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ABSTRACT. “Electroactive microorganisms in coffee
processing wastewater (iron redox processes).”
Introduction: Wastewater is often a good source for
electrogenic bacteria, which are essential for Microbial
Fuel Cells (MFCs). The electrons they release while
metabolizing organic matter is evidence of their
electrogenic capacity. Objective: To evaluate the iron-
reducing capacity of bacteria isolated from coffee
wastewater. Methods: We isolated morphologically
distinct facultative bacteria from the anode electrode of
MFCs, with coffee mill wastewater as our substrate. We
did a preliminary identification with the Biolog GEN Il
system (Biolog Inc. Hayward, CA, USA). To assess the
conversion of iron (lll) to iron (l) by the isolated bacteria,
we tested iron (lll) citrate, iron (lll) chloride, and iron (lIl)
oxide. For comparison, we used S. oneidensis as a positive
control in our experiments. Results: We identified eight
bacterial isolates with a predominance of non-sporulated
Gram positive bacilli morphology. They have reductive
activity of iron compounds, giving the best conversion
percentages from Fe3* a Fe?* for iron oxide (Ill). The
isolate coinciding with the genus Citrobacter (SB), the only
Gram negative bacillus, obtained iron conversion
percentages higher than 1,0% in the three iron
compounds (maximum: 4,3%). Conclusion: In the residual
water from the coffee process, there are bacteria with
electrogenic capability that could be used in Microbial
Fuel Cells.

Keywords: Microbial Fuel Cell, electrogenic, bacteria,
wastewater, iron reduction.

RESUMEN. Introduccidn: Las aguas residuales a menudo
son una buena fuente de bacterias electrogénicas,
esenciales para las Celdas Microbianas de Combustible
(CMC). Los electrones que liberan al metabolizar la
materia organica son evidencia de su capacidad
electrogénica. Objetivo: Evaluar la capacidad de
reduccién de hierro de las bacterias aisladas de las aguas
residuales del café. Métodos: Aislamos del electrodo del
anodo de las CMC  bacterias facultativas
morfolégicamente diferentes, utilizando agua residual de
un beneficio de café como sustrato. A estas bacterias les
realizamos una identificacion preliminar por el sistema
Biolog GEN IIl (Biolog Inc. Hayward, CA, EE. UU.).
Determinamos el porcentaje de conversién de Fe3* a
Fe?* por parte de las bacterias aisladas en citrato de
hierro (ll1), cloruro de hierro (lll) y 6xido de hierro (ll1);
empleamos Shewanella oneidensis como control positivo
en los ensayos. Resultados: Obtuvimos ocho aislamientos
bacterianos con predominancia de morfologia de bacilos
Gram positivos no esporulados. Hubo actividad reductiva
en los compuestos de hierro, con mejores porcentajes de
conversion de Fe3* a Fe?t en el 6xido de hierro (lll). El
aislamiento coincidente con el género Citrobacter (SB),
Unico bacilo Gram negativo, tuvo porcentajes de
conversion de hierro superiores a 1,0% en los tres
compuestos de hierro (maximo 4,3%). Conclusion: En el
agua residual del proceso de café, existen bacterias con
capacidad electrogénica que podrian utilizarse en Celdas
Microbianas de Combustible.

Palabras clave: Celdas Microbianas de Combustible,
electrogénico, bacteria, agua residual, reduccion hierro.

La creciente demanda de fuentes de energia limpia y la necesidad de una correcta
disposicion de residuos industriales y domésticos de origen organico, ha proyectado a las Celdas
Microbianas de Combustible (CMC) como una tecnologia de gran potencial para cumplir ambos
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propdsitos, al ser un sistema bioeléctrico en el que las bacterias transforman en energia eléctrica la
energia quimica almacenada en los compuestos organicos (Obileke et al., 2021; Palanisamy et al.,
2019; Santoro et al., 2017). Las CMC contienen un anodo y un catodo, en el anodo se da, bajo
condiciones anaerobias, la oxidacién de materia organica por parte de bacterias, liberando
electrones a través de sus cadenas respiratorias hacia el electrodo del anodo que se movilizan por
medio de cables conductores de electricidad hacia el electrodo del catodo (Liu et al., 2018), que
puede estar en un compartimiento con una disolucién catédica (Figura 1A) o ser un electrodo
expuesto al aire (Figura 1B) (Kumar et al., 2019).
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Fig. 1. Diagramas de dos tipos de celda microbiana de combustible (CMC). A) CMC de dos
compartimientos con cdmara anddica y catddica. B) CMC de un compartimiento con electrodo del
catodo al aire. Elaboracion propia.

Esta capacidad electrogénica de las bacterias ha supuesto una interesante posibilidad para
aplicaciones sostenibles, como la obtencién de energias limpias y el tratamiento de residuos y
contaminantes (Gildemyn et al., 2017; Gu, 2003; Hong & Gu, 2010; Rosenbaum & Henrich, 2014;
Yasri et al., 2019).

El aislamiento de bacterias electrogénicas se ha realizado en diferentes ambientes y se han
probado en un gran nimero de sustratos, como las aguas residuales de la agricultura (Ha et al.,
2012), de la cerveceria (Feng et al., 2008; Wen et al., 2009), de la industria del chocolate (Patil et al.,
2009), por mencionar algunos ejemplos (Gude, 2016). Este origen tan diverso ha permitido el
aislamiento de una gran diversidad de géneros de bacterias con capacidad de transferir los
electrones, generados del proceso metabdlico, al electrodo del anodo de la CMC; bacterias como la
Shewanella oneidensis se ha estudiado ampliamente y se emplea como bacteria modelo para
sistemas de transferencias de electrones.

La S. oneidensis tiene la capacidad de reducir compuestos solubles de manera directa por
medio de citocromos tipo ¢ expuestos en la superficie celular (Breuer et al., 2015; Fennessey et al.,
2010), ademas se ha observado que la bacteria tiene la capacidad de reducir compuestos sélidos
como el éxido de hierro (Ill) y que el proceso no se realiza de forma directa como se habia creido
por mucho tiempo, si no que la reduccion se da por un proceso complejo, que incluye la produccion
de siderdforos que permiten la solubilizacidn de estos dxidos insolubles (Fennessey et al., 2010).

Las aguas residuales del beneficiado de café como nicho para la busqueda, de bacterias
electrogénicas, es prometedora, ya que este sustrato presenta una alta carga organica con
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capacidad para emplearse en CMC y obtener energia eléctrica como valor agregado durante su
tratamiento bioldgico. Ademads, un factor importante a considerar es el pH que presenta el agua
residual de este proceso (pH 3-5) (Cardenas et al., 2022), lo que limita las especies bacterianas
capaces de vivir en esas condiciones. Asi, el empleo de bacterias electrogénicas nativas, adaptadas
a las condiciones de las aguas residuales beneficiaria el proceso, ya que uno de los factores mas
importantes para un buen rendimiento en las CMC es que las bacterias sean capaces de degradar el
sustrato disponible (Obileke et al., 2021). Se han tenido indicios de bacterias electrogénicas
presentes en aguas residuales de café, lo que motiva un estudio mas amplio de la microbiota de
este sustrato (Cardenas et al., 2022; Castro, 2019).

Esta investigacion evalla la capacidad reductora de las bacterias en tres diferentes
compuestos de hierro (lll) por parte de bacterias aisladas del electrodo del anodo de CMC
provenientes de agua residual del beneficiado de café. La capacidad de las bacterias de reducir Fe3*
seria una evidencia de la posibilidad de liberar electrones al metabolizar la materia organica y
generar energia eléctrica en una CMC.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de las CMC: Utilizamos agua residual de café procedente del beneficio de
Coopetarrazu recolectada la noche antes de la implementacion de las CMC, tamizamos el agua y la
almacenamos en congelacion a -17 °C hasta su uso. Empleamos CMC de dos compartimentos
separados por una membrana semipermeable (Nafion®). Utilizamos electrodos en forma de hisopos
de fibra de grafito en el anodo, en el caso del catodo se usd tela de grafito de forma circular.

Para el aislamiento de las bacterias realizamos dos ensayos en las CMC en enero, 2021 (tres
CMC) y febrero, 2021 (dos CMC). En el anodo colocamos agua residual del beneficiado de café
(120mL) a temperatura ambiente en un sistema anaerobio y en el catodo 120 mL de amortiguador
de sales de fosfato (pH= 7), la duraciéon del ensayo fue de cinco dias. Aislamos las bacterias presentes
en el electrodo del dnodo, en camara de flujo laminar utilizando hisopo estéril. Se muestred la
superficie del electrodo del anodo y se rayd en medio de cultivo. Empleamos los medios Agar MRS,
Agar Nutritivo, Agar MacConkey y medio agar Pseudomonas cetrimida; incubamos inicialmente en
una jarra de anaerobiosis Thermo Scientific™ Oxoid de 2,5 litros y una vez puras se crecieron en
condiciones aerobias con el fin de seleccionar bacterias anaerobias facultativas.

Caracterizacion del sustrato: Para realizar el analisis de DQO utilizamos el equipo de la casa
comercial HATCH y suplementos de la casa comercial Wissenschaftlich-Technische Werkstatten
(WTW), empleando el reactor modelo DRB 200 de HACTH Company con tubos de reactivo para un
rango de concentracién de 0-1500mg/L DQO de WTW. Como disolucién patrén utilizamos ftalato
acido de potasio (KHP) (1,224g/mL), y como blanco agua destilada. Para la determinacién de
azucares simples enviamos las muestras al laboratorio Quimico de Alimentos del Centro Nacional
de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CITA) de la Universidad de Costa Rica. La determinacién de
contenido de lignina, celulosa y hemicelulosa fue realizada por Centro de Investigacién en Nutricién
Animal (CINA) de la Universidad de Costa Rica.

Identificacion de los aislamientos bacterianos: A los aislamientos puros se les realizaron
pruebas de Gram, catalasa y oxidasa y se identificaron preliminarmente a nivel de género mediante
el sistema Biolog GEN Il (Biolog Inc. Hayward, CA, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del
fabricante. El procedimiento de inoculacién se basé en el método original de microplaca GEN llI
(Biolog™). Transferimos las colonias bacterianas al fluido de inoculacién A (IFA) con un hisopo de
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algodén estéril para generar suspensiones de células bacterianas, cuya transmitancia se ajustd entre
80% y 90% mediante un turbidimetro (Biolog™). Luego, dispensamos 100uL de la suspension celular
en cada pocillo. Leimos la absorbancia de cada pocillo de las microplacas inoculadas a 590nm en un
Biolog (Biologic MicroStation™), a 24h y 48h. Los resultados se interpretaron con el software del
sistema de identificacion (base de datos GEN Ill, versidon 2.8.0). Cuando no fue posible la
identificacion con el Biolog, utilizamos el sistema VITEK® MS (BIOMERIEUX) para lo cual enviamos
las muestras a la Facultad de Microbiologia de la Universidad de Costa Rica.

Prueba de reduccion de Fe (lll): Empleamos una disolucion base que contiene: NH,Cl
(0,46g/L), MgSO, - 7H,0 (0,12g/1), (NH,),S0, (0,22g/L), K,HPO, (40g/L)y KH,PO, (42 g/L) a la
que le agregamos 5mL/L de una disolucion de minerales que contiene: MnCl, - 4H,0 (0,11g/L),
CoCl,-6H,0 (0,17g/L), ZnCl,(0,13g/L), CuSO,-5H,0 (0,036g/L), KAIl(S0,),-12H,0
(0,0055g/L), H;BO5 (0,0054g/L), NiCl, (0,13g/L), Na,WO, - 2H,0 (0,022g/L) y 5mL/L de una
disolucién de vitaminas que contiene: Vitamina B6 (0,021g/L), hidrocloruro de tiamina (0,012g/L),
acido nicotinico (0,0054g/L), vitamina B12 (0,0001g/L), 4cido para-aminobenzoico (0,011g/L); como
fuente de carbono se empled una disolucion de glucosa (0,25mol/L). Para las pruebas utilizamos
disoluciones de: FeCl; (0,020mol/L), citrato de hierro (Ill) (0,020mol/L) y 6xido de hierro (lll)
aproximadamente (0,00100g) como fuentes de iones Fe3*.

Los ensayos los realizamos por triplicado empleando 8mL del medio (disolucién base con
vitaminas y minerales), 3,2mL de la disolucion de glucosa, 4,0mL de la disolucién de hierro (lll), en
el caso de los ensayos con 6xido de hierro (lll) agregamos el sélido y 4mL de agua; por ultimo,
inoculamos con 800uL de la bacteria crecida por 24h en medio LB, generamos un ambiente
anaerobio burbujeando N, por un periodo de 5 min; con un pH entre 6-7 en los ensayos. Como
control negativo utilizamos las mismas cantidades mencionadas anteriormente y sustituimos el
volumen del indculo por agua. Realizamos un segundo control de crecimiento de indculo bajo las
mismas condiciones que en los demas ensayos, pero sin el compuesto de hierro. Como control
positivo utilizamos S. oneidensis por ser una bacteria electrogénica, reemplazando la glucosa por
lactato de sodio (0,2 mol/L) como fuente de carbono. El experimento permanecié a 30°C durante 5
dias, con una agitacion diaria.

Determinamos el crecimiento bacteriano mediante la densidad dptica de los cultivos
medida en equipo espectrofotdmetro UV-Vis (Thermo Scientific™ Evolution 201) por triplicado con
celdas de plastico con camino dptico de 1cm y una longitud de onda de 600nm.

Anadlisis de datos: La cantidad de hierro (Il) generada por cada una de las bacterias, fue
determinada utilizando el método colorimétrico hierro-ortofenantrolina, empleando una curva de
siete patrones (0,1-1,5mg/L). Realizamos las mediciones en un equipo espectrofotémetro UV-Vis
(Thermo Scientific™ Evolution 201) con celdas de plastico con camino éptico de 1cm y con una
longitud de trabajo de 510nm.

Con los patrones realizamos una curva de calibracién de la absorbancia versus la
concentracién y calculamos la linea de mejor ajuste, interpolando en esta obtuvimos las
concentraciones de hierro (ll), realizamos la correccién del control negativo. Calculamos el
porcentaje de conversidn de hierro (l1) a hierro (ll). Para las pruebas estadisticas usamos R (version
4.0.2) y R Studio (version 2021.09.2+382). Para la elaboracién de los graficos utilizamos las librerias
ggplot, dplyr, hrbrthemes y viridis. Con la libreria agricolae realizamos el andlisis de varianza
(ANOVA) de dos colas y la prueba HSD de Tukey.
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RESULTADOS

Caracterizacion de agua residual de Café: La Tabla Al (apéndice) muestra que el agua
residual del beneficiado de café presenta una demanda quimica de oxigeno alta, lo que implica una
gran cantidad de materia organica disponible, siendo mayormente material fibroso, ademas el agua
residual presenta un pH acido.

Identificacion de los aislamientos bacterianos: Obtuvimos ocho morfotipos bacterianos
(Figura 2), de los cuales cinco corresponden a bacilos Gram positivos no esporulados, coincidentes
con los géneros Weissella (MD), Lactobacillus (GP, PB, EP) y una bacteria acido lactica (BAL) no
identificada; un bacilo Gram positivo esporulado correspondiente a Bacillus (DB), un coco Gram
positivo coincidente con genero Aerococcus (Bl) y un bacilo Gram negativo identificado como
Citrobacter (SB) (Tabla 1).

Fig. 2. Aislamientos provenientes del agua residual del beneficiado de café, recolectados del dnodo
de la CMC. BI, EP, GP, MD, MI, PB en medio MRS; SB en medio MacConkey; DB en agar nutritivo.

Tabla 1
Caracterizacion e identificacion de los aislamientos provenientes del agua residual del beneficiado de café, recolectados
del anodo de la CMC

Caracterizacion

Aislamiento Catalasa  Oxidasa Morfologia Identificacion
Mi - - Bacilo Gram positivo BAL
Bl - - Coco Gram positivo Aerococcus sp.
MD - - Bacilo Gram positivo Weissella sp.
GP - - Bacilo Gram positivo Lactobacillus sp.
EP - - Bacilo Gram positivo Lactobacillus sp.
PB - - Bacilo Gram positivo Lactobacillus sp.
DB + - Bacilo Gram positivo, esporulado Bacillus sp.
SB - Bacilo Gram negativo Citrobacter sp.

BIl, EP, GP, MD, Ml, PB en medio MRS; SB en medio MacConkey; DB en Agar nutritivo.
BI, GP, EP, PB SE identificaron por sistema BIOLOG GEN lIl; DB, SB, Ml se identificaron por sistema VITEK® MS
(BIOMERIEUX)
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Reduccion de compuestos de hierro por parte de las bacterias aisladas: Mostramos en
Figura 3a y 3b que, en la mayoria de los casos, las bacterias crecieron mas en el medio control, que
no contiene los compuestos de citrato de hierro (lIl) y cloruro de hierro (lll), este comportamiento
no se cumplid para S. oneidensis y la bacteria SB, las cuales crecieron mejor en presencia de hierro.
Por otro lado, como observamos en la Figura 3c, el crecimiento de las bacterias en el medio en
ausencia y presencia de oxido de hierro (lIll) fue similar. Las Figuras 3a, 3b y 3¢, muestran que el
crecimiento de la S. oneidensis fue mucho menor al de las otras bacterias, tanto en el medio control
como en el medio con los compuestos de hierro.

Las comparaciones mostradas en la Figura 4, se realizan sobre los datos de conversion sin
normalizar, ya que no era posible hacer una estandarizacién en este estudio. La Figura 4a muestra
que el porcentaje de conversion de Fe3* a Fe?* en el citrato, fue significativamente superior
(p<0,05) para S. oneidensis, a pesar del poco crecimiento observado. Asimismo, se destaca que la
bacteria EP presenta una de las mayores conversiones de Fe3* a Fe?*, entre las bacterias aisladas,
al utilizar citrato de hierro (lll) como fuente de hierro.

En cuanto a la conversion de Fe3t a Fe?*en el cloruro de hierro (I11), mostrada en la Figura
4b, las bacterias se clasifican en tres grupos significativamente diferentes segun la prueba de Tukey
(Figura 4b), siendo el aislamiento SB el que presentd una conversion significativamente mayor a las
demas bacterias (p<0,05). Los aislamientos GP y PB también logran una conversion
significativamente mayor a las otras seis bacterias.

Al utilizar éxido de hierro (lll) como fuente de hierro (lll), Unicamente el aislamiento SB
muestra una reduccién de Fe3* a Fe?* significativamente diferente (p<0,05) y superior a las demas
bacterias (Figura 4c), conviene resaltar que los crecimientos en este sustrato fueron similares para
todas las bacterias, Unicamente la S. oneidensis presenta un crecimiento muy bajo comparado al
resto (Figura 3c).
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Fig. 3. Comparacién de crecimiento de las bacterias en presencia de diferentes compuestos de hierro.
Ensayo con a) citrato de hierro (lll), b) cloruro de hierro (lll) y c) éxido de hierro (lll). Cada barra de error
(n=3) se presenta con un nivel de confianza del 95%.
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Figura 4. Conversion de Fe3* a Fe?™ por parte de las bacterias aisladas en los diferentes

compuestos de hierro empleando medio minimo. Porcentaje de conversién de las
bacterias en a) citrato de hierro (lll). b) cloruro de hierro (lll). c) éxido de hierro (lll).
Cada barra de error (n=3) se presenta con un nivel de confianza del 95%. Valores
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promedios se muestran con el limite de confianza al 95%. Valores con diferentes
letras denotan diferencia significativa en cada ensayo con p<0,05 (HSD Tukey).

En la Tabla A2 (apéndice) presentamos la conversion de Fe3t a Fe?* para cada bacteria en
los tres sustratos de hierro (lll) empleados. El analisis de varianza que realizamos para comparar el
% de reduccion de cada especie en los tres compuestos de hierro, indica que las bacterias DB, Ml y
PB presentan un comportamiento semejante para los tres compuestos de hierro, sin mostrar una
inclinacién particular. Por otra parte, las bacterias GP, MD y SB muestran una predilecciéon por
reducir el éxido de hierro (lll) presentando valores significativamente superiores (p<0,05) para este
compuesto.

Por otra parte, el aislamiento Bl presenta valores de reduccién de Fe3* a Fe?*
significativamente diferentes para los tres compuestos de hierro (lll), con el mayor porcentaje de
reduccion sobre el 6xido de hierro (lll). De manera similar ocurre en el caso de EP y S. oneidensis,
quienes muestran procentajes de conversiones significativamente diferentes para todos los
compuestos empleados, con los mayores porcentajes de reducciéon para el citrato de hierro (lll).

DISCUSION

El agua residual del beneficiado de café tiene mucha materia orgdnica que las bacterias
podrian emplear para sus procesos metabdlicos, sin embargo, al analizar el tipo de carbohidrato
presente resalta que los azucares sencillos, que son los que emplean mayormente las bacterias, son
escasos en este residuo (Sanchez-Santillan & Cobos-Peralta, 2016; Viviano et al., 2011). Observamos
una gran cantidad de contenido fibroso que no todo tipo de microorganismo es capaz de degradar
(Sdnchez-Santillan & Cobos-Peralta, 2016; Viviano et al., 2011), lo que, sumado al hecho de que el
agua residual tiene un pH acido, explica la poca variabilidad de microorganismos aislados.

Por otro lado, al aislar especificamente microorganismos anaerobios facultativos, disminuyd
la cantidad de géneros aislados. La mayoria de los géneros encontrados estan relacionados entre si,
Aerococcus, Weissellla y Lactobacilus son parte de las BAL, que poseen capacidad de crecimiento en
condiciones acidas (Carr et al., 2002; Erkmen, 2022). Estos hallazgos son congruentes con
investigaciones anteriores donde se lograron aislar bacterias del género Lactobacillus y Enterobacter
en este tipo de sustrato (Castro, 2019; Villegas, 2020).

Del género Lactobacillus se han encontrado varias especies con capacidades electrogénicas
como L. bulgaricus (Arbianti et al., 2013); L. pentosus (Vilas et al., 2019), L. casei y paracasei
(Darmawan et al., 2018; Nastro et al., 2015), L. plantarum (Ganzorig et al., 2023); L. reuteri y L.
rhamnosus (Tahernia et al., 2020); lo que respalda el hallazgo de bacterias con capacidades
electrogénicas en los aislamientos analizados.

Al analizar la conversién de Fe3* a Fe?* por parte de las bacterias, usando como fuente de
hierro el citrato se deben tener algunas consideraciones, primeramente que el citrato es uno de los
guelantes mas empleados por bacterias en la captacion de hierro (lll) para la realizacién de sus
funciones vitales, se conoce que el hierro estd involucrado en muchos procesos fundamentales de
las bacterias y de otros organismos (Banerjee et al., 2016).

Por otro lado es importante tener presente que el complejo Fe3*-citrato es dependiente
del pH del medio en que se encuentra, investigaciones han mostrado que a valores neutros de pH
el complejo se presenta principalmente como [Fe(Cit),]> un ion de tamafio medio
((NH4)5[Fe(Cit)2)] -2H,0,V: 553.8 A3) en comparacién a otras formas del complejo Fe3*-
citrato (Fukushima et al., 2012; Gautier-Luneau et al., 2005; Vukosav et al., 2012).
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Las bacterias DB, EP, SB, Ml y PB muestran un mejor crecimiento en presencia de citrato de
hierro (ll1), lo que a su vez se refleja en la capacidad reductiva que presentan, aunque el porcentaje
de conversién de Fe3™ a Fe?' no es tan alto comparado con la conversién mostrada por S.
oneidensis. Este comportamiento puede deberse a la absorcién de una porcidn del citrato de hierro
(1) por parte de estas bacterias, o a que la forma del complejo les dificulte la conversion, lo que
contrasta con S. oneidensis la cual ha mostrado una capacidad reductiva muy eficiente en presencia
de citrato de hierro (lIl) (Bennett et al., 2015; Coursolle & Gralnick, 2010).

S. oneidensis utiliza un tipo de intercambio de electrones directo y externo facilitado desde
el interior de la célula, donde los electrones generados en el metabolismo son movilizados por la
menagquinona (coenzima) al complejo citocrdmico CymA ubicado en el lado interno de la membrana,
los electrones se transfieren desde este punto a MtrA (citocromo periplasmatico) y finalmente a
citocromos terminales MtrC y Omc que reducen el citrato de hierro por contacto directo (Liu et al.,
2020; Yin et al., 2022).

Para comprender los resultados obtenidos en la conversién de Fe3* a Fe?* por parte de
las bacterias, al utilizar como fuente el cloruro de hierro (lll), es importante tomar en cuenta que,
en ambientes acuosos, el cloruro de hierro forma una esfera de hidratacion que segun la
concentracién, puede llegar a presentar una doble capa acuosa que puede constar de seis moléculas
de agua en la primera esfera y cinco mas en la segunda con la presencia de un ion cloruro (Persson,
2018; Smirnov & Grechin, 2019).

Esta conformacién, podria limitar la reduccion del hierro por las bacterias ya sea por método
directo de entrega de electrones, o por mecanismos como el uso de mediadores o estructuras como
pilis bacterianos (Thapa et al., 2022), esto podria explicar por qué las bacterias Bl, DB, EP, MD, Ml y
S. oneidensis presentan una conversidon baja para este compuesto a pesar de su solubilidad. Sin
embargo, es importante sefalar que, bajo las mismas condiciones, las bacterias GP, PB y SB lograron
reducir mayor cantidad el cloruro de hierro (lll) que las demas bacterias, siendo SB la que presentd
mejor porcentaje de conversion, esto podria indicar que el método de transferencia de electrones
en estas bacterias es mas eficiente.

Los mejores rendimientos de reduccién de Fe3*t a Fe?" se dieron con el Fe,0s que es un
solido poco soluble. Segun las pruebas de Tukey para este ensayo, observamos que Unicamente la
bacteria SB logré un rendimiento significativamente diferente a las demas, estos resultados nos
indican que las bacterias tienen la capacidad de reducir productos insolubles ya sea por
transferencia directa de electrones, con mediadores o solubilizando primero el éxido para su
posterior reduccién como se ha observado en bacterias como S. oneidensis (Fennessey et al., 2010;
Kirchhofer et al., 2017; Thapa et al., 2022).

Si bien la bacteria S. oneidensis pareciera tener bajo rendimiento en la reduccién del Fe3*
a Fe?™, probablemente se deba a la poca biomasa obtenida por la bacteria durante el estudio, lo
que hace que la comparacion de los resultados sin estandarizar no permita visualizar un resultado
facilmente comparable con las demas bacterias empleadas en el experimento. Esta bacteria se
utiliza como control positivo, ya que presenta distintos mecanismos para la reducciéon de
compuestos (Beblawy et al., 2018; Thapa et al., 2022).

Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos dan indicios de la capacidad de las
bacterias de liberar electrones al metabolizar la fuente de carbono empleada y de esta forma lograr
la reduccion de Fe3* a Fe?™. Las bacterias Bl, EP, GP, MD, SB y S. oneidensis presentan en la
conversion de Fe3t a Fe?*t valores significativamente diferentes en al menos uno de los
compuestos de hierro, lo que podria implicar que el o los mecanismos empleados por estas cepas
para transferir electrones no es idéneo para todo tipo de compuesto. Las bacterias Bl, GP y MD
presentaron muy bajos porcentajes de reduccidn de hierro en el citrato, lo que podria ser evidencia
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de que se pudo dar una absorcion de citrato de hierro (lll) por parte de estas bacterias; pero en el
caso de oxido de hierro (lll) sus conversiones de hierro fueron significativamente mayores. La
bacteria SB presenta buen rendimiento en los tres compuestos estudiados y el porcentaje de
conversion de esta bacteria en estos compuestos es significativamente diferente para los tres,
viéndose mads favorecida la reducciéon de compuestos insolubles; esto podria indicar que al
emplearse en una CMC se darda una buena transferencia de los electrones al dnodo, al realizar Ia
bacteria la oxidacion de la materia organica.

La bacteria SB mostré los mejores rendimientos en la reduccidn de hierro, entre las
bacterias estudiadas, esto puede deberse a la envoltura celular que posee, al ser una bacteria Gram
negativa la existencia de estructuras proteinicas redox activas, por ejemplo citocromos, es mas
probable que en las demas bacterias, ya que estas estructuras no son tan comunes de observar en
bacterias Gram positivas (Pankratova et al., 2019). De hecho los principales grupos de bacterias
electroactivas que se han encontrado son Gram negativas (Ganzorig et al., 2023), esto no implica la
ausencia de bacterias Gram positivas electroactivas, Unicamente que en este tipo de
microorganismos la transferencia de electrones se da mayormente por mediadores (Pankratova et
al., 2019).

Los resultados indican que, dentro de los aislamientos, existen bacterias con capacidad
electrogénica en el agua residual del beneficiado de café que podrian emplearse en la inoculaciéon
de las CMC en un estudio posterior. Bacterias como el aislamiento SB son buenas candidatas para
emplearse en el tratamiento de agua residual del beneficiado de café y obtener energia eléctrica
como valor agregado. Sin embargo, es importante identificar a nivel de especie la bacteria para
tener mds informacién que pueda permitir mejorar su implementacion en CMCy entender un poco
mejor el mecanismo de transferencia de electrones que emplea.
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APENDICE

Tabla Al
Caracterizacion del agua residual de café empleada para el aislamiento de las posibles bacterias
electrogénicas.

Parametro Resultado
Demanda Quimica de Oxigeno (70000 + 700) mg O,/L
Azticares simples Glucosa (1,52 £0,02) g/100 mL
P Fructuosa | (0,49 +0,08) g/100 mL
Celulosa (50,8 +2,2) g/100 g
Hemicelulosa (Xilano) (8,5+0,2)g/100 g
Lignina (18,5 £ 0,5) g/100g
pH <4,0
Tabla A2

Comparacion de porcentaje de conversidn de hierro (lll) a hierro (Il) por cada bacteria para los
diferentes compuestos de hierro empleados

% conversion FE (I11) A FE (1)
Aislamiento Citrato de hierro Cloruro de hierro Oxido de hierro

() () ()

Bl -0,50¢ 0,09° 1,22°

DB 1,332 0,072 1,00°

EP 1,952 0,08° 1,48°

GP -0,10° 0,59° 1,742

MD -0,28° 0,10%° 0,75°

mi 0,50° 0,08° 1,74°

PB 0,60° 0,58° 1,40°

SB 1,80° 1,01° 4,262

S. oneidensis 3,36° 0,07¢ 0,68°

Diferentes letras denotan diferencia significativa entre las conversiones de hierro en
los diferentes compuestos por cada bacteria con p<0,05, analizado por HSD Tukey.
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