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Resumen

Mediante una celda de combustible microbiana de biocatodo, constituida por electrodos de grafito
sumergidos en las camaras anddica y catddica separadas por un puente salino, fue posible reducir cromo
hexavalente, degradar materia organica y generar electricidad. Se usé como fuente de microorganismos
para el cétodo, lodo sulfidogénico o agua del rio Pasto contaminada con residuos de la industria de
curtiembres. La mejor condicién experimental para remover simultdneamente materia organica y cromo
se presentd durante el primer ciclo de operacién de la celda, utilizando como inéculo agua del rio Pasto
contaminada y a la menor concentracién de glucosa (0.05 M), lograndose remover 97.9% de materia
organica, reducir 86.3 % de cromo y alcanzando una eficiencia coulémbica de 0.92%. Este estudio es un
aporte para mejorar el desempefio de una celda de biocatodo y proporciona herramientas validas en los
procesos de biorremediacion de sistemas contaminados con cromo y materia organica.

Palabras clave: celda de combustible microbiana; biocatodo; cromo hexavalente; materia orgénica;
biorremediacién

Using Native Microorganisms for the Simultaneous Removal
of Organic Matter and Cr(VI) in a Biocathode Microbial Fuel
Cell (MFC)

Abstract

Using a biocathode microbial fuel cell formed by graphite electrodes submerged in the anodic and
cathodic chambers separated by a salt bridge, it was possible to reduce hexavalent chromium, degrade
organic matter and generate electricity. Sulfidogenic sludge or Pasto river water contaminated with
industrial waste from tanneries was employed as source of microorganisms for the cathode. The best
experimental condition for simultaneously removing organic matter and chromium occurs during the first
cycle of operation of the cell, using Pasto river water contaminated as inoculum and the lowest glucose
concentration (0.05 M), achieving 97.9% of organic matter removal, 86.3% of chromium and a coulombic
efficiency of 0.92%. This study represents a contribution for improving the performance of a biocathode
cell and it provides the tools for bioremediation processes in systems contaminated with chromium and
organic matter.
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INTRODUCCION

Las Celdas de Combustible Microbianas (CCMs) son dispositivos que emplean microorganismos para
producir electricidad, degradar materia organica y biorremediar ambientes contaminados; este tipo de
dispositivos han sido desarrollados exitosamente a escala de laboratorio desde hace algunos afios.
Tipicamente una CCM consta de dos compartimentos divididos por un separador semipermeable y cada
uno contiene un electrodo (anodo y catodo), sobre los cuales actdan los microorganismos donando o
recibiendo electrones respectivamente (Du et al., 2007; Huang et al., 2011a). En los Ultimos afios los
esfuerzos de investigacion se estan concentrando en las CCMs de biocatodo, que son electrodos
inoculados con microorganismos capaces de aceptar electrones y reducir compuestos que en su forma
oxidada suelen ser contaminantes para los ambientes, tales como: Cr(VI), nitrato, sulfato, Mn(1V), Fe(lll),
selenato, arsenato, fumarato, perclorato, cloroetenos, 2-clorofenol, ClO,, U(VI), H', CO,, entre otros (Huang
et al., 2011a; Huang et al., 2011b; Sharma y Kundu, 2010).

El Cr(VI) es un metal pesado utilizado en galvanoplastia, aleaciones de acero y otros metales, curtido de
cuero, fabricacion de pinturas, materiales fotograficos y produccion de fungicidas (Tandukar et al., 2009).
Pese a su amplia aplicacion el Cr(VI) es considerado la forma mas tdxica del metal, se conoce que tiene
100 veces mas toxicidad que el Cr(lll). La exposicién crénica a altos niveles de Cr(VI) por inhalacién o via
oral puede producir efectos sobre el higado, rifion o sistema inmunolégico, ademés la exposicién dérmica
puede causar dermatitis, sensibilidad y ulceracién de la piel (Saha et al., 2011). Igualmente este metal es de
particular preocupacién ambiental por su rapida difusion a través del suelo y ambientes acuéticos, lo que
dificulta su tratamiento y eliminacion a través de procesos fisicoquimicos convencionales costosos que
buscan la reduccién a su forma menos soluble y téxica de Cr(lll) (Tandukar et al., 2009; Barrera-Diaz et al.,
2012).

Esta problematica ha conllevado a que el tratamiento de Cr(VI) sea un desafio a nivel mundial. En algunas
regiones de nuestro pais existen curtiembres artesanales cuyas aguas residuales se depositan sobre
fuentes naturales de agua como los rios, constituyéndose en un serio problema ambiental ya que se conoce
gue la utilizacién de Cr en los procesos de curtido acelera la movilidad del mismo, excediendo las tasas del
ciclo natural; el principal problema esta relacionado con la posibilidad de oxidacién de Cr(lll) a Cr(VI) a
diferentes rangos de pH (Dhal et al., 2013), lo que genera Cr(VI) en cantidades considerables que lo hace
uno de los principales contaminantes. Por otra parte, en instituciones académicas donde se genera Cr(VI)
como desecho de procesos de investigacion, este es permanentemente acumulado sin un tratamiento
adecuado. Uno de los intereses del presente estudio fue evaluar este tipo de dispositivos para enfrentar
esta problemética.

Aunque las CCMs de biocatodo han sido poco estudiadas (Tandukar et al., 2009), se han convertido en una
tecnologia potencial para la biorremediacion de este metal (Mathuriya y Yakhmi, 2014). En estos
dispositivos la reduccion de Cr(VI) a Cr(lll) ocurre bajo condiciones acidicas, en la cual los electrones
producidos en la camara andédica a partir de la oxidacion de donadores de electrones pueden promover la
reduccion del Cr(VI) en la camara catddica, generandose simultaneamente electricidad (Wang et al., 2008).
En ausencia de oxigeno, el Cr(VI) puede servir como un aceptor final de electrones en la cadena
respiratoria, en la cual enzimas solubles 0 asociadas a la membrana citoplasmaética, median el proceso de
reduccion bajo condiciones anaerdbicas. Cuando se emplea glucosa como donador de electrones el
proceso se describe de acuerdo a la Ecuacionl (Barrera-Diaz et al., 2012).

C6H1206 + 8CfO42_ (aq) T 14H20 — 8CF(OH)3(5) +100H" (aaq) T 6HCO"™ (aq) (1)

Existen diferentes mecanismos de resistencia/tolerancia al Cr que incluyen la reduccion de Cr(VI) a Cr(lll),
en las bacterias el proceso varia de cepa a cepa dependiendo de sus actividades biogeoquimicas y de los
modelos de utilizacion de nutrientes (Dhal et al., 2013). La reduccion microbiana de Cr(VIl) ha sido
investigada por diversos autores, quienes han aislado diferentes bacterias reductoras de Cr(VI) (BRC) a
partir de suelos, aguas y sedimentos contaminados con este metal (Vaiopoulou y Gikas, 2012; Perelomov y
Chulin, 2014); se destacan las investigaciones llevadas a cabo en CCMs de biocatodo con microorganismos
procedentes de aguas residuales domésticas (Wang et al., 2008), digestores anaerdbicos (Tandukar et al.,
2009), suelos contaminados con Cr(VI) (Huang et al., 2010), efluente del clarificador primario de una planta
de tratamiento de aguas residuales (Huang et al., 2011b), lodo de digestor anaerobio (Wu et al., 2015) y
cultivo de la bacteria Shewanella oneidensis MR-1 (Xafenias et al., 2013; 2014).

Estas recientes investigaciones demuestran el potencial de los microorganismos para reducir Cr(VI) por lo
que se concluye que se deben explorar diferentes fuentes de microorganismos para lograr biocatodos mas
eficientes. En esta investigacion se estudian biocatodos formados por microorganismos provenientes de
aguas del rio Pasto contaminadas con efluentes de curtiembres y de lodos sulfidogénicos de la planta de
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tratamiento de residuos sélidos de la ciudad; se ha establecido que éstos Ultimos poseen bacterias
reductoras de sulfato (BRS) que son capaces de reducir Cr(VI) a Cr(lll) debido a su analogia con el anién
sulfato (Smith y Gadd, 2000).

Diversos investigadores han logrado simultaneamente generar electricidad y remover importantes cantida-
des de este metal de la camara catddica, en distintos periodos de operacion de una CCM de biocéatodo,
considerando principalmente el pH y la concentracion inicial de Cr(VI). Por ejemplo: reducciéon hasta 100
mg/L de Cr(VI) en 150 horas y una maxima densidad de potencia (DP) de 150 mW/m? con 200 mg/L de
Cr(VI) inicial (Wang et al., 2008); 0.46 mg Cr(VI)/g VSS.h y 55.5 mW/m?(Tandukar et al., 2009); 2.4 + 0.2
mg/g VSS.hy 2.4 + 0.1 W/m® (Huang et al., 2010); 19.7 mg/L.d y 6.4 W/m*(Huang et al., 2011b); 9 de 10
mg/L en 4 horas y una maxima densidad de corriente de 32.5 mA m™ (Xafenias et al., 2013); 26% en 36
dias (Xafenias et al., 2014) y 0.66 + 0.01 mg/Lhy 9.7+ 0.4 mW/m? (Wu et al., 2015). Sin embargo, factores
como configuracion, sustratos y microorganismos no han sido valorados en su conjunto (Revelo et al.,
2013), por lo que es importante dedicar esfuerzos investigativos en estos dispositivos con el propésito no
solo de optimizar las condiciones de operacion sino también de disefiar celdas con materiales de bajo costo
empleando sustratos alternativos y microorganismos nativos. En este contexto, el objetivo de esta investiga-
cion fue remover simultaneamente materia organica, reducir Cr(VI) y generar electricidad en una CCM de
biocatodo, empleando inéculos provenientes de diferentes muestras colectadas en la ciudad de Pasto.

MATERIALES Y METODOS
Disefio de las CCMs

Se construyeron CCMs en acrilico cristal de doble camara, anddica y catédica (cada una de 343 mL),
empleando como separador un puente salino (KCI 0.25M en agar) contenido en un compartimiento de
paredes perforadas (40 mL), los electrodos (anodo y catodo) fueron barras de grafito con un érea de 16.16
cm® cada uno y para aumentar su area de superficie, estos fueron sumergidos sobre lechos de minas de
grafito con un area de 39.6 cm?. Los electrodos en ambas cdmaras se mantuvieron a una distancia de 5 cm
y fueron conectados por medio de un alambre conductor a una resistencia externa (525 Q).

Inoculacién y operacién de las CCMs

Se empled un tipo de in6culo para las camaras andédicas correspondiente a lodos anaerobios provenientes
de la planta de tratamiento de residuos sélidos de la ciudad (Relleno Sanitario Antanas - RSA) y dos tipos
de indculos para las camaras catddicas: lodos sulfidogénicos recolectados del RSA (celdas S) y aguas del
rio Pasto contaminadas con aguas residuales de curtiembres artesanales aledafias a su rivera (celdas P).
Todas las muestras fueron transportadas a los laboratorios de la Universidad de Narifio y refrigeradas hasta
su uso. Para la cdmara anddica se emplearon 300 mL de agua residual sintética descrita por Cha et al.
(2010) constituida por macronutrientes (g/L): KH,PO, (8.2), K;HPO, (7.0), NH,CI (0.1), NaHCO3; (0.2),
MnS0O,4.H,0 (100), micronutrientes (mg/L): CaCl,-6H,0 (130), FeCl; (1000), H3BO; (6), ZnCl; (70), CuCl, (2),
(NH4)6(M070; )4-4H,0 (206), AICI; (50), CoCl, (238), NICl, (24), MgCl, (100) y modificada en su fuente de
carbono, empleando glucosa en diferentes concentraciones: las celdas con una concentracion de glucosa
de 0.25 M se identificaron como S1 y P1, con 0.1 M de glucosa (S2 y P2) y con 0.05 M (S3 y P3) (Tabla 1).
Todas las camaras anddicas fueron inoculadas al 10% (v/v) con lodos anaerobios recolectados en la laguna
de igualacion del RSA.

En la camara catédica se emplearon 300 mL de una solucién catédica de macronutrientes descrita por
Huang et al. (2010) (g/L): KH,PO, (4.4), K;HPO, (3.4), NH,CI (1.3), NaHCO; (1.0), NaCl (0.5) y
micronutrientes propuesta por Cha et al. (2010) (sustituyendo el MgCl, por MgSO,-7H,0) y suplementada
con K,Cr,O7 (Cr(VI)) a 50 ppm, que para la primera serie de ensayos fue inoculada con lodo anaerobio
sulfidogénico recolectado de la piscina de sedimentacion del RSA al 10% (v/v) (Celdas S) y para la segunda
serie de ensayos con microorganismos procedentes de aguas contaminadas del rio Pasto al 10% (v/v)
(celdas P).

Periodo de aclimatacién de los electrodos y ciclos de operacion de las CCMs

Con el fin de promover la formacién de una biopelicula sobre los anodos y catodos y asi mejorar su
desempefio eléctrico (Wu et al., 2015), éstos se sometieron a un periodo de aclimatacién bajo condiciones
de anaerobiosis en beakers de 400 mL a temperatura ambiente hasta la formacion de la biopelicula,
renovando periddicamente un porcentaje de volumen de soluciones andédica y catédica y con recambio de
inoculos para cada camara. Posteriormente los bioelectrodos se introdujeron en las diferentes celdas y
estas se operaron de manera simultanea durante tres ciclos, la finalizacion de cada ciclo se establecio
cuando el voltaje fue cercano a cero, momento en el cual se adicionaron inéculos y soluciones anddica y
catodica frescas. Todas las celdas fueron operadas a temperatura ambiente y en modo batch.
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Determinacion de parametros analiticos

La cantidad de materia organica removida en las CCMs se establecié evaluando la Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO) al inicio y al final de cada ciclo, los datos se expresaron como porcentaje de remocién de
materia organica (%MO). Para el andlisis se recolectaron muestras de la camara anddica de cada celda, se
filtraron y se procesaron inmediatamente de acuerdo al método estandar 5220B, empleando un reactor de
digestion (E&Q Termoreactor). Previamente se hizo una recta de calibrado preparando soluciones del
patron primario ftalato acido de potasio en un intervalo de concentracion equivalente a 100-1000 mg O,/L.
Cada punto de la recta se midié por triplicado y los resultados se expresaron como el dato + desviacién
estandar (d.e.).

Para medir el porcentaje de reduccion de cromo hexavalente (%Cr(V1)) se cuantificé el Cr(VI) remanente en
la solucion catédica mediante el método estandar 3500D que usa la 1,5-difenilcarbazida. La determinacion
se realiz6 en muestras tomadas al inicio y al final de cada ciclo, posterior al tratamiento para cada solucion
se registro la lectura de absorbancia a 543 nm utilizando un espectrofotometro Pharo 3000. Preliminarmente
a este procedimiento se construyé una recta de calibrado preparando soluciones de K,Cr,O; en un intervalo
de concentraciones adecuado. Para la calibracién cada punto de la recta se evalud por triplicado y se
determind ademas su rango lineal, precision, exactitud, limite de cuantificacion y limite de deteccion.
Finalmente para determinar la concentracién de Cr(VI) remanente en las CCMs los datos de absorbancia se
interpolaron en la funcion lineal.

Determinacién del desempefio eléctrico

Para el analisis del desempefio eléctrico de la CCM se realizaron mediciones de voltaje sobre la resistencia
externa en circuito cerrado durante los tres ciclos de operacién, para ello se utilizaron multimetros (marca
Uni-Trend®), los valores medidos se registraron en formato digital y a partir de esos datos se calcularon
Intensidad de corriente (1), Densidad de Potencia (DP) y Eficiencia Coulémbica (EC), segun las ecuaciones
descritas por Sharma y Li (2010) y Luo et al. (2010).

Disefio Experimental y analisis estadistico

Se aplicé un disefio multifactorial categérico con tres factores y sus respectivos niveles asi: concentracion
de sustrato (0.25M, 0.1M, 0.05M), tipo de inéculo (lodos sulfidogénicos y agua de rio Pasto) y ciclo de
operacion (ciclos 1, 2 y 3). Se evaluaron 6 unidades experimentales (3 celdas S y 3 celdas P) y las variables
de respuesta fueron: %Cr(VI), %MO, DP y %EC. El analisis estadistico se hizo mediante un ANOVA
multifactorial empleando el software Statgraphics Centurion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Remocion de materia orgéanica en las CCMs de biocétodo reductoras de Cr(VI)

La concentraciéon de materia organica en la camara andédica se verificé evaluando la DQO, el balance de
masa de esos experimentos expresado como mgO,/L se muestra en la Tabla 1. En todas las celdas se
observa que la concentracién de materia organica inicial disminuyd, esta remocién demuestra la actividad
microbiana a nivel de la camara anddica llevada a cabo por los lodos anaerobios empleados. La actividad
de los microorganismos ha sido ampliamente discutida para CCMs de catodo aireado empleando diferentes
tipos de sustratos (Rabaey et al., 2003; Kiely et al., 2011; Velasquez-Orta et al., 2011). En esta investigacion
se emple6 como materia organica glucosa que puede ser degradada en sustratos no fermentables tales
como acetato o etanol, lo cual presumiblemente estimula el crecimiento de diferentes poblaciones y
explicaria la alta actividad electroquimica en el anodo, donde las bacterias exoelectrogénicas pueden
catalizar la oxidacién de materia organica a didxido de carbono, durante la transferencia extracelular de
electrones hacia el &nodo (Song et al., 2014).

Para la mayoria de las celdas el tiempo de operacién fue diferente en cada ciclo, se destaca que en general
el primer ciclo de operacién fue el mas largo (datos no mostrados), ademas estuvo influenciado por la
concentracién de glucosa en la camara anddica porque los ciclos mas largos se presentaron a menores
concentraciones de glucosa (0.05M, celdas S3 y P3) (Tabla 1). El andlisis de varianza permitié evaluar el
efecto de los ciclos, concentracion de glucosa e inéculos sobre la variable dependiente (%MO),
estableciéndose que el factor ciclo influye significativamente sobre el %MO (p < 0.05) y el andlisis de
efectos individuales mostré que los factores concentracion de glucosa y tipo de indculo lo hacen en menor
medida.
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Ademas se comprobd estadisticamente que el mayor %MO se presentd cuando la CCM se alimenté con las
menores concentraciones de glucosa: 97.9% para P3 y 91.5% para S3, durante el ciclo 1 de estas celdas,
en las que se alcanzaron los mayores valores de voltaje (Tabla 1). Sobresale que la celda inoculada con
microorganismos provenientes del agua del rio Pasto y operada con la menor concentracién de sustrato
(0.05 M) presenta el mayor % de reduccion de materia organica y el mayor periodo de operacion (1297
horas) en el ciclo 1.

Tabla 1: Desempefio de las CCMs de biocatodo reductoras de Cr(VI).

% %
e i Voltaje DP Reduccion | remocion
Celda Concentracion | No.de | Duracion | 0| navima | EC (%) | decrvi) | de MO
(M) ciclo (horas) mv) (MW/m?) (DQO en
mg O2/L)
S1 0.25 3 81 37 0.472 0.0093 49.2 35.5
Lodo
Sulfido- | S2 0.1 2 719 40 0557 | 0.1184 58.7 73.3
génico | S3 0.05 1 1062 49 0.822 1.0415 70.0 91.5
P1 0.25 1 697 99 3.393 0.0231 42.9 47.6
pgua 17pa 0.1 1 874 94 3.03 | 0.0436 609 |96.0
Pasto | P3 0.05 1 1297 88 2.671 0.9232 86.3 97.9

Estos resultados sugieren que los microorganismos muestran capacidad de aprovechar la glucosa a
distintas concentraciones y su influencia en el desempefio eléctrico en cada ciclo de operacion, los datos
indican que el incremento en la concentracién de glucosa tiene efectos sobre el desempefio de la celda;
diferentes investigadores han demostrado que altas concentraciones de sustrato disminuyen la actividad
bioelectroquimica debido a la presion osmética resultante de la fuente de sustrato concentrada, los acidos
organicos acumulados y el bajo valor de pH en el anodo (Sharma y Li, 2010; Cirik, 2014). El andlisis cinético
de la inhibicion del sustrato ha demostrado que a mayor concentraciéon se presenta menor generacion de
energia en las CCMs, ya que mas de una molécula de sustrato se une al sitio activo de la enzima, mediante
contactos al azar, lo que puede conducir a la inactivacion de las enzimas, la disminucion de la actividad de
transferencia de electrones y la baja generacion de voltaje (Sharma y Li, 2010).

En esta investigacion se observan resultados que estan en concordancia con este analisis cinético, ya que a
mayores concentraciones de glucosa disminuyen los %MO (Figura 1). Mediante el analisis de varianza se
establecio que el factor ciclo influye significativamente sobre la variable dependiente (p < 0.05) y el analisis
de efectos individuales muestra que los factores concentracion de glucosa y tipo de inéculo lo hacen en
menor medida; para confirmar el resultado anterior se realiz6 la prueba de multiples rangos demostrandose
que el ciclo 1 es el que mas influye en el %MO. A mayor duracién del ciclo mayor es la degradacién de la
MO, estos datos estdn en correspondencia con lo demostrado por Cirik (2014), quien obtuvo una
eliminacién de materia organica del 90% en un periodo de 15 dias y de 56% en 10 dias.

Combinando los diferentes factores se concluye que la mejor condicién para obtener el mayor %MO se
presenta utilizando una concentracién de glucosa de 0.05 M, en el primer ciclo y empleando como inéculo
microorganismos del agua contaminada del rio Pasto. Bajo estas condiciones fue posible reducir
significativamente el contenido de materia organica, de gran importancia para el futuro tratamiento de aguas
residuales industriales. Como consecuencia de la remocion de materia organica se generan electrones, los
cuales son colectados por el &nodo y se transfieren a la camara catddica donde se presenta el fendmeno de
la reduccion del Cr(VI).

Reduccidn de Cr(VI) en las CCMs de biocatodo

La concentracién de Cr(VI) al inicio y al final de cada ciclo de operacion en la CCM se determing de acuerdo
a la metodologia mencionada anteriormente. En el proceso de analisis se obtuvo para la recta de calibrado
un coeficiente de determinacién de r*= 0.998 y un limite de deteccién de 0,0088 ppm. En la Figura 1 se
puede observar que los %Cr(VI) son proporcionales a los %MO, los cuales a su vez dependen de la
concentracién de glucosa en la camara anddica. Estos resultados son coherentes con los mecanismos
propuestos para este tipo de dispositivos (Singh et al., 2011). Al respecto Perelomov y Chulin (2014) han
establecido que existe una asociacion directa entre la cantidad de materia organica adicionada y el grado de
reduccion de Cr(VI) y destacan que la actividad microbiana natural en muestras con materia organica,
proporciona una reduccion del 96% de los cromatos, en esta investigacion se corrobora la asociacion entre
materia organica y reduccion de Cr(VI), observandose que las celdas con menor concentracion de glucosa
(0.05 M) presentan el mayor porcentaje de reduccion de Cr(VI) y remocion de MO (Figura 1).
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Fig. 1: Valores maximos en remocion de materia organica (MO) y reduccion de
Cr(VI) utilizando como inéculos lodo sulfidogénico o agua del rio Pasto.

Se debe resaltar que la reduccion de Cr(VI) catalizada microbiolégicamente siempre requiere de la adicién
de una fuente de carbono organica externa (Wu et al., 2015). En las CCMs de biocatodo que fueron
operadas en esta investigacion se logré reducir Cr(VI) en un ambiente autotr6fico como también lo han
demostrado otros autores (Tandukar et al., 2009), en estos casos la glucosa se mantiene en la cdmara
anddica y los electrones fluyen hasta el biocatodo, donde las bacterias anaerobias pueden usar Cr(VI) como
un aceptor final de estos electrones o reducir cromato en el espacio periplasmético por hidrogenasa o
citocromo c3 (Dhal et al., 2013). El uso directo de la fuente de carbono organico en la camara catédica
aumentaria el costo y reduciria la eficiencia debido a la competiciéon por la fuente de carbono con otros
microorganismos que facilmente crecen en el ambiente heterotrofico y las BRC por la fuente de carbono
(Wu et al., 2015).

Los mayores porcentajes de reduccion de cromo los presentaron las celdas P3: agua del rio Pasto, 0.05 M
en glucosa (86,3%, 1297 horas de operacién) y S3: L. sulfidogénico, 0.05 M en glucosa (70 %, 1062 horas
de operacion), esto sugiere una alta actividad bioelectroquimica para estas celdas (Tabla 1, Figura 1).
Remociones de este orden, aunque con relativamente largos tiempos de operacion de la celda, son de gran
importancia debido al caracter toéxico de este i6n. En otras investigaciones se han obtenido eficiencias de
reduccion del orden de 97% en 50 horas en CCM con catodo de grafito y bajo similares concentraciones,
pero utilizando membrana de intercambio proténico (MIP) como separador (Wang et al., 2008). En esta
investigacién por su bajo costo se empleé el puente salino y se obtuvieron importantes %Cr(VIl) comparados
con los reportados en otras publicaciones que emplearon MIP (Tandukar et al., 2009; Huang et al., 2010;
Huang et al., 2011; Xafenias et al., 2014; Wu et al., 2015).

El andlisis de varianza para el porcentaje de reduccién de cromo mostré que los factores ciclo, inéculo y la
interaccioén ciclo-concentracion, tienen un efecto estadisticamente significativo sobre él %Cr(VI) (p < 0.05),
sin embargo, el andlisis de los efectos individuales indico que el factor ciclo produce el mayor efecto,
seguido por el factor inéculo; la prueba de mltiples rangos tanto para ciclos como para inéculos mostraron
diferencias significativas para ambos factores. Estos resultados demuestran la influencia de los ciclos
discutida anteriormente para %MO, igualmente se observa que a mayor duracion de los ciclos mayor
%Cr(VI) (Tabla 1). También se debe destacar la relevancia de los microorganismos del catodo, ya que
estadisticamente se comprob6 que los lodos sulfidogénicos realizaron un apreciable aporte en la reduccion
de cromo, aunque como se puede notar en la Figura 1, los microorganismos de las aguas del rio Pasto
presentes en la camara catddica, parecen facilitar los procesos de reduccion de Cr(VI), ya que el mayor
porcentaje de reduccion de cromo (86,3%) fue obtenido en la celda operada con este tipo de in6culo en el
primer ciclo.

En general las celdas con menor concentracion de glucosa (S3 y P3) mostraron durante el primer ciclo el
mayor %Cr(VI) con 70.0 y 86.3 % respectivamente (Figura 1), el mayor valor de la celda P3 que utiliza como
in6culo aguas del rio Pasto, puede explicarse posiblemente por la amplia diversidad metabdlica de bacterias
presentes en el agua contaminada procedente de las curtiembres aledafas.
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En esta investigacibn se muestra que bajo las condiciones experimentales propuestas, tanto los
microorganismos procedentes de las aguas del rio Pasto contaminadas con efluentes de curtiembres como
los presentes en los lodos sulfidogénicos, formaron biocatodos para la reduccién de Cr(VI). Es importante
destacar que este trabajo aporta conocimiento sobre microorganismos reductores de Cr(VI) que se
encuentran en la regién y a futuro podrian emplearse como in6culo para el tratamiento de aguas residuales.
En varios estudios se ha demostrado que salvo algunas excepciones, las bacterias aisladas a partir de sitios
contaminados con Cr(VI) son reportadas como altamente resistentes (Dhal et al., 2013), probablemente por
esta razon el mayor %Cr(VI) se obtuvo en la celda P3; sin despreciar el desempefio de las celdas S, ya que
los lodos sulfidogénicos provienen de ambientes anoxicos y enriquecidos con S0,*, donde habitan las BRS
gue son consideradas anaerobias estrictas con una amplia gama de aceptores finales de electrones
(Mérquez-Reyes et al., 2013) que pueden llevar a cabo la reduccién de Cr(VI) 100 veces mas rapido que las
BRC (Barrera-Diaz et al., 2012).

En las soluciones catoédicas inoculadas con lodos sulfidogénicos se reemplazé el MgSO,4 por MgCl, (Huang
et al., 2010), considerando que diferentes especies bacterianas pueden acumular cromo por transporte
activo de Cr(VI) por la via de sulfato, debido a que el cromato (con cuatro atomos de oxigeno dispuestos
tetraédricamente y dos cargas negativas) se asemeja al sulfato (Vaiopoulou y Gikas, 2012). Como se
mencion6 anteriormente, en esta investigacion las condiciones establecidas permitieron que los lodos
sulfidogénicos contribuyeran a la reduccion de Cr(VIl) de manera importante (Figura 1), con %Cr(VI)
cercanos a los reportados por otros investigadores quienes han empleado este tipo de bacterias en
reactores diferentes de las CCMs (Smith y Gadd, 2000; Singh et al., 2011; Pagnanelli et al., 2012; Marquez-
Reyes et al., 2013).

Es importante destacar que los consorcios microbianos provenientes de las aguas del rio Pasto y de los
lodos sulfidogénicos fueron resistentes a 50 ppm de Cr(VI), otros consorcios microbianos provenientes de
ambientes contaminados con Cr(VI) mostraron resistencias a menores concentraciones, tales como 2.6 ppm
(Marquez-Reyes et al.,, 2013) o 5 ppm y 25 ppm (Ryu et al.,, 2011). Ademas estos microorganismos
formaron biocatodos que contribuyeron a la reduccién de Cr(VI), en una solucion catddica a la cual no se le
adicionaron mediadores exdgenos de electrones. Tal como lo discuten Huang et al. (2010), la unién directa
de las células al electrodo pudo asegurar un transporte de electrones por medio de mediadores enddgenos
0 nanoconductores tipo pili. La transferencia de electrones es un aspecto a considerar en futuros estudios,
para aportar al naciente conocimiento que existe sobre biocatodos reductores de Cr(VI), sus mayores
eficiencias y ventajas en comparacion con los procesos convencionales de remediacion de sitios
contaminados con Cr(VI) (Huang et al., 2010).

Evaluacion del desempefio eléctrico de las CCMs de biocatodo reductoras de Cr(VI)

La magnitud del voltaje generado en las diferentes CCMs de biocatodo evaluadas en este estudio presento
un comportamiento similar, es decir, se observa que al inicio del ciclo el voltaje es relativamente alto y
posteriormente es fluctuante con tendencia a disminuir hasta aproximarse a cero, como se muestra en la
Figura 2 para la celda S1. Las diferencias que se presentaron entre las diversas celdas son con respecto al
tiempo de duracién de cada ciclo (discutido anteriormente), los maximos voltajes y los valores de DP y EC
(Tabla 1).
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Fig. 2: Generacién de voltaje en la CCM de biocatodo S1.
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Se debe resaltar que al cerrar el circuito y en el momento de realimentar con indculo y solucién fresca las
camaras anddica y catddica (después de cada ciclo), el voltaje maximo alcanzado para la mayoria de las
celdas fue al inicio del ciclo, sin embargo, en las celdas P2 y P3, el voltaje maximo se presentd en el
transcurso del ciclo 2 y en la celda S2 durante los ciclos 2 y 3. Los voltajes altos al inicio del ciclo pueden
corresponder al potencial acumulado en el momento de cerrar el circuito o cuando se alimenta con medio
fresco, ya que en circuito abierto los electrones no pueden fluir del &nodo al catodo y como resultado las
bacterias son incapaces de usar el &nodo como aceptor externo de electrones (Sevda et al., 2014). Otros
investigadores obtuvieron altos valores de voltaje y DP cuando las reacciones de oxidacién de la glucosa en
la camara andédica fueron dominantes, especialmente al inicio de la reaccion, evidenciandose un mayor flujo
de electrones desde el &nodo hacia el catodo (Cirik, 2014).

La fluctuacién de voltaje puede estar relacionada con la actividad microbiana en la biopelicula anddica,
donde actlan bacterias exoelectrogénicas y también las que no son capaces de transferir electrones al
anodo pero degradan la materia organica (Song et al., 2014). Segun Kiely et al. (2011) la combinacién de
poblaciones microbianas esta relacionada con los productos que se generan en el medio durante la
formacioén de la biopelicula lo que incide en la generacion de voltaje, ya que los procesos sintroficos son
claves en la exoelectrogénesis de un sustrato.

Los altos voltajes obtenidos durante el transcurso del ciclo podrian deberse a la rdpida utilizacion de
productos finales de la fermentacion por exoelectrégenos que inhiben la retroalimentacion de los consorcios
fermentativos, permitiendo un rapido metabolismo de los compuestos organicos (Kiely et al., 2011). Por otra
parte, la finalizacion de cada ciclo se establecié por la disminucion de voltaje hasta un valor minimo, con
relaciéon a esto Picioreanu et al. (2010) interpretan que cuando se consume el sustrato adicionado no se
podria presentar una caida de voltaje a cero ya que se conserva la actividad microbiana debida al
metabolismo enddgeno o a la degradacion de un sustrato intracelular almacenado.

Un parametro importante para el analisis del desempefio eléctrico es la DP, la cual refleja la generacién de
voltaje con relacidn al area de los electrodos de la celda. En la Tabla 1 se muestra qzue en el primer ciclo de
la celda P1 (agua del rio Pasto, 0.05 M) se alcanza una méaxima DP de 3.3 mW/m~. Otras investigaciones
muestran diferentes resultados, por ejemplo, Xafenias et al. (2013) en el proceso de reduccion de Cr(VI)
empleando una CCM de biocatodo constituida por una MIP y que usa como fuente de carbono lactato,
lograron una DP de 1.7 mw/m? que es menor a la conseguida en esta investigacion, sin embargo, Tandukar
et al. (2009) en el procedimiento de reduccién del Cr(VIl) mediante una CCM de biocatodo, (MIP, acetato),
obtuvieron una DP méxima de 55.5 mW/m?, que es significativamente mayor. Por Gltimo, en la investigacion
de Singhvi and Chhabra (2013) para la reduccién de Cr(VI) mediante una CCM de doble camara con puente
salino, catodo abiético y usando biomasa de algas en la camara anddica, lograron una maxima DP de 207
mw/m?, gue igualmente es mucho mayor a la alcanzada en esta investigacion.

Eficiencia couldmbica de las CCMs de biocatodo reductoras de Cr(VI)

La EC es otro parametro que se utiliza para el analisis del desempefio eléctrico de una CCM y cuantifica la
produccion de corriente eléctrica durante todo el ciclo, a diferencia de la DP cuya medicion refleja la
generacion de voltaje en un solo punto del ciclo. El calculo de la EC se basa en determinar la carga eléctrica
gue circula por la resistencia externa con relacién a la carga generada en la camara anddica, la que se
establece a partir de la remocién de materia organica al final del ciclo. Los maximos valores de EC
obtenidos en las celdas de este estudio se muestran en la Tabla 1.

En esta investigacion la maxima EC se logré en el primer ciclo de la celda S3 (1.04%), este valor es bajo si
se compara con lo publicado por Li et al. (2008) quienes obtuvieron una EC de 12% en una CCM reductora
de Cr(VI) de catodo abiético. Es conocido que la EC estd asociada a las diferentes condiciones de
operacion de la celda, como pH (Singhvi and Chhabra, 2013), tipo de electrodos (Hou et al., 2012),
separador (Sharma y Li, 2010) y diferentes inéculos (Choi et al., 2003), que afectan la resistencia interna de
las celdas En este trabajo se demuestra que es posible la generacién de electricidad (aunque baja)
utilizando CCMs de biocatodo fabricadas con elementos de bajo costo. Se destaca que la maxima EC se
alcanzé en la celda S3 (ciclo 1) y la maxima DP se logré para la celda P1 (ciclo 1) (Tabla 1), como se
mencion6 anteriormente esto se puede explicar porque el calculo de la EC involucra el tiempo de duracion
del ciclo que fue mas largo para el caso de la celda S3, mientras que el calculo de la DP es una medida
puntual.

Como se puede observar en la Tabla 1, la EC de algunas CCMs esta directamente relacionada con la

remocion de materia organica, de manera que a mayor %MO mayor EC, que es analogo con lo publicado
por Cirik, (2014). Sin embargo en este estudio valores altos de %MO necesariamente no implicaron valores
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altos de EC, lo que podria explicarse por el bajo desempefio eléctrico de las celdas que revela un escaso
flujo de los electrones liberados en el anodo y que circulan por el circuito externo de la celda que ocasionan
valores significativamente bajos de corriente eléctrica. Diferentes autores sefialan particularidades que
podrian afectar la circulacion de los electrones en la celda, entre ellas: la ineficiencia del puente salino (Li et
al, 2010), la existencia de otros aceptores finales de electrones, material y porosidad del electrodo, entre
otros (Chae et al., 2009; Li et al., 2010).

El analisis de varianza realizado para la EC, indicé que la concentracién de glucosa en la camara anddica,
es el factor que tiene un efecto estadisticamente significativo (p< 0.05) sobre esta variable. Las celdas S3 y
P3 con la menor concentracion de glucosa mostraron losvalores mas altos de EC (1.0415% y 0.9232%
respectivamente), mientras que las celdas S1(sulfidogénico, 0.25 M) y P1(agua del rio Pasto, 0.25 M) con
mayor concentracion de glucosa presentaron valores mas bajos de EC (Tabla 1). Esta tendencia se
confirm6 mediante la prueba de mudltiples rangos, se observé que existen dos grupos homogéneos que
pertenecen a las celdas con concentraciéon de glucosa (0.25M y 0.1M) que no presentan diferencias
estadisticamente significativas y que producen una EC similar, mientras que las celdas con menor
concentracién de glucosa (0.05 M) fueron las que generaron la mayor EC. Este comportamiento se podria
valorar igualmente con base en el andlisis cinético realizado para explicar el efecto de la concentracion de
glucosa sobre el %MO. Sharma y Li (2010) determinaron la EC en una CCM de camara sencilla, utilizando
como fuente de carbono glucosa demostrando que los valores de EC decrecen significativamente al
aumentar la concentracion de materia organica, lo que limita la generacion de energia en la CCMs. En esta
investigacion logro obtener una EC méxima de 19% utilizando glucosa a una concentracion 0.5 M.

Se debe considerar que la eficiencia de la glucosa como combustible es baja, debido a que es un sustrato
fermentable y en su proceso de degradacion participan diversos metabolismos competitivos (Chae et
al,2009; Sharma y Li, 2010). Ademas, se ha discutido que en la camara anddica se presentan vias
metabdlicas que consumen electrones, siendo la metanogénesis una de las mas importantes ya que mas
del 26% del total de electrones se pierden durante esta via, sin embargo, aun se debe explorar cémo
suprimir la produccién de metano en una CCM (Tandukar et al., 2009).

Finalmente es importante resaltar que el ciclo mas largo lo present6 la celda P3, experimentando
igualmente el maximo %Cr(VI) (86.3%), maximo %MO (97.9%) y una EC relativamente alta (0.92%) (Tabla
1), que coincide con lo reportado por Cirik (2014). En el primer ciclo de la celda S3, utilizando glucosa en
menor concentracion, las bacterias generaron electricidad y hubo apreciable remocion de materia organica y
Cr(VI), sin embargo, pese a la adicion de sustrato fresco en los ciclos 2 y 3, en esta celda no se
determinaron los valores de EC debido al bajo voltaje generado (datos no mostrados), aparentemente en
estos ciclos las bacterias mantuvieron un metabolismo endégeno con baja generacién de voltaje, sin
aprovechar el sustrato para la generacion de electricidad. Estos resultados particulares y los discutidos
previamente demuestran la incidencia del in6culo sobre el desempefio de la CCM vy revelan la importancia
de llevar a cabo futuros estudios relacionados con la estructura y dinamica poblacional de las comunidades
microbianas de las biopeliculas establecidas en los electrodos.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta investigacién demuestran que utilizando CCMs de biocatodo reductoras
de Cr(VI) construidas con materiales de bajo costo fue posible eliminar materia organica, reducir Cr(VI) y
generar simultdneamente electricidad.

Los altos porcentajes de biorremediacion microbiana de cromo hexavalente (86,3 %) y glucosa (97,9 %)
logrados en este trabajo son un primer paso no solo hacia la formulacién de estrategias para convertir la
reduccion de Cr(Vl) a Cr(lll), el cual es relativamente insoluble, ambientalmente amigable y
considerablemente menos toxico, sino también una forma de disminuir el impacto ambiental de los
desechos orgéanicos generados por la industria.

Se logrd determinar que el %MO y la EC dependen de la concentracion de la fuente de carbono. En este
trabajo se establecio que la EC aumenta al disminuir la concentracion de glucosa. Bajo las condiciones de la
celda se determind que a la menor concentracion de sustrato utilizada (0.05 M de glucosa) se generé la
méxima EC (1.0415%, celda S3).

El aprovechamiento de consorcios microbianos que se encuentran en la regién es de gran relevancia para
futuras investigaciones que involucren estudios genéticos de las bacterias y en su aplicacion practica en
celdas reales que usen sustratos complejos (desechos liquidos de la industria) ya que en esta investigacion
se demuestra que el inéculo incide en el desempefio de la celda.

Informacién Tecnoldgica — Vol. 26 N° 6 2015 85



Uso de Microorganismos Nativos en la Remocion Simultanea de Materia Organica y Cr(VI) Revelo

En el dispositivo ensamblado se logr6é reducir en corto periodo de tiempo materia organica (glucosa) y
Cr(VI), sin embargo, la mayor EC (1,0415%) que se obtuvo en la celda S3 a una concentracion de glucosa
de 0.05M, no es suficientemente alta para postular la CCM como una alternativa energética, esto demuestra
gue de los electrones liberados en la camara anddica muy pocos llegan al electrodo, por lo tanto se debe
profundizar en el entendimiento de los mecanismos involucrados y en los factores que influyen en la
resistencia al flujo de electrones de la celda, un aspecto importante en su comportamiento eléctrico.
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