion de los electrodos

Se corto fieltro de carbono con dimensiones de 2 cm x 2 cm y, para eliminar
la hidrofobicidad del material, se realizaron lavados con H2S0Os4 0.5 M,
asegurando su inmersion completa en la solucion hasta que ninguna
burbuja de aire se desprendiera de su superficie. Se sonicaron los
electrodos en la solucibn de H2SOs4 0.5 M durante 30 minutos v,
posteriormente, se enjuagaron con agua desionizada tres veces y se

secaron en el horno durante 30 minutos a 150 °C.

IV.2.3.2. Celda electroquimica
Se utilizé una celda unicameral montada en un vaso de vidrio de 300 mL
cerrado con un tapon de goma del #13 horadado con 3 orificios donde se
colocaron los tres electrodos, como electrodo de trabajo, se utilizd el
electrodo de fieltro de carbono preparado en el punto anterior, como
electrodo de referencia se utilizd6 un electrodo Ag/AgCI, y por ultimo, un

contraelectrodo de acero inoxidable.

IV.2.3.3. Pruebas electroquimicas preliminares en la C3M para seleccion de
condiciones del medio
Se montd el sistema electroquimico y se esterilizd en autoclave.
Posteriormente, se abrid el sistema para anadir 50 mL de medio LB estéril,
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y se monto colocando el tapdn y sellando con Parafilm. Se nitrogend la celda
durante 5 minutos para disminuir el oxigeno en la C3M, comprobando que
no hubiera burbujas de aire en la superficie del electrodo de trabajo que
pudieran interferir con el rendimiento.

Se comenzd con la caracterizacion del electrodo de trabajo (fieltro de
carbono), aplicando dos técnicas electroquimicas en un potenciostato:
voltametria ciclica de barrido a diferentes velocidades (10, 20, 50 y 100 mV),
y espectroscopia de impedancia electroquimica potenciostatica (PEIS), por
medio de las cuales se analiz6 el comportamiento del electrodo en el medio
LB y el medio LB 10 mM y 100mM con solucion buffer fosfatos adicionada,

observando una mejor respuesta al medio con buffer adicionado.

IV.2.3.4. Inoculacion de la celda

Una vez caracterizado el electrodo en el medio sin inocular, se tomo la celda
electroquimica con medio LB+buffer y se le afiadié 1 mL de indculo, se tapo
y sellé6 nuevamente con Parafilm, se nitrogen6é durante 5 minutos, y se
conecto al potenciostato para realizar la caracterizacion electroquimica que

se explicara a continuacion.

IV.2.4.  Caracterizacion electroquimica y aclimatacion de los microorganismos
en la C3M

IV.2.4.1. Descripcidn de los ciclos

La aplicacion de las técnicas electroquimicas se realizé en ciclos que se
describiran a continuacion, en los que se emplearon 2 técnicas distintas: una
voltametria ciclica de barrido a 100 mV s' y una cronoamperometria de 24-
36 horas, segun la respuesta observada. Esto, con el fin de lograr la formacion
y el estudio del biofilm y de su efecto en la respuesta electroquimica del

electrodo de trabajo, mediante una serie de ciclos de aclimatacion de los
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microorganismos, desde un medio con alto contenido de nutrientes hasta uno
mas limitado, para su adaptacion al contaminante.

Cuadro 1. Ciclos y condiciones de la C3M

#Ciclo Condiciones

Ciclos 1,2y 3 50 mL medio LB pH 7 con in6culo

Ciclo 4 10 mL Medio LB pH 7, 25 mL Medio M9 + 25
mL glucosa (M9:glucosa proporcion 1:1).

Ciclo 5 50 mL medio M9 + 25 mL glucosa (2:1).

Ciclo 6 50 mL medio M9 + 12.5 mL glucosa (3:1).

Ciclo7y8 50 mL medio M9 + 6.25 mL glucosa (4:1).

Ciclo 9 50 mL medio M9 + 3 mL glucosa + 0.50 mL
de contaminante.

Cada ciclo fue mantenido a 30°C durante todo el proceso.

IV.24.1.1. Ciclos1,2y3

Se realizaron los primeros tres ciclos en medio LB para favorecer el
crecimiento de los microorganismos en la superficie del electrodo. El primer
ciclo comenzd después de la inoculacién de la celda en el punto 1V.2.3.4.,
en la celda con el medio LB + buffer fosfatos pH 7 100 mM, a la cual se le

aplicaron las técnicas electroquimicas mencionadas.

IV.2.4.1.2. Ciclos 4,5,6,7y 8

Una vez analizado el cambio en la celda tras la colonizacién del electrodo,
se prepard la nueva celda electroquimica correspondiente al ciclo 4,
montada con 10 mL de medio LB, 25 mL de medio M9 y 25 mL de glucosa,
para comenzar la serie de ciclos de aclimatacion de los microorganismos
mediante una reduccion gradual de la disponibilidad de nutrientes, hasta

llevarlos a condiciones restrictivas. En cada ciclo, bajo las condiciones
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especificadas en el Cuadro 1, se aplicé la metodologia correspondiente a
las técnicas electroquimicas.

Los ciclos 7 y 8 se realizaron bajo las mismas condiciones de medio, con el
objetivo de alcanzar una respuesta estable de las bacterias a un medio con

disponibilidad limitada de carbono previo a la adicion de contaminante.

IV.24.1.3. Ciclo9

Una vez completados los ciclos de aclimatacion, se realizo el ultimo ciclo de
la celda, adicionando 0.50 mL de contaminante y realizando Ila

caracterizacion electroquimica.

IV.2.5. Evaluacion de la efectividad de degradacion del contaminante

IV.2.5.1. Prueba del consorcio

Con el fin de determinar la concentracién de contaminante tolerada por los
microorganismos, se realizé un estudio preliminar para evaluar su capacidad
de respuesta a tres concentraciones diferentes de contaminante: 5, 7.5 y 10
mL/L. Para ello, se utilizaron tres bioceldas independientes, cada una
correspondiente a una concentracién especifica del contaminante; cada
condicion se evalué en triplicado. Las bioceldas fueron montadas en vasos de
precipitado de 100 mL, al que se le afiadieron 70 mL de medio M9, 3 mL de
glucosa, y la concentracién de contaminante correspondiente.

El experimento tuvo una duracion de 26 dias; durante este periodo se
realizaron muestreos en intervalos de tiempo establecidos, y las muestras se
analizaron mediante la determinacién de DQO. Los resultados indicaron que
los microorganismos presentaron una mejor respuesta a la concentracién mas
alta del contaminante, lo que se tradujo en una disminucion del 74% de la
DQO. En comparacion con las concentraciones baja y media, que presentaron

una reduccion del 59% y 61%, respectivamente.
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IV.2.5.2. Disefio experimental
Para el estudio de la cinética de la degradacién del contaminante, se empled
un disefio experimental por triplicado. El experimento estuvo conformado por
6 tubos de ensayo, cada uno con 25 mL de medio de cultivo M9 inoculado con
microorganismos provenientes de un inoculo del ciclo 9 de la celda
electroquimica, 1 mL de glucosa y 0.25 mL de gasolina.
Cada tubo se destind a un intervalo de muestreo especifico, desde el tiempo
inicial to hasta ts, con 6 puntos de muestreo en total. Los tiempos entre
muestras se presentan a continuacion en el Cuadro 2.
Adicionalmente, se incluyeron un blanco negativo (medio M9 con
contaminante, sin inoculacion microbiana) y un blanco positivo (medio M9
inoculado, en ausencia de contaminante).

Cuadro 2. Cronograma de muestreo.

Muestra t0 t1 t2 t3 t4 t5
Dia de muestreo 0 4 7 14 21 28
Intervalo de muestreo (dias) - 4 3 7 7 7

Para medir la degradacion del contaminante, se determindé la demanda
quimica de oxigeno (DQO) de cada muestra. En cada tiempo de analisis
establecido, se retird el conjunto de tubos correspondiente y se diluyé la
muestra con agua destilada en una proporcion de 1:10 antes del proceso de
digestion.

Adicionalmente, para confirmar la degradacion del compuesto, se llevé a cabo
un analisis cualitativo mediante cromatografia de gases empleando un
cromatégrafo Agilent modelo 7890 equipado con detector de ionizacion de
flama (CG-FID), a partir de la fraccion organica de las muestras que fue

previamente extraida y separada con hexano.
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V.

V.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion electroquimica

V.1.1. Condiciones 6ptimas para la celda electroquimica
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Figura 8. Voltametrias ciclicas a velocidades de barrido de 10, 20, 50 y 100
mV-s™" en medio LB en concentraciones de a) 10 mM, b) 100 mMy c) 100 mM

adicionadas con buffer de fosfatos, pH 7.
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Figura 9. PEIS en medio LB, a) 10 mM y b) 100 mM.

Las voltametrias ciclicas demuestran que, el incremento en la concentracion del
medio favorece la respuesta electroquimica, que se refleja en un aumento de la

conductividad del sistema, observada en la mayor intensidad de corriente
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obtenida en la concentracion de 100 mM, esta respuesta se explica debido a que
concentraciones elevadas del medio incrementan su conductividad al favorecer
la transferencia i6nica, obteniendo como resultado, corrientes mas altas y ciclos
voltamétricos mas estables asociados a una transferencia de carga mas eficiente
en la interfaz electrodo-electrolito (Elgrishi y col., 2018). Este comportamiento en
la interfaz también se observa en la disminucidon de la resistencia en las PEIS,
identificada en los espectros de impedancia donde se observa la modificacion de
la forma de los espectros que evidencia un cambio en la superficie del electrodo,
y en la aparicidn de un semicirculo que indica una disminucion en la resistencia
de transferencia de carga, ambos consistentes con el establecimiento de una
biopelicula sobre la superficie del electrodo, y en la disminucién de la impedancia

a 100 mV s, respaldando la mejora cinética del sistema.

El conjunto del efecto favorable mostrado en el aumento de la concentracion de
medio LB 100 mM y la adicién de buffer fosfatos para ajustar el sistema a pH 7

demostrd una respuesta mas estable en comparacion al sistema sin buffer.

La adicién de buffer no solo mejora las condiciones electroquimicas del sistema,
sino que también beneficia la actividad microbiana al permitir mantener un
entorno mas estable y favorecer la conductividad ionica del medio. La estabilidad
del pH en los sistemas bioelectroquimicos resulta crucial para evitar la
acidificacion del medio, que puede inibir la actividad microbiana y limitar la
transferencia de electrones, ademas de favorecer el crecimiento del biofilm en la

superficie del electrodo (Zeppilli et al., 2021).

Por estas razones, se selecciond la concentracion del medio LB en 100 mM,
adicionado con buffer de fosfatos (pH 7), como condicion de trabajo para los

experimentos posteriores.
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V.1.2. Caracterizacion electroquimica de la celda

V.1.2.1. Voltametrias ciclicas
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Figura 10. Voltametrias ciclicas a 100 mV s*! de velocidad de barrido de todos los

ciclos

La Figura 10 muestra los voltamperogramas obtenidos de las voltametrias ciclicas
realizadas en cada ciclo de la experimentacion, en ellos se muestra un incremento
gradual de la corriente a medida que aumenta el potencial aplicado, sin picos de
reduccion-oxidacion definidos. Se observan curvas sigmoidales, comunmente
reportadas en sistemas bioelectroquimicos con biofilms electroactivos (Richter y
col.,, 2008), donde el aumento progresivo de la corriente puede atribuirse a
corrientes cataliticas generadas por el biofilm, lo que explica, a su vez, la ausencia
de picos redox. Este comportamiento ha sido descrito en biofilms electroactivos
de bacterias como la Geobacter sulfurreducens en distintas ocasiones, donde las
respuestas voltamétricas son dominadas por corrientes cataliticas mas que por

picos redox definidos (Richter y col., 2008; Torres y col., 2008; Srikant y col.,
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2007), ya que no muestran dependencia a los mediadores redox para transferir

electrones al electrodo (Strycharz y col., 2010).

Durante los primeros tres ciclos donde se opero la celda utilizando medio Luria-
Bertani (LB), un medio rico en nutrientes y poco selectivo con el fin de favorecer
el crecimiento 6ptimo de los microorganismos y el desarrollo del biofilm sobre la
superficie del electrodo, se observo un crecimiento microbiano rapido y evidente,
notable fisicamente en el desarrollo del biofilm en la superficie del electrodo vy el
aumento de la turbidez en el sistema al final de la cronoamperometria de cada
ciclo. En el analisis electroquimico, las voltametrias ciclicas mostradas en la
Figura 10, permiten observar la CV del electrodo previo a la formacién del biofilm,
donde se observan corrientes bajas y un comportamiento capacitivo del electrodo
sin actividad biolégica, en contraste, posterior a la colonizacion (ciclo 1 post) se
observa un notable incremento en la corriente, con una corriente maxima del
doble en comparacion con la voltametria previa a la colonizacién, demostrando
que la transferencia electrénica microbiana comienza como resultado de la

adaptacion y crecimiento del biofilm en el electrodo.

Los ciclos 2 y 3 continuaron mostrando un incremento en la corriente, atribuible
al desarrollo del biofilm electroactivo, que continué colonizando el electrodo,
generando un aumento de la electroactividad que sugiere una mayor
transferencia electrénica extracelular y un incremento en la biomasa electroactiva,
correspondiente a la maduracién del biofilm. En los ciclos 4 y 5 se observan
ligeras disminuciones en las corrientes, atribuidas al cambio del medio LB a uno
con una mayor proporcion de M9. Pese a que el sustrato en limitacion restringe
el crecimiento adicional del biofilm, se mantiene una actividad electroquimica
constante, lo que sugiere la adaptacion del biofilm a las nuevas condiciones del
sistema. En el ciclo 6, la corriente incrementa nuevamente evidenciando la
actividad electroactiva del biofilm, en los ciclos 7 y 8 se observa un minimo
aumento sugiriendo que el biofilm alcanzé un estado casi estacionario,
finalmente, en el ciclo 9, donde el contaminante fue adicionado al sistema, se

observa una ligera modificacion en la forma de la curva y un aumento de corriente
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en potenciales positivos, que sugiere la interaccion electroquimica del
contaminante y la modificacion del metabolismo microbiano indicando que el
contaminante tuvo interacciéon con el metabolismo microbiano y efecto en la

respuesta electroquimica del sistema.

Es importante destacar dos aspectos relevantes observados en las CV, en primer
lugar, se observaron ligeras inflexiones de corriente cercanos al potencial -0.45 V
y 0.3V, estas inflexiones son pequefios aumentos en la corriente en un rango de
potenciales atribuidos a la presencia de multiples componentes redox (Marsili y
col., 2008a), que tienen como resultado ligeros aumentos mas que picos bien
definido, este comportamiento ha sido descrito en sistemas bioelectroquimicos
con microorganismos, como es el caso de la Geobacter sulfurreducens que
presenta el mismo comportamiento en el potencial cercano a -0.35V a -0.1 V vs
Ag/AgCl para mediadores redox atribuidos a citocromos tipo OmcB y OmcZ
presentes en la membrana de la bacteria (Richter y col., 2008), en segundo lugar,
en la Figura 10 se observa un desplazamiento del potencial hacia valores mas
positivos en los ultimos ciclos de experimentacién, un cambio que puede
atribuirse a la maduracion del biofilm, donde la densidad de proteinas redox en el
biofilm se acumula y aumenta modificando los voltamperogramas ciclicos y sus
caracteristicas como el desplazamiento en el potencial y el aumento o
disminucién de la corriente (Fricke y col., 2008, Richter et al., 2009, Marsili,
2008b).
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V.1.2.2. Cronoamperometrias
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Figura 11. Cronoamperometrias de los ciclos a) ciclo1, b) ciclo 2, c¢) ciclo 3, d) ciclo 4, e) ciclo 5, f)

ciclo 6, g) ciclo 7, h) ciclo 8 y i) ciclo 9.

En la figura 11 se observan cronoamperometrias que siguen una tendencia entre si
donde la corriente muestra un comportamiento de campana, donde alcanza un punto
maximo y comienza a disminuir, este se divide en tres etapas: la primera, el aumento
de la corriente debido a la activacion del metabolismo microbiano y de los
mecanismos de transferencia electronica, la segunda, el pico de corriente que

muestra el maximo flujo de electrones y la alta actividad del biofilm debido a la alta
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disponibilidad del sustrato, y por ultimo, la disminucion de la corriente que se puede
atribuir a distintos factores, ya sea el agotamiento del sustrato, la entrada del biofilm

en su fase estacionaria, o estrés electroquimico (Parot et al., 2008).

No obstante a que comparten la misma tendencia, cada una presenta variaciones en
su comportamiento, reflejadas principalmente en los valores de densidad maxima
alcanzados. Los ciclos 1, 2 y 3 revelan el mayor aumento en la densidad de corriente
desde el punto inicial hasta el punto maximo, revelando el crecimiento electroactivo
cono consecuencia de la formacion del biofiim en el electrodo, reflejando una
transferencia de electrones activa y un metabolismo eficiente por parte de los
microorganismos, en el ciclo 3 se observa la cronoamperometria con mayor densidad
de corriente y estabilidad, acompafada con una menor caida de corriente, que
sugiere a la estabilizacion del biofilm correspondiente al tercer ciclo en medio LB,
etapa cuyo objetivo fue promover la formacion de un biofilm desarrollado vy
estructuralmente estable previo a la limitacion de nutrientes en los ciclos
subsecuentes. En los ciclos posteriores, las corrientes mostraron una disminucion en
las corrientes iniciales y densidades de corriente maximas, asociado al cambio en el
medio, donde se limitd el sustrato disponible para las bacterias, los ciclos 6-8
muestran una clara limitacion metabdlica y una disminucion de la actividad
electroquimica que genero un estrés metabdlico. Este efecto se acentua en el ciclo
8, como resultado de la adicién del contaminante y del proceso de adaptacion del
biofilm a dicha condicién que generd estrés metabdlico. A pesar de esto, estas
condiciones no provocaron la inhibicion total del biofilm, ya que el sistema continué
mostrando actividad electroquimica, demostrando que continda trabajando
electroquimicamente, al generar corriente medible aun con las limitaciones
impuestas en los distintos ciclos de la metodologia. Ademas de esto, la respuesta a
los cambios en el medio y a la adicion del contaminante demuestra que el biofilm es

adaptable y responde positivamente, mostrando una actividad metabdlica dinamica.

Es importante mencionar que el inéculo tomado para el montaje del ciclo nuevo, era
tomado en el punto maximo de la respuesta crono amperométrica del ciclo anterior,

asociado a la maxima actividad metabdlica electroactiva del consorcio microbiano,
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buscando favorecer la transferencia electronica del nuevo ciclo, ya que se ha
comprobado que para un crecimiento mas rapido del biofilm el reemplazo del medio
se debe hacer justo después de la meseta de la corriente maxima (Grimkiewicz et
al., 2013).

V.2. Evaluacion de la efectividad de degradacién del consorcio microbiano
V.2.1. Respuesta del consorcio microbiano a diferentes concentraciones del
contaminante

Cuadro 3. Mediciones de DQO para el estudio de la adaptacion del consorcio

microbiano a distintas concentraciones de contaminante.

Tiempo
de Dia 0 Dia6 | Dia13 | Dia 19 Dia 26
muestreo
DQO C1
(mg/L)
DQO C2
(mg/L)
DQO C3
(mg/L)

%

disminucioén

909 686 595.5 485.5 365.5 59.79

975.5 786 633 538.5 376 61.45

1296 878 641 558.5 414 68.05

Como prueba preliminar, se estudio la respuesta de la comunidad microbiana
frente a tres concentraciones de contaminante, 5, 7.5 y 10 ml/L, con un tiempo de
estudio de 26 dias, donde se realizaron 5 muestreos en los dias mostrados en el
Cuadro 3. Para su analisis por DQO mediante digestion. Los resultados mostraron
una mayor actividad degradativa en el sistema con la concentracion mas alta de
contaminante, mostrando una disminucion en el DQO de 68.05% con respecto a
la concentracion inicial. Debido a esto, se eligié una concentracién de 10 ml/L de

contaminante para la metodologia experimental.
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V.2.2. Evaluacion de la degradacion del contaminante

Cuadro 4. DQO mediante el método de digestion para determinar la

degradacion del contaminante por el consorcio microbiano.

%
Muestra to t to t3 ta ts reduccio
n DQO
Dias entre
cada - 4 3 7 7 7 -
muestreo
DQO Blanco
1470 | 1468
positivo(mg/ | 14790 14781 14780 | 14700 0 0 0.74%
L)
DQO Blanco
negativo 1630 1330 1190 760 420 310 | 80.97%
(mg/L)
DQO
15296.3 | 14798.3 | 4746.6 | 3546.6
Tratamiento 900 420 97%
8 3 6 6
(mg/L)

Se estudié la degradacién del contaminante por medio de la medicion de DQO
utilizando el método de digestion. Con el fin de confirmar que la disminucion
esperada en el DQO del sistema se atribuyera a la degradacién del contaminante
y no a otros factores, se anadieron dos blancos que fueron estudiados durante
todo el periodo de experimentacion, el blanco positivo, conformado por medio M9
adicionado con el contaminante, y el blanco negativo, conformado por medio M9

inoculado con los microorganismos sin presencia de contaminante.

El punto inicial de las mediciones (to) se realizdé inmediatamente después de la
preparacién simultdnea de todos los tubos de ensayo que conformaron el

experimento, mientras que los muestreos posteriores se llevaron a cabo de
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acuerdo a los tiempos establecidos en el cuadro 4. En el blanco negativo, se
aprecia una disminucion en el DQO que se atribuye al consumo de la pequefia
cantidad de glucosa que existia en el medio al iniciar la experimentacién que fue
utilizada como fuente de carbono para el mantenimiento y crecimiento inicial del
consorcio microbiano, esta minima disminucion, muestra que la glucosa era la
fuente de carbono mas facilmente accesible para los microorganismos
inoculados. En el blanco positivo, el valor de la DQO aumenta en gran magnitud
con respecto al blanco negativo, debido a la presencia del contaminante, sin
embargo, este DQO no muestra ninguna disminucién significativa a lo largo del
periodo experimental debido a que no hay microorganismos presentes en el
medio, comprobando que el medio y el contaminante no tienen ninguna
interaccién entre si que cause la disminucién de la DQO, ni tampoco algun
proceso de degradacion abidtica como la oxidacion espontanea en las
condiciones del sistema a lo largo del tiempo de estudio. Ambos blancos indican
de manera consistente, que cualquier dismininucion del DQO en el sistema

bioldgico se debe a la interaccion entre microorganismos y contaminante.

En en tratamiento experimental, las mediciones de DQO mostraron una
disminucion del 97% desde el to hasta el ts, con valores de 15196.38 mg/L y 420
mg/L respectivamente, evidenciando una alta remocién de la materia organica
(contaminante) presente en el medio. Esta reduccion indica que los
microorganismos aceptaron la gasolina como fuente de carbono y energia,
logrando una degradacion eficiente del contaminante en el sistema a lo largo de
los 28 dias de estudio. Se observa una caida fuerte en las mediciones de DQO
entre el t1 y t2, la cual representa un 65% de la disminucion total del tratamiento,
sugiriendo una fase exponencial de biodegradacién, que se podria atribuir al
rapido consumo y degradacion de las fracciones del contaminante mas facilmente
asimilables por el consorcio microbiano, y por ende, mas susceptibles a los

procesos de biodegradacion.

La alta eficiencia en la degradacion de la gasolina, desmuestra que el consorcio

microbiano tiene un alto potencial de biodegradacion para el contaminante
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evaluado, sugiriendo la metodologia como una posible alternativa para los
procesos de biorremediacion de hidrocarburos, especificamente en gasolina

regular de automovil.

V.2.3. Cromatografia de gases

e t0
otl
et4

Figura 12. Cromatografia de gases de muestras tomadas en el dia 0 (to0), 6 (t1) y
21 (ta).

Se realiz6 el analisis de la fraccion organica de las muestras por cromatografia
de gases de forma cualitativa debido a la ausencia de estandares, esta
metodologia resulta util para realizar una comparacién cualitativa entre los
tiempos de analisis. Los cromatogramas obtenidos de los tiempos to, t1y t4 (Figura
12), mostraron un perfil complejo con multiples picos, adecuado para la
cromatografia de una sustancia con una naturaleza tan compleja como lo es la
gasolina. Se aprecia de manera evidente una disminucién en la intensidad de los
picos a través de los tiempos de estudio, sugiriendo una reduccion significativa
de los compuestos organicos volatiles de la muestra, respaldando los datos
obtenidos en el analisis DQO.

38



Se observa una disminucién de la intensidad de los picos del to al t1, y para el t4,
se puede ver que la gran mayoria de los picos han disminuido por completo y solo
algunos cuantos siguen mostrando sefiales de baja intensidad. Al relacionar estas
observaciones con el valor de DQO obtenido en el t4 donde se mostraba una
reduccién del 94%, se fortalece la evidencia de que hasta el t4, la degradacién del

contaminante ha ocurrido de manera significativa y casi por completo.

otl
|| et4d

Figura 13. Acercamiento de la cromatografia de gases de las muestras tomadas

los dias 6 (t1) y 21 (t4) durante la experimentacion.

En la Figura 13 se observa con mayor claridad que existe cierta selectividad de
los microorganismos hacia las especies quimicas presentes, con una disminucidn
muy marcada de la mayoria de los picos, a excepciéon del primer pico del
cromatograma, que disminuyé del to al t1, pero del t1 al t4 permanecié
practicamente igual. Seria interesante alargar el tiempo de estudio para observar
el comportamiento del compuesto asociado a dicho pico para lograr observar si
su lenta biodegradacion se debe a que es un compuesto menos accesible para
los microorganismos y es por ello que su degradacion ocurre en un proceso que

toma mas tiempo,
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Este comportamiento de estabilidad relativa podria ser estar asociado a diferentes
factores. Por un lado, el compuesto podria ser menos accesible para los
microorganismos y por ello su degradacion ocurre en un proceso que toma mas
tiempo, asimismo, el compuesto podria estar siendo degradado al mismo tiempo
que esta siendo formado como un subproducto de la degradacién de otros
compuestos presentes, o simplemente, la llegada del sistema a un limite en el

proceso de degradacion.
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VI. CONCLUSIONES

Este estudio muestra que los sistemas bioelectroquimicos son una alternativa
eficiente y aplicable para la degradacion de la gasolina. La C3M fue una
configuracion apta para el desarrollo y estabilizacion de los microorganismos,
mostrando una respuesta electroquimica favorable tras la colonizacion de

electrodo.

A partir de las cronoamperometrias se observo un incremento en la densidad de
corriente derivado de la actividad electroactiva del biofilm demostrando el
establecimiento de procesos de transferencia electronica asociasdos al biofilm
microbiano formado en la superficie del electrodo, con una densidad de corriente
maxima de 50 mA/m? en los ciclos de colonizacion con medio LB y con una
respuesta maxima de 6 mA/m?, debido a la limitacion de nutrientes y al estrés
metabdlico, pero mostrando que el biofilm se mantuvo activo tras la adicion del
contaminante, demostrando su adaptabilidad y resistencia al contaminante y
sugiriendo la participacion del bioelectrodo en procesos de interaccion con el

contaminante.

La modificacién en la forma de las curvas voltamétricas tras la colonizacion se
caracterizdé por el cambio a curvas mas amplias y con un comportamiento
faradaico con inflexiones de corriente que sugieren la participacion de distintos
centros redox presentes en los microorganismos del biofilm, reflejando la
complejidad y variedad de los mecanismos de transferencia electronica

desarrollados en el sistema.

Por otro lado, la comunidad microbiana desarrollada en el sistema
bioelectroquimico demostré una elevada capacidad de degradaciéon del
contaminante alcanzando una reduccién del 97% de la demanda quimica de
oxigeno (DQO) tras 26 dias de operacion. Esta disminucion fue consistente con
los cromatogramas obtenidos a partir de una cromatografia de gases cualitativa,
donde se observd una reduccion notable de los picos de las senales

cromatograficas de las muestras.
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En conjunto, los resultados obtenidos resaltan el papel fundamental de la
interaccién entre el biofilm microbiano y la superficie del electrodo en el
desempeno de los sistemas bioelectroquimicos. El establecimiento del biofilm
favorecié la transferencia de electrones entre los microorganismos y el electrodo,
ademas de mostrar una respuesta favorable al contaminante al responder a su

adicion al sistema.

Esto destaca el potencial de los sistemas bioelectroquimicos para su estudio y
aplicacion como una alternativa para los procesos de biorremediacion de

efluentes contaminados con hidrocarburos, particularmente la gasolina.
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