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Resumen

Se desarrolb un modelo de la @amara arodica en una celda de combustible microbiana para
mejorar la comprenson de los feromenos biobgicos que suceden al interior de dicho dispo-
sitivo. La posibilidad de transferir electrones a un aceptor insoluble en el medio extracelular
fue incluida en una reconstruccon metalolica a escala geromica deeobacter sulfurreducens
disponible en la literatura y luego se u dicha reconstruccon para representar el compor-
tamiento de este microorganismo en un ambiente modi cado de la librera BacArena en R.
Fue posible reducir el tiempo de ®mputo a una miesima del necesario con el odigo original
de BacArena gracias a la aproximacon del estado estable presentada en este trabajo. Se
logo recrear el comportamiento de la corriente reportado en la literatura, el desarrollo de
biopelculas de hasta 48 m vy la identi cacon de la eroson, el gradiente de concentracbn

y el espacio como los limitantes de la generacon de corriente en una celda de combustible
microbiana.

Palabras clave: Reconstrucciones metabolicas a escala geromica, biopelcula, aralisis
de balance de ujo espacio-temporal, estado estable, celda de combustible microbiana,
Geobacter sulfurreducens

Abstract

A model for a microbial fuel cell's anode chamber was developed in order to improve un-
derstanding of biological processes inside this device.@eobacter sulfurreducerisgenome
scale metabolic model from literature was modi ed by addition of external electron trans-
fer reaction, then it was used in an modi ed BacArena's environment as microorganism's
representation. Running time was reduced to a thousandth of BacArena's original code by
integration of steady state approximation. It was possible to recreate current's behavior
reported in literature, development of bio Ims up 48 m and identi cation of erosion, con-
centration gradient and space as current generation constraints in a microbial fuel cell.

Keywords: Genome scale metabolic models, bio Im, spatio-temporal ux balance analy-
sis, steady state, microbial fuel cell, Geobacter sulfurreducens
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1 Introduccon

Dos de las mas destacadas caractersticas del modelo ecoromico y social vigente son la explo-
tacon exhaustiva de combustibles bsiles nitos y la generacon desmedida de desechos. Una
alternativa que permite solventar ambas problematicas simulaneamente es la tecnologa de
celdas de combustible microbianas (MFCs, del ingEslicrobial Fuel Cells). En estos dispo-
sitivos el metabolismo de los microorganismos permite aprovechar la oxidacon de diversas
sustancias organicas para la generacon de trabajo ekctrico. Sin embargo, el conocimiento
de los feromenos a escala microbiobgica es super cial y la tecnologa ain no es capaz de
competir en el mercado (Logan, 2007).

Adenmas de la naturaleza nita de las fuentes de energa, hay otras caractersticas que hacen
al modelo energetico predominante insostenible. Por ejemplo: la produccon de doxido de
carbono, un gas subproducto de la combuston directamente relacionado con el efecto inver-
nadero y ha afectado el clima global desde el inicio de la revolucon industrial (Anderson,
Hawkins & Jones, 2016); y la baja e ciencia con la que se aprovechan estos recursos, dado
gue, ademas de las limitaciones termodiramicas en los ciclos de potencia, la friccon entre
los diversos componentes hace imposible transformar en su totalidad la energa qumica de
los combustibles en otras formasutiles como trabajo meanico o ekctrico (Logan, 2007).

Desde el inicio del milenio los biocombustibles han ganado la atencon del publico y la indus-
tria como una opcon para evitar la eventual crisis energetica y ambiental derivada del uso de
combustibles bsiles (Azadi, Malina, Barrett & Kraft, 2017). Sin embargo, para la mayora

de las tecnologas el costo de eliminar el agua y otras impurezas hace inviable aprovechar
diversos residuos organicos derivados de la actividad humana (Logan, 2007).

Las MFCs pueden ser una de las tecnologas para poder satisfacer la demanda energetica
del futuro. Las MFCs constituyen una tecnologa prometedora y presenta ventajas sobre las
tecnologas basadas en combuston, tales como la diversidad de materias primas y el escaso
pretratamiento necesario, que le permiten tener una huella neta de carbono pacticamente
nula (Logan, 2007).

Unos de los primeros sectores donde las MFCs se@an viables es en el tratamiento de aguas
residuales, dada la gran cantidad de energa necesaria para reducir los efectos de la activi-
dad humana sobre los cuerpos de agua. Es tal la demanda energetica, que para el ano 2005
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representaba el 1.5% del consumo energetico de Estados Unidos (Logan, 2007). As mismo,
segin estimaciones basadas en el Decreto 826 de 2018, que de ne el presupuesto para la
ciudad de Bogot y el informe presentado por Ramireet al. (2019). Para febrero del 2019 la
planta de tratamiento de aguas residuales del Salitre en Bogoa tuvo un costo de operacbn
equivalente al 0.0021 % del presupuesto de la ciudad asignado para ese ano. Sin mencionar
gue la cantidad de agua residual tratada en Bogot es inferior al 30% del agua potable
consumida y lo recibe un tratamiento primario (Cores, 2014).

En una MFC la corriente y diferencia de potencial se logran de manera similar a en una
batera (Potter, 1911). Microorganismos comdseobacter sulfurreducenson responsables de
mediar la oxidacon de sustratos organicos y transferir sus electrones alanodo del dispositi-
vo (Logan, 2007). Su actividad metalpolica acua de manera araloga a un catalizador pese
a que parte de la energa liberada en la oxidacon es usada para mantenimiento celular y
produccon de biomasa, la energa restante puede ser aprovechada con mayor facilidad por
los humanos. Conforme mejora el entendimiento de los feromenos electrobiobgicos, la tec-
nologa de MFCs sigue prosperando (Lovley, 2012).

Cualquier organismo vivo capaz de obtener energa haciendo uso de fosforilacon oxidativa
puede producir corriente y diferencias de potencial. La fosforilacon oxidativa tiene lugar

en la ATP sintetasa y tiene una estrecha relacon con la cadena transportadora de electro-
nes. Dicha cadena se encuentra en la membrana mitocondrial interna de eucariotes y en
la membrana celular de procariotas. En organismos aerobios, los electrones son aceptados
por oxgeno que participa en una reaccon con hidronios provenientes de la oxidacon de los
sustratos para producir agua, mientras que en los anaerobios, los electrones pueden ser acep-
tados por diversas sustancias, incluyendooxidos de hierro (Thauer, Jungermann, & Decker,
1977), de all la capacidad de algunos para transferir electrones a un electrodo y permitir el
funcionamiento de una MFC.

Hasta el momento, solo un dispositivo comercial ha logrado penetrar exitosamente el merca-
do: BUG (del ingks Benthic Unattended Generatoy, el cual funciona con sedimentos marinos
en elanodo para darle potencia a pequefos artefactos y realizar diversas medidas en sitios
remotos de los oeanos (Lovley, 2006). Este dispositivo supera a otras fuentes de potencia
porque pacticamente no necesita mantenimiento y podra funcionar inde nidamente, siem-
pre y cuando haya disponibilidad de sustratos (Franks & Nevin, 2010).

Aunque aun falta investigacon para que la tecnologa de MFCs sea competitiva frente a otras
alternativas en el mercado, el entendimiento de los feromenos subyacentes sigue mejorando.
Se han identi cado los mayores limitantes en la generacon de potencia: el transporte de
hidronios de una @amara a otra; la reaccon del oxgeno en el atodo para producir agua; y

el metabolismo e interaccon de los microorganismos en la amara arodica. Lasareas en las



gue se debe profundizar son claras, pero la mayora de publicaciones en relacon a las MFC
se han centrado en temas como la electroqumica, los materiales y el diserno de la celda, por
encima del entendimiento de la actividad microbiana y la modelacon del sistema (Oliveira,
Simees, Melo, & Pinto, 2013).

Desarrollos en esta tecnologa se han dado ignorando muchos aspectos biobgicos. La e cien-
cia en la transformacon de la energa de los sustratos en trabajo ekctrico es muy baja, no
se consigue la oxidacon total de los sustratos y mucha de la energa es usada para producir
biomasa y otros metabolitos (Oliveiraet al., 2013).

Modelos capaces de considerar las diferentes interacciones microbiobgicas facilitaran el desa-
rrollo y evolucon de las MFCs (Ortiz-Martnez et al., 2015), dada la complementariedad entre
los modelos predictivos y la experimentacon. Es una relacon que acelera la optimizacon
de procesos proporcionando un profundo conocimiento y guiando experimentos en sistemas
de alta complejidad (Mahadevan, Palsson, & Lovley, 2011). Una visbn holstica permitia el
desarrollo de mejores dispositivos, dado que al nal la interaccon entre los microorganismos
es la clave en el proceso de generacon de potencia.

Si se encontrara una forma en que el conjunto de microorganismos aprovechen todo el sustra-
to aportadounicamente para sobrevivir y limitar su reproducconper se sera posible lograr

una tasa de transferencia de electrones equivalente a la @eobacter sulfurreducenson
oxidos de hierro(lll) en una MFC (Lovley, Zhao, & Chen, 2008).Geobacter sulfurreducens

es el organismo modelo en el estudio de las MFC, as mismo, en el pasado se han llevado
a cabo estudios de su capacidad metabolica con modelos metabolicos (Mahadevan, 2007)
y la capacidad de estos para explicar la generacon de corriente en una MFC (Jayasinghe,
Franks, Nevin & Mahadevan, 2014).

La ausencia de modelos cuantitativos capaces de predecir el comportamiento de una celda de
combustible microbiana es senalada como una de las principales razones para la lenta evo-
lucon de esta tecnologa. Modelos capaces de predecir el comportamiento de la comunidad
microbiana frente a cambios en la composicon del ambiente en la amara arodica pueden
llevar al diseno y optimizacon de medios de cultivo que maximicen la generacon de potencia.

En este contexto se propuso el desarrollo del siguiente trabajo con el objetivo de modelar el
efecto de la composicon microbiana y qumica en la amara arodica sobre la e ciencia en la
produccon de trabajo ekctrico en una celda de combustible microbiana. Elenfasis del mo-
delo es la actividad metatlolica de los microorganismos representados por reconstrucciones
metalolicas a escala geromica. Con el n de alcanzar este objetivo fue necesario cumplir con
los siguientes objetivos espec cos.
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= Validar y re nar la reconstruccon metalolica a escala geromica existente paraseo-
bacter sulfurreducens

= |denti car otros microorganismos clave involucrados en los procesos bioelectroqumicos
gue suceden en la @amara arodica de una celda de combustible microbiana. Adenmas
de consultar la disponibilidad de reconstrucciones metalolicas a escala geromica para
cada uno.

= Seleccionar al menos uno de los microorganismos identi cados que pueda interactuar
con Geobacter Sulfurreduceny mejorar la e ciencia de la celda de combustible, para
validar y re nar su reconstruccon metalwlica disponible.

= De nir las condiciones ambientales del modelo y paametros fsico qumicos asociados.

= Modi car variables ambientales y microbiobgicas en la amara arodica, como el pH,
la composicon del sustrato y la diversidad microbiobgica, y evaluar su efecto sobre el
trabajo ekctrico producido por la celda de combustible microbiana.

Un modelo de la amara arodica de una celda de combustible microbiana que considere la
microbiologa funcionaia como punto de partida para el diseno de medios que permitan maxi-
mizar la generacon de potencia en estos dispositivos. Se busca que el modelo desarrollado en
el presente trabajo sea capaz de recrear fenomenos experimentales como el comportamiento
de la corriente o el desarrollo de la biopelcula.
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2.1. Celdas de combustible microbianas

El poco desarrollo en la tecnologa muestra que las MFC solo han sido consideradas como
una curiosidad cient ca desde el descubrimiento de su principio de funcionamiento en 1911
(Potter, 1911). Su extraordinaria capacidad para generar electricidad y tratar aguas resi-
duales simulaneamente merece mayor atencon de parte de la industria (Santoro, Arbizzani,
Erable & leropoulos, 2017). Es una tecnologa muy robusta y hasta el momento no hay otra
capaz de aprovechar la energa de multiples sustratos en un amplio rango de concentraciones
(Rabaey & Verstraete, 2005). La falta de inversbn respecto a otras tecnologas ha impedido
el desarrollo de prototipos funcionales y aplicaciones reales, hasta el momento la mayora de
dispositivos desarrollados son a escala laboratorio (Oliveira, 2013).

Aunque puede parecer extrafno el principio de funcionamiento de una MFC, la asociacon
entre electricidad y los organismos vivos se remonta a los experimentos de Galvani en el siglo
XVIII (Piccolino, 1998; Santoro, 2017). El nacimiento de los sistemas bioelectroqumicos se
do con el trabajo de Potter (1911), cuando describo el desarrollo de potencial ekctrico en
un electrodo sumergido en una solucon de glucosa tanto en presencia Bscherichia coli
como de Saccharomyces cerevisiae.

Hasta nales del siglo XX las MFCs se consideraban poco viables, adenas, se dispona de
otras alternativas energeticas mucho mas baratas como las basadas en combuston. Al princi-
pio se pensaba que las ®lulas ®lo podan intercambiar electrones con el electrodo mediante
sustancias capaces de atravesar la membrana celular tanto en forma oxidada como reducida,
reducirse al interior de la elula y oxidarse sobre la super cie del electrodo (Lovley, 2008), sin
embargo, luego se descubrieron otros mecanismos para la transferencia de electrones (Lovley
& Phillips, 1988).

El problema con los mediadores electrogumicos es que pueden ser utilizados por otros micro-
organismos o difundirse en cualquier direccon y no llegar al electrodo. Como en la mayora
de los casos son sintetizados al interior de la elula, constituyen un gasto energetico y si
no cumplen su n, reducen la e ciencia del dispositivo y limitan la supervivencia de los
microorganismos (Lovley, 2006). Hacia 1980 algunos investigadores mostraron que la trans-
ferencia de electrones era un de los pasos limitantes en la produccon de potencia ekctrica,
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en sus experimentos lograron aumentar la corriente producida al adicionar mediadores elec-
troqumicos en la @amara arodica (Du, Li & Gu, 2007).

Sin embargo, el trabajo de Lovley y Phillips (1988) inico lo que llevara al descubrimiento

de un nuevo mecanismo de transferencia de electrones. En sus experimentos encontraron
gue haban microorganismos capaces de reducir cristales de oxido de hierro(lll) con tasas
de crecimiento superiores a cuando disponan del ion hierro(lll) en forma soluble. El genero
responsable de ello fue nombradBeobactery ademas de las implicaciones geoquimicas del
hallazgo, su estudio mosto la existencia de nanocablespdi, con la habilidad de conducir
electrones desde el interior de la @lula hasta un electrodo o un aceptor de electrones insolu-
ble, como eloxido de hierro(lll) (Du, 2007).

Dicho descubrimiento mar@ un punto de in exon en el desarrollo de la tecnologa de MFCs
(Du, 2007). Como se puede apreciar en la gura 2.1, el umero de publicaciones asociadas a
MFCs y Geobacterha venido aumentando signi cativamente desde el inicio del milenio. As
como el rumero de publicaciones aumenta, el rumero de grupos de investigacon con Ineas
claramente enfocadas en el tema ha aumentado. Actualmente hay dos grupos de investiga-
con a la vanguardia, el grupo dirigido por Derek Lovley en la Universidad Massachusetts y
el grupo de Logan, en cabeza de Bruce Logan en la Universidad Estatal de Pensilvania.

Figura 2.1: Evolucon del rumero de publicaciones en las bases de datos de Springer rela-
cionadas con celdas de combustible microbianas y c@eobacter Gia ca cons-
truida con datos de Scopus.
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Aunque los primeros prototipos lograban una potencia maxima de apenas 40 mW por metro
cuadrado de electrodo, con el pasar de los anos, se han superado los 500 mW e incluso se
han alcanzado 1500 mW (Holzman, 2005). La evolucon ha sido tal que en el 2009 la revista
Time incluy el genero Geobacterentre las 50 invenciones del ano, dado el potencial para

el aprovechamiento energetico (Kluger, 2009). A pesar de los vertiginosos avances, ain hay
muchos feromenos por entender y mejoras por llevar a cabo.

2.1.1. Aplicaciones de los sistemas bioelectroqumicos

Un sistema bioelectroqumico (BES, del ingesBioElectrochemical System es un sistema
electroqumico en el cual las reacciones de oxidacon o reduccon suceden como una conse-
cuencia de la actividad biobgica, hacen parte de su metabolismo o0 son una consecuencia de
el (Rabaey, Angenent, Schreder & Keller, 2010). Aunque las MFCs son el mas popular de los
BESs, no son elunico. Dependiendo de la relacon entre la potencia ekctrica y la actividad
microbiana, las aplicaciones pueden variar desde la desalinizacon del agua, hasta la sntesis
de compuestos en el atodo (Santoro, 2017).

Otro BES muy popular son las celdas de electolisis microbianas. Este dispositivo permite
obtener hidiogeno al adicionar algo de electricidad a una MFC. El costo de produccon de
hidogeno es bastante inferior al de una electolisis convencional o una fermentacon, porque
la mayora de la energa proviene de la degradacon del las sustancias organicas en elanodo
(Santoro, 2017). En \la economa del hidogeno" (2002), Jeremy Rifkin comenta que dicha

sustancia sema un vector energetico fundamental para el futuro de la humanidad.

Algunos BESs no esan relacionados con la produccon de energa, por ejemplo, jacon de
doxido de carbono para obteneracidos grasos, acetatos y formiatos. As como los microor-
ganismos pueden transferir electrones alanodo, tamben pueden aceptarlos del @todo, de
tal manera que el metabolismo puede cambiar al estar disponible un agente donor de elec-
trones diferente a los sustratos convencionales (Rabaey, 2011; Santoro, 2017). Tambéen se
pueden llevar a cabo varias tareas simulaneamente en un BES, como las celdas de desalini-
zacon microbianas, que permiten tratar aguas residuales, generar energa y desalinizar agua
(Santoro, 2017). Incluso hay trabajos enfocados en la biorremediacon en campo. El grupo
de investigacon de Derek Lovley ha estado trabajando en biorremediacon de uranio por
reduccon y precipitacon de U(VI) a U(IV) (Anderson et al.., 2003), aunque tamben han
habido trabajos enfocados en deshalogenacon (Franks, 2010).

Las MFCs podran reducir a la mitad el consumo de energa en una planta de tratamiento
de aguas residuales y lograr un mejor tratamiento (Du, 2007). La misma energa derivada
de la oxidacon de la materia organica en el agua residual podra ser utilizada para facilitar
el ujo de las aguas residuales por la planta. Un tratamiento mas completo se lograra con
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el uso de biocatodos. Algunos grupos bacterianos coBetaproteobacteria Bacteroides Al-
faproteobacteriao Chlorobi, son capaces de reducir nitratos como parte de su metabolismo.
Otros trabajos han conseguido reducir otros agentes contaminantes como sulfatos o metales
pesados (Rahimnejad, Adhami, Darvari, Zirepour & Oh, 2015).

La idea de tratar residuos va nas ald con el desarrollo de EcoBot, un robot cuya fuente de
poder es un conjunto de MFCs (leropoulos, Melhuish, Greenman & Hors eld, 2005). Ya se
ha desarrollado su cuarta verson, que es capaz de buscar su alimento y podra ser liberado
en lugares contaminados para llevar a cabo un tratamiento en el sitio con launica intencon
de seguir funcionando. Sin duda alguna, el futuro del tratamiento de aguas residuales sea
dominado por las MFCs. Otra alternativa, tamben desarrollada en \Bristol Bioenergy Cen-
tre", producida y comercializada por la empresa briinica \Robial", es \PEE POWER r
urinals". En estos dispositivos la orina de los bafos es usada para alimentar MFCs y proveer
con electricidad el mismo espacio (Walter, Merino-Jinenez, Greenman & leropoulos, 2018).

La versatilidad para los sustratos usados en las MFCs abre la posibilidad a su uso como bio-
sensores en procesos biotecnobgicos, ambientes naturales e incluso, en dispositivos nedicos.
Dado que la corriente generada esh directamente relacionada con la carga organica en el
alimento, la calibracon de los dispositivos no tiene mucha di cultad. En condiciones apro-
piadas de operacon ofrecen sefales muy estables, reproducibles y de gran exactitud (Du,
2007).

Los BESs brindan la posibilidad de obtener energa limpia con nultiples sustratos, medir
diversas variables en sistemas biobgicos y llevar a cabo bioremediacon. Gajda (2018) su-
giere que el camino a seguir en la evolucon de las MFCs debe ser la miniaturizacon y
multiplicacon de los dispositivos hasta lograr unidades modulares.

2.1.2. Conguracon y operacon de las celdas de combustible
microbianas

La gura 2.2 presenta el esquema de una MFC convencional. Como se puede ver, esta cons-
tituida por dos @amaras separadas por una membrana. En cada amara hay un electrodo, el
anodo y el atodo, ubicados en la @amara arodica y cabdica, respectivamente. Las oxidacon

de la materia organica se da en la @amara arodica, mientras que reduccon del oxgeno se da
en la @amara cabdica.

Los disenos no se limitan a esta con guracon y la diversidad para las MFCs es grande

(Rabaey, 2005). Entre los mas investigados se encuentran aquellos en los que en un solo
compartimiento se disponen ambos electrodos. Una sola recamara es la forma rmas simple,
ecoromica y fcil de escalar la tecnologa, aunque el riesgo de reacciones no deseadas es
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muy alto (Du, 2007). La ausencia de membrana posibilita la llegada de oxgeno alanodo o
el envenenamiento del @todo. Pese a que el costo se reduce bastante, tamben lo hacen la
potencia y e ciencia del dispositivo.

Figura 2.2: Esquema de una MFC convencional con @amara arodica (izquierda), @amara
cabdica (derecha) y una membrana. La diversidad microbiobgica permite la
transformacon de residuos organicos qumicamente complejos. Subproductos
de organismos fermentativos son oxidados en su totalidad por los microorganis-
mos electrogenicos sobre la super cie del electrodo. La corriente generada uye
a trawes del circuito en el que se aprovechar la energa, desde elanodo hasta
el atodo, donde proporciona los electrones para la reaccon del oxgeno con los
protones que han atravesado la membranay nalmente forman agua. Las ilustra-
ciones de bacterias fueron tomadas y adaptadas #éps://www.freepik.com

La membrana tiene como prosito impedir que anolito y catolito se mezclen por completo.
Debe ser selectiva al paso de protones, puede ser una membrana de intercambio, un puente sa-
lino o un tamiz molecular. Algunos investigadores han probada reemplazandola con platos de
barro o incluso fragmentos de un guante de laboratorio (Franks, 2010). Muchos de grupos de
investigacon se enfocan en el desarrollo de membranas mas ecoromicas u otras alternativas,
porgque es uno de los elementos que mas aportan al costo del dispositivo (Rahimnejad, 2015).

Lograr dispositivos viables implica que sean capaces de generar mayor potencia a un me-
nor costo. Sin importar el disero, las MFCs pueden ser operadas en modo continuo o por
lotes. Dependiendo del objetivo, uno u otro modo de operacon puede ser mejor. Sujeto a la
estabilidad del alimento, el modo continuo garantiza generacon de electricidad mas estable
(Du, 2007). Por otro lado, el ciclo de vida de la comunidad microbiana en la @amara arodica
genera variaciones en potencial y corriente cuando se opera por lotes, sin embargo, de esta
forma es posible reducir en mayor medida la carga organica en el e uente.
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Algunas alternativas para aumentar la potencia generada en la tecnologa son utilizar otros
aceptores de electrones en el @atodo y adicionar soluciones amortiguadoras para mantener
el pH. Se han evaluado otros agentes oxidantes, como ferricianuro de potasio o peoxido de
hidogeno, ya que su reaccon de reduccon tiene menos sobrepotencial que la del oxgeno,
sin embargo, desde el punto de vista ecoromico, la mejor alternativa sigue siendo el aire
(Du, 2007; Rahimnejad, 2015). Tamben se ha sugerido el uso de soluciones amortiguadoras,
aungue deben ser cuidadosamente seleccionadas para no interferir ni con la bioqumica, ni
con la electrogumica en el dispositivo; por ejemplo fosfatos o carbonatos, aunque, los car-
bonatos bene cian la supervivencia de metarogenos y disminuyen la e ciencia coubmbica
(Oliveira, 2013).

La e ciencia coubmbica mejora con la temperatura. Tanto la termodiramica como la cireti-

ca de las reacciones electroqumicas y biogumicas se ven bene ciadas. Sin embargo, es una
solucon limitada, que se acota al rango de supervivencia de los microorganismos. La bio-
pelcula que se forma entre 30 C y 45 C es muy estable, pero a mayor temperatura, las
protenas se desnaturalizan de manera irreversible (Oliveira, 2013).

Es necesaria mayor potencia para poder aprovechar las MFCs comercialmente. Dos alter-
nativas se presentan para lograr esta meta. La primera y mas cormun en tecnologas para
generacon de energa, desarrollar dispositivos mas grandes. Si se mantiene la densidad de
corriente de los artefactos a la escala actual, solo es necesario aumentar elarea del electrodo
para lograr mayor potencia. La otra opcon es combinar varias MFCs en serie y en paralelo
para lograr el potencial y la corriente deseado, al igual que en una batera convencional
(Gajda, 2018; leropoulos, Greenman & Melhuish, 2008).

Llevar una MFC a una mayor escala tiene problemas asociados a la hidaulica y a el transpor-
te de protones entre los electrodos (Oliveira, 2013). El diseno debe considerar la resistencia
interna, la difuson de protones, la membrana y el area del electrodo (Franks, 2010). El
electrodo es un elemento de gran importancia a todas las escalas. Las caractersticas para el
anodo no necesariamente son las mismas que para el atodo.

Ambos electrodos deben ser inertes qumicamente, resistentes me@nicamente, buenos con-
ductores, ambientalmente amigables, tener un bajo costo y ofrecer una altaarea interfacial.
Mientras que el objetivo en el atodo solo es propiciar la reaccon de reduccon. Elanodo
debe ser biocompatible y favorecer la formacon de la biopelcula donde habitaan las comu-
nidades microbianas encargadas de llevar a cabo los procesos bioelectrogumicos (Santoro,
2017).

En la mayora de los casos un @atodo di ere del otro por el sobrepotencial necesario para que
suceda la reduccon del agente oxidante, generalmente oxgeno. Con frecuencia se usa platino
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para el @todo, sin embargo, es muy costoso y se envenena con facilidad. Al contrario, en
elanodo predomina el uso de materiales carboraceos, como gra to, papel cartobn o carton
reticulado vtreo, porque tienen una buena interaccon con los microorganismos (Du, 2007,
Santoro, 2017).

El area super cial es clave porque brinda mas espacio para que se forme la biopelcula.
Sin embargo, en una opcon muy porosa, no es posible aprovechar toda la super cie por la
resistencia al transferencia de materia, ademnas, all se pueden acumular bacterias muertas
y evitar que otros microorganismos si aprovechen el espacio. A nivel de sistema, la idea es
disenar un electrodo de tal forma que no haya zonas muertas. (Rabaey, 2005; Santoro, 2017).

Tamben es posible modi car qumicamente los materiales para mejorar la interaccon con
las @lulas. La adicon de grupos funcionales puede mejorar la transferencia de electrones, en
caso de tratarse de mediadores electroqumicos; facilitar la adhesbn de los microorganismos
por la adicon de grupos bnicos o parcialmente cargados positivamente; y modi car el ba-
lance hidrofobicidad - hidro licidad en la super cie con diferentes alternativas en polaridad
(Santoro, 2017).

Desples de todo, la primera capa de elulas sobre la super cie del electrodo es clave en
la formacon de la biopelcula que albergaa los microorganismos electrogenicos y aquellos
gue pueden intercambiar metabolitos con ellos. Por ello es de vital importancia entender los
mecanismos detas de la interaccon electrodo-microorganismo.

2.1.3. Biopelcula en una celda de combustible microbiana

Una biopelcula es una estructura temporal propia del ambiente en el que un grupo de mi-
croorganismos buscan aprovechar los recursos. A diferencia de un organismo multicelular
en el que todas las elulas interactuan con el mismo n, la biopelcula microbiana es una
comunidad bien diferenciada donde cada individuo optimiza sus propios recursos. El com-
portamiento de cada individuo cuando forma parte de la biopelcula es diferente a cuando
es plancbnico (Watnick & Kolter, 2000).

La asociacon con una super cie es muy conun en el mundo de los microorganismos. Es una
forma de persistir en un microambiente favorable y aumentar las probabilidades de exito,
en lugar de estar sujetos a la aleatoriedad de la disolucon. Algunos investigadores proponen
gue el estado plancbnico es solo una fase temporal en la que los microorganismos se mueven
de una super cie a otra (Watnick, 2000).

La transmison horizontal de material geretico se da con mucha frecuencia en estos espacios.
Dentro de la biopelcula los microorganismos pueden intercambiar apidamente pasmidos
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gue les con eren resistencia a antibbticos. As mismo, la misma estructura de la biopelcula
provee a sus habitantes de refugio frente a sustancias bxicas como antiboticos, hipoclorito
o detergentes (Watnick, 2000).

El desarrollo de una biopelcula se lleva a cabo en varias etapas en las que la senalizacon
celular juega un rol fundamental. En primer lugar, las bacterias se aproximan a la super cie,
reducen su velocidad y se unen a ella. Ya en la super cie, algunas mantienen su posicon
eshtica y ayudan a mantener la estructura de la biopelcula, mientras que otras se mueven
entre estos llamados pilares. Al encontrarse con otras @lulas en la super cie, forman micro-
colonias y liberan exopolisaaridos para estabilizar los pilares (Watnick, 2000).

El metabolismo de los pobladores de una biopelcula es diferente al de las @lulas planconi-
cas, aunque, en general toda la expreson genica lo es. Datos de transcriptoma muestran que
la produccon de agelos en las @lulas al interior de una biopelcula es signi cativamente
inferior a aquellas en estado plancbnico, dado que el movimiento de los microorganismos al
interior de una biopelcula puede desestabilizarla, se favorece la limitacon del mismo (Wat-
nick, 2000).

La naturaleza de la biopelcula es funcon del microambiente. Las caractersticas de los po-
lisa@ridos en una biopelcula dependen de la especie productora y de la super cie a la que
se aferra. Las necesidades no son las mismas si la super cie es un lido abotico a si es una
fuente de nutrientes. Mientras queEscherichia colitiende a producir muchoacido cohlnico,
Pseudomonas aeruginosaintetiza alginato (Watnick, 2000).

As mismo, dentro de la biopelcula el ambiente es heterogeneo. Tanto sustancias como
microorganismos se distribuyen espacialmente de forma diramica. La organizacon de los
microorganismos no es aleatoria, es una consecuencia de que cada individuo maximiza sus
posibilidades de supervivencia. Los microorganismos al interior de la biopelcula interacuan,
pueden desarrollar asociaciones simbbticas o competir. La percepcon de quorum y difuson

de diversas sustancias posibilita la comunicacon entre individuos de la misma y diferentes
especies (Watnick, 2000).

Las limitaciones espaciales al interior de la biopelcula restringen la reproduccon de las @lu-
las. Los recursos son utilizados en la produccon de polmeros que sean fuente de energa
cuando la biopelcula no exista nas, adenas, dado que son nitos, una vez se agoten, la
estructura de la biopelcula desaparecer y sus pobladores se@an liberados (Watnick, 2000).

Biopelculas electroactivas se encuentran en diversos ambientes, sobre la super cie de mu-
chos lidos en el suelo, en sedimentos marinos y de agua fresca. Las muestras de lodos y
aguas residuales son ricas en microorganismos electrogenicos. Entre las bacterias con habi-
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lidad para intercambiar electrones con sustratos lidos, las nmas estudiadas sGeobacter
sulfurreducens Rhodoferax ferrireducensy Shewanella sp(Santoro, 2017).

En una MFC la biopelcula es muy importante, ya que provee el espacio para que los mi-

croorganismos puedan asociarse con el electrodo y transferir electrones. En el interior hay
gradiente de potencial, sustratos y pH en direccon perpendicular al electrodo. Hay zonas

metalmlicamente activas y otras que no, no todos los microorganismos participan en la pro-

duccon de electricidad. Varias especies degradan parcialmente un sustrato complejo hasta
lograr su oxidacon total y transferencia de electrones al electrodo, dependiendo de la dis-
tancia al electrodo, disponibilidad de sustratos y espacio, muchos pobladores pueden sufrir
de estes que altera su metabolismo (Lovley, 2008; Franks, 2010).

2.1.4. Microbiologa en una celda de combustible microbiana

Los microbios son un elemento clave en las MFC y no han sido lo su cientemente estudiados
con el n de maximizar la generacon de potencia. Esto ha limitado el desarrollo de la tec-
nologa, por ejemplo para un sustrato complejo como las aguas residuales es difcil controlar
gue los microorganismos que favorece la generacon de potencia ekctrica predominen, un
poco de oxgeno afecta la comunidad y hace que las especies aerobias predominen (zhi, Ge,
He & Zhang, 2014).

Se han reportado nmas de 50 tipos de bacterias capaces de intercambiar electrones con un
electrodo o con actividad electrogenica, la mayora de ellas gram negativas (Zhi, 2014). Aun-
gue las investigaciones desde la microbiologa se han centrado en aquellos microorganismos
capaces de transferir electrones al electrodo, no todos los microbios en la super cie delanodo
tienen interaccon ekctrica conel, algunos simplemente aprovechan los recursos y el espacio
en la biopelcula. La capacidad metalblica de una sola especie no es su ciente para degradar
por completo la diversidad de sustancias en un e uente con una composicon complicada.
Fermentadores comdacteroidesjuegan un papel clave en la degradacon de sustratos com-
plejos, porque oxidan sustancias que los organismos electrogenicos no podran aprovechar
hasta otras que si (Lovley, 2008).

Rabaey et al. (2007) sugieren que aunque la mayora de los estudios se han desarrollado
con cultivos puros, las mayores e ciencias en las MFCs se lograan con comunidades micro-
bianas, porque es la forma como han evolucionado en sus ambientes naturales. La robustez
de esta tecnologa es una consecuencia de la diversidad metatnlica en los microorganismos
gue habitan la @amara arodica. En la gura 2.3 se muestra que mientras algunos microbios
oxidan parcialmente los sustratos disponibles en el medio por fermentacon, los organismos
electrogenicos sobre la super cie del electrodo aprovechan los subproductos del primer grupo
como sustrato y se logra la oxidacon total de sustratos complejos acoplada a la generacon
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de corriente.

La gura 2.3 muestra una comunidad microbiana en la que se pueden establecer diversos tipos
de relaciones como comensalismo, amensalismo, parasitismo, mutualismo y competencia.
Estas interacciones son las que de nen la forma en que los sustratos iniciales se transforman
(Magrusdbttir et al.., 2016), y abren la posibilidad al diserno de medios para las MFCs, tanto
modi cando la comunidad bacteriana, como el medio de la @amara arodica (Zhi, 2014).

Figura 2.3: Modelo simpli cado de la interaccon metalolica en la @amara arodica que per-
mite la oxidacbn total de sustratos organicos complejos y su aprovechamiento
para la obtencon de electricidad. Los sustratos mas complejos son hidrolizados
en formas nas simples, que en la mayora de los casos son fermentadas, pero
tamben pueden ser oxidados total o parcialmente utilizando el electrodo como
unico aceptor de electrones. Acetato y otros productos de fermentaciones pueden
ser oxidados en su totalidad hasta doxido de carbono, dado que suelen ser la
principal fuente de carbono y energa para los microorganismos electrogenicos.
Tomado y modi cado de Lovley (2008). Las ilustraciones de bacterias fueron

tomadas y adaptadas dehttps://www.freepik.com

La diversidad microbiobgica en la @amara arodica puede variar por aclimatacon del iroculo,
presencia o0 ausencia de ciertas vitaminas, sustratos y nutrientes esenciales. Algunas espe-
cies se pueden eliminar de manera espec ca con ultrasonido, controlando la temperatura
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o por accon de antiboticos o fungicidas. Otros factores como el pH o la conductividad de
la solucon tamben pueden ser signi cativos (Santoro, 2017). Rabaey, Boon, Siciliano, Ver-
haege & Verstraete (2004) mostraron que el trasplante sucesivo generacional de biopelculas
electroactivas permite aumentar la potencia, mejorar la e ciencia coubmbica y ganar re-
producibilidad, sin embargo, tamben observaron una marcada disminucon en la diversidad
microbiana. Para el aprovechamiento de una amplia variedad de sustratos en una MFC, es
necesario que existan muchas bacterias heteroto cas en el medio, dado que su diversidad
metalolica les permite usar cualquier sustancia fermentable como fuente de energa (Santo-
ro, 2017).

Para la identi cacon de los microorganismos presentes en una MFC la ecnica nas popular
es la secuenciacon del fragmento de ADNACido DesoxirriboNucleico) que codi ca para el
ARN (Acido RiboNucleico) ribosomal componente de la subunidad menor del los riboso-
mas en procariotes (ARNr 16S), aunque, tamben se usan aralisis por desnaturalizacon en
gradiente de gel de electroforesis, microarreglos de ADN y secuenciacon de todo el genoma
(Zhi, 2014).

No obstante, menos del 1% de los microorganismos se puede aislar y cultivar, por lo que
no es posible caracterizar su siologa, bioqumica o propiedades funcionales. Herramientas
como la metageromica permiten estudiar el aporte geretico y metalolico a la comunidad de
aquellos que no se pueden aislar. Aunque no se conozca su identidad, siguen afectando a los
otros microorganismos y al rendimiento del dispositivo (Zhi, 2014), por ejemplo, Stratford,
Beecroft, Slade, Gnaning & Avignone-Rossa (2014) presentaron una correlacon entre la di-
versidad de Shannon y la potencia generada en una MFC.

Las ecnicas para la caracterizacon microbiobgica provienen de otras areas, dado que el
estudio de comunidades microbianas es de gran intees en diversos campos como la medicina.
Por ejemplo, a lo largo de la evolucon se ha establecido una relacon simbbtica entre los
microorganismos de la microbiota intestinal y los seres humanos. Las bacterias aportan al
ser humano aminacidos, vitaminas y otros metabolitos, mientras que el ser humano crea
un ambiente seguro y provee de alimento. La complementariedad es tal, que el 89% de las
reacciones qumicas pertenecientes al metabolismo de las elulas de los humanos sonunicas,
mientras que para los microorganismos dicha cifra corresponde al 78 % (Magrusabttir, 2016).

2.1.5. Feromenos al interior de la @amara arodica

En una MFC se lleva a cabo la oxidacon de diversas sustancias organicas para la obtencon
de electricidad. De manera araloga a una celda electroqumica convencional, en cada uno
de los electrodos sucede la reaccon de oxidacon o de reduccon (Harris, 2007). Por ejemplo,
si el sustrato fuera acetato y el aceptor nal de electrones fuera oxgeno, la oxidacon de
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acetato se llevara a cabo en elanodo y la reduccon del oxgeno en el atodo (Du, 2007),
segin muestran las ecuaciones 2.1y 2.2.

CH3COO +2H,0! 2CO,+7H" +8e (2.1)

O, +4e +4H" ! 2H,0 (22)

Las ecuaciones 2.1y 2.2 hacen evidente la relacon entre la corriente generada y los sustratos
alimentados. En una MFC los microorganismos actuan de manera similar a un catalizador
para el proceso de oxidacon, sin embargo, una parte de la energa de la reaccon es aprove-
chada por los microorganismos para sobrevivir y crecer, lo que desde el punto de vista de
la e ciencia se puede considerar como una perdida (Franks, 2010). Adenmas de la caglisis
biobgica, se presentan reacciones electroqumicas y transporte de materia, haciendo de la
@mara arodica un ambiente bastante complejo (Santoro, 2017).

El potencial ekctrico maximo que se podra obtener en una celda electroqumica o potencial
de celda en circuito abierto se relaciona con la reaccon qumica segun la ecuacon de Nernst,
ecuacon 2.3 (Harris, 2007). Cuando se cierra el circuito y se permite la reaccon qumica
el potencial se ve reducido principalmente por factores asociados al transporte de carga
y materia en el medio (Rabaey, 2005). En un sistema donde si sucede reaccon qumica,
la ecuacon de Butler-Volmer (ecuacon 2.4) permite correlacionar la concentracon de las
especies reactivas sobre la super cie del electrodo, el potencial de celda y la corriente (Bard
& Faulkner, 2001).

RT Cox
E=E° —| 2.
nF " Crea (2.3)
G= nFE
=1 edm e & (2.4)

El estudio de los BESs exige un enfoque interdisciplinario. Dada la diversidad de ferome-
nos que suceden simulaneamente, son necesarios conocimientos de ramas como la fsica, la
microbiologa, la gqumica, la geologa y la ingeniera. Por ejemplo, es muy conmun el uso de

las curvas de polarizacon, que son propias del campo de la corrosbn y describen el com-
portamiento del potencial al que es sometido un electrodo en una determinada solucon en
relacon con la corriente que pasa a trawes deel (Stern & Geaby, 1957).

La forma nmas sencilla de construir una curva de polarizacon es utilizando un resistor va-
riable o un potenciostato y registrar tanto el potencial de celda como la corriente que pasa
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por el circuito luego de alcanzar el estado estable (Rabaey, 2010). Algunos autores suelen
representar el sobrepotencial en lugar del potencial de celda, es decir, la diferencia entre
el potencial observado y el potencial que predice la termodiramica para la reaccon (Bard,
2001).

Figura 2.4: Curva de polarizacon para una MFC de una sola recamara con aire alimentado
al atodo, Geobacter sulfurreducensomo unico microorganismo y acetato 20
mM como sustrato. Datos registrados luego de 216 das de operacon por Ishii
(2008). Se muestran los efectos de activacon del electrodo (A), cadaohmica
(B), transporte de materia (C) y corrientes internas (D).

La gura 2.4 muestra el ejemplo de una curva de polarizacon. Rabaey (2010) sugiere expli-
caciones para el comportamiento de esta curva en relacon con algunos feromenos bioelectro-
gumicos y fsicos en el interior de la MFC, por ejemplo la energa necesaria para activar el
electrodo, corrientes internas dentro del dispositivo, la resistencia a la transferencia de masa
y la cadaohmica.

Adenas de los feromenos tpicos de un sistema electroqumico, como la transferencia de

masa, adsorcon y desorcon de las especies oxidada y reducida, el intercambio de electrones
con el electrodo y las reacciones qumicas en solucon (Bard, 2001), en un BES es necesario
considerar el metabolismo de los microorganismo, que envuelve bastantes reacciones qumi-
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cas, la formacon de la biopelcula, junto con la transferencia de electrones y metabolitos
parcialmente oxidados entre microorganismos, segin muestra la gura 2.5 (Rabaey, 2010).

Figura 2.5: Representacon esquenatica de de la transferencia de masa, electrones y las
limitaciones cireticas en una biopelcula en la super cie de un electrodo. La co-
rriente generada depende de los ujos de los diferentes metabolitos, de la trans-
ferencia de electrontrones y de las reacciones metatolicas irreversibles. Tomado
y adaptado de Rabaey (2010). Las ilustraciones de bacterias fueron tomadas y
adaptadas dehttps://www.freepik.com

La concentracon de especies reactivas sobre la super cie del electrodo es inferior a la de la so-
lucon en una celda electrogumica y la disponibilidad de sustratos para los microorganismos
es menor en la biopelcula de una MFC. Dicho efecto se conoce como sobrepotencial debido
a la transferencia de masa y es una consecuencia de la movilidad nita de las sustancias,
es decir, conforme se van consumiendo los sustratos cerca del electrodo, la concentracon
local disminuye y es compensada por la difuson molecular desde otras zonas del ambiente
(Suarez, 2011). La rapidez de la transferencia de masa depende de la naturaleza del movi-
miento del uido en el que se transporta (Treybal, 1997), por lo que el comportamiento de
los metabolitos es diferente al interior de la biopelcula y en la solucon delanodo o anolito,
gue a su vez es distinto si hay agitacon o no.

Mientras que en la biopelculaunicamente se da el mecanismo difusivo descrito por la primera
y la segunda ley de Fick, ecuacon 2.5y 2.6, respectivamente. Las leyes de Fick describen
el ujo de materia debido a diferencias en la concentracon, a diferencia de la primera,
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la segunda integra ese ujo de materia en la dinamica del sistema y permite predecir la
evolucon de la concentracon a partir de la distribucon espacial (Treybal, 1997). En el
anolito la transferencia de masa es descrita por la ecuacon 2.7, la cual es araloga a la ley de
enfriamiento de Newton y en donde el coe ciente de transferencia de masa (kc) depende de
la geometra del recipiente, de la naturaleza del uido y del ujo (Welty, Rorrer & Foster,
2013).

__dc
1= 0% (2.5)
@C_ _@c

@t ez 2
NA = kC CA (27)

En la biopelcula de una MFC los gradiente de concentracbn son una consecuencia de la
actividad metatolica de cada @lula que forma parte de la comunidad. De hecho, la baja
disponibilidad de sustratos para aquellos que estn cerca del electrodo es el resultado del
consumo por parte del resto de microorganismos en la biopelcula (Jayasinghe, 2014).

El metabolismo de los microorganismos tamben es responsable de las llamadas corrientes
internas, que suceden cuando el aceptor nal de electrones no es el electrodo (Rabaey, 2010).
Por ejemplo, un efecto muy marcado en sistemas sin membrana es la presencia de oxgeno
cerca delanodo, dado que los microorganismos aerobios y facultativos ganan ventaja sobre
los estrictamente anaerobios. Los electrones derivados de la oxidacon del sustrato no son
transferidos al electrodo y son tomados por el oxgeno. Otros aceptores de electrones como
hierro(lll) o fumarato, pueden aun favorecer la presencia de microorganismos electrogeni-
cos, pero ser reducidos como parte del metabolismo y consumir los electrones del sustrato.
La presencia de metarogenos es nmas grave porque compiten por los sustratos y el metano
producido no puede ser aprovechado en la generacon de electricidad (Batstenal., 2002).

El transporte de iones en la solucon tiene asociada una cada en el potencial de celda, la
cada ohmica es una consecuencia de la resistencia al transporte de iones en la solucbn
y sigue la ley de Ohm. En este aspecto, el bn mas signi cativo es el hidronio, que es un
subproducto de la actividad metatnlica de los organismos electrogenicos y reacciona con el
oxgeno en el atodo para formar agua. Por lo tanto, el on hidronio debe moverse desde la
biopelcula sobre la super cie delanodo, atravesar la membrana y llegar al atodo (Rabaey,
2010).
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Son las perdidas que mayor impacto tienen sobre el rendimiento de una MFC, tanto as que
es uno de los factores que hacen atractivos a los sistemas sin membrana, donde la reduccon
en las perdidas es signi cativa. Tamben es funcon de la distancia entre los electrodos y la
conductividad de la solucon, por lo que se han probado diferentes diserios con los electrodos
en diferentes posiciones y con guraciones, adenas de la adicon de electrolitos o soluciones
amortiguadoras al medio. Sin embargo, alternativas como la eliminacon de la membrana o la
adicon de electrolitos pueden ser contraproducentes por la aparicon de corrientes internas
o los efectos negativos sobre la comunidad microbiana (Rabaey, 2010).

Incluso la transferencia de carga en forma de electrones tiene un sobrepotencial asociado y
es el que se incluye en la ecuacon de Butler-Volmer. Para Swarez (2011) el sobrepotencial
en el proceso de transferencia de electrones est relacionado con la energa de activacon en
la reaccon deoxido-reduccon sobre la super cie del electrodo. Sin embargo, tal y como se
puede apreciar en la gura 2.6, se conocen 3 mecanismos de transferencia de electrones, y el
consumo de energa asociado a cada uno de ellos es diferente.

Figura 2.6: Mecanismos de transferencia de electrones hacia elanodo en una MFC. Estos
mecanismos pueden suceder simulaneamente en la biopelcula, incluso en el
mismo microorganismo. Tomado y adaptado de Lovley (2008). Las ilustraciones
de bacterias fueron tomadas y adaptadas dkttps://www.freepik.com

Hay mucho intees en la transferencia de electrones hacia el exterior de la membrana celular.
Los 3 mecanismos presentados en la gura 2.6 son: contacto directo con el electrodo, gracias
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a la existencia de citocromos tipo ¢ en la cara externa de la membrana celular; mediado-
res electroqumicos, que pueden ser mokculas electroqumicamente activas o ligandos que
liberan compuestos organometlicos capaces de interactuar con la super cie del electrodo; y
apendices con la habilidad de conducir electrones desde la cadena transportadora hasta la
super cie activa (Lovley, 2008).

Sustancias como la piocianina producida por Pseudomonas aeruginosa tienen la capacidad
de atravesar la membrana celular y oxidarse sobre la super cie del electrodo (Rabaey, 2004).
No es clara la nalidad de la produccon de piocianina, dado que tamben puede actuar
como antibotico y eliminar competidores del medio (Baron & Rowe, 1981). En general otras
fenazinas (Rabaey, Boon, Hefte & Verstraete, 2005), quinonas (Freguia, Masuda, Tsujimura

& Kano, 2009) y avinas (von Canstein, Ogawa, Shimizu & Lloyd, 2008) que tamben son
productos endgenos de diferentes microorganismos pueden actuar como mediadores electro-
gumicos, dado que comparten la cualidad de sufrir reacciones deoxido-reduccon de manera
reversible.

Tamben se han llevado a cabo experimentos en los que se adicionaron agentes externos a
las MFCs. Sustancias como el rojo neutro (Par&t al., 1999), 2,6-disulfonato antraquinona
(AQDS) (Bond, Holmes, Tender & Lovley, 2002), tionina (Rahimnejacet al., 2012), ferri-
cianuro de potasio (Emde, Swain & Schink, 1989), hidroxinaftoquinona y paraquat (Akiba,
Bennetto, Stirling & Tanaka, 1987) permitieron aumentar la corriente generada en una MFC
tras ser anadidas.

El problema con este mecanismo de transferencia de electrones es que est sujeto a la trans-
ferencia de masa en la biopelcula y a la hidrodiramica en la MFC, por lo que no se podra
generar una elevada potencia en un dispositivo que opere de manera continua, porque los
mediadores electroqumicos se@an llevados por el ujo en un dispositivo de operacbn con-
tinua. Incluso en operaciones por lotes, en cada corrida los microorganismos tendran que
sintetizar nuevamente todos los mediadores necesarios.

En contraste con los mediadores electroqumicos, en la transferencia de electrones por contac-
to directo como la basada en citocromos tipo cili, no se ve el efecto de la hidrodiramica
del dispositivo (Rabaey, 2010). El entendimiento de los citocromos tipo ¢ es fundamental
para ambos mecanismos, dado que por ejemplo o de Shewanella oneidensison un
ensamblaje de citocromos tipo ¢ (Gorbt al., 2006). Estos mecanismos requieren que las
®lulas se acumulen sobre la super cie del electrodo, as, al aumentar elarea del electrodo
es posible aumentar la interaccon con las @lulas.

Los citocromos tipo ¢ son protenas pequefas comunes en los tres dominios de la vida. Su
nalidad es el transporte de electrones, por lo que son fundamentales en los procesos de
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respiracon, tanto aerobia como anaerobia y dependiendo del rumero de grupos hemo, el
tipo y la posicon de los ligandos del hierro pueden tener un potencial esandar de reduccon
diferente (Bertini, Cavallaro & Rosato, 2006). Son protenas bastante espec cas y cada una
juega un rol particular en el complejo proteico encargado del ujo de electrones desde la
cadena transportadora de electrones, pasando por la membrana interna y el espacio peri-
plasmatico, hasta la cara externa de la membrana externa (Skt al., 2006; Hattemann et

al., 2011).

La versatilidad de los citocromos tipo c es tal que, Seeliger, Cord-Ruwisch & Schink (1998)
y Lloyd, Blunt-Harris & Lovley (1999) en su aralisis de un cultivo deGeobacter sulfurredu-
censreportaron haber encontrado citocromos tipo ¢ en el medio extracelular diferentes a los
existentes en el citoplasma, el periplasma y la membrana celular. El citocromo aislado por
Seeliger (1998) tiene una masa de 9.6 kDa y fue capaz de reducir azufre elemental, antraqui-
nona, disulfonato, ferrihidrita, citrato de hierro(lll) y doxido de manganeso. Seeliger (1998)
sugiere que dicho citocromo podra actuar como mediador electroqumico y ser responsable
de transferir electrones desd&eobacter sulfurreducentiaca Wolinella succinogenesuando

son cultivados en conjunto (Cord-Ruwisch, Lovley & Schink, 1998; Seeliger, Cord-Ruwisch &
Schink, 1998). Sin embargo, en los experimentos de Lloyd (1999) no se obseno un aumento
signi cativo en la tasa de reduccon deoxidos de hierro tras la adicon del citocromo de 9.6
kDa al medio, permitiendo inferir que dicha protena en particular, no tiene efecto sobre

el transporte de electrones y que el encargado de dicho proceso es otro citocromo sobre la
super cie de la membrana de 41 kDa.

Con el tiempo, tanto la calidad como la cantidad de los citocromos de las bacterias ha me-
jorado. La presbn evolutiva ha favorecido la maximizacon de los efectos electonicos entre
los planos de la por rina (Rabaey, 2010). Hay 111 secuencias que codi can para citocromos
tipo ¢ en el genomaGeobacter sulfurreducengMethe et al., 2003), mientras que en el de
Shewanella oneidensibay 42 (Meyeret al., 2004).

La relacon entre los citocromos no solo es funcional. Desde el punto de vista geretico tam-
ben hay fuerte interaccon entre los genes que los codi can, dado que establecen redes de
regulacon genica y la eliminacon de uno puede afectar la transcripcon de otros (Kimet

al., 2005; Kim, Qian, Leang, Coppi & Lovley, 2006). Su expreson genica tamben se ve afec-
tada por el potencial de reduccon del aceptor de electrones disponible en el medio. Levar,
Ho man, Dunshee, Toner & Bond (2017) cultivaron cepas d&eobacter sulfurreducenso-

bre la super cie de electrodos a potenciales diferentes y encontraron que dependiendo del
potencial, el microorganismo puede desarrollar dos rutas diferentes para el transporte de
electrones desde la cadena transportadora de electrones hasta la membrana externa.

La existencia lospili en Geobacter sulfurreducengst sujeta a la disponibilidad de aceptores
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de electrones solubles en el medio, su expreson genica depende del ambiente (Franks, Glaven
& Lovley, 2012). AunqueGeobacter sulfurreducensiene la capacidad de sintetizar tantqili

como citocromos tipo ¢, el mecanismo de transferencia de electrones predominante es el de
los nanocables. En experimentos con cepas mutantes que no produgdln, Reguera (2006)
encontio que aunque si pueden generar corriente, su magnitud dista mucho del maximo que
se alcanza con el organismo salvaje.

Los pili de Geobacter sulfurreducenpermiten la transferencia de electrones desde la cadena
transportadora hasta lidos en el medio extracelular comooxidos de hierro en un ambiente
natural o un electrodo en una MFC (Reguera, 2005; Reguera, 2006), tienen aproximadamen-
te 10 m de largo, 8 nm de diametro (Reguera, 2006) y estin constituidos por peptidos ricos
en aminacidos aromaticos como tripbfano, tirosina y fenilalanina. La deslocalizacon de
electrones entre los residuos aronmaticos de estos aminacidos es la que le otorga la habilidad
de conducir electricidad a logili (Tan et al.., 2016).

La habilidad para conducir electricidad no es exclusiva de Igsli en los organismos elec-
trogenicos, es una caracterstica que permite la transferencia de electrones entre especies
(Gorby, 2006), en paralelo con otros mecanismos como la transferencia de hidiogeno (Ishii,
2005). De tal manera que, afecta la diversidad microbiobgica de las comunidades en la bio-
pelcula. Incluso, se ha sugerido que tienen un rol fundamental para facilitar la disolucon
de los dientes en las cavidades bucales (Sedguizadeh, 2008).

Adenas de la transferencia de electrones, Iqsli pueden tener la funcon de senalizacon
celular (Rabaey, 2010) y actuar como soporte estructural en el andamiaje de las biopelculas
conductoras (Reguera, 2005; Reguera, 2007). Y mas alh de las implicaciones ambientales y
siobgicas, la investigacon relacionada con loili puede tener gran impacto en la industria
de la nanoelectronica (Suret al.., 2018; Malvankar & Lovley, 2012).

Aunque desde el punto de vista energetico, el transporte de electrones no est directamente
relacionado con la sntesis de ATP (Adenosn trifosfato) y solo constituye un polo a tierra
para permitir el funcionamiento de la ATP sintetasa (Ross, 2007), el balance energetico del
par redox ya sea con el sustrato y el aceptor nal de electrones o con el dinucleotido de ni-
cotinamida y adenina (NADH) muestra que el aceptor nal de electrones y el transporte de
los mismos si afectan la sntesis de ATP, ya sea por el desplazamiento del equilibrio qumico
o por la velocidad a la que sucede la reaccon (Lovley, 2008).

Como puede verse en la gura 2.4, el paso limitante del proceso cambia dependiendo de
las condiciones ambientales y del desarrollo de la comunidad. Por ejemplo, aunque algunos
autores sefalan que la difuson de los sustratos no es el paso limitante, el desarrollo de la
biopelcula esh directamente relacionado y su comportamiento se ajusta muy bien al de la
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corriente en un dispositivo (Marcus, Torres & Rittmann, 2007).

2.2. Metabolismo microbiano

En palabras de Lovley (2008), aumentar la tasa de respiracon conlleva a aumentar la elec-
tricidad generada, por lo que es fundamental entender la forma como los microorganismos
transforman las sustancias de su medio ambiente para sobrevivir. En general, para el avan-
ce de las ciencias biobgicas es necesario comprender los feromenos a nivel molecular, las
reacciones qumicas y las rutas metalolicas; ir mas alb del que, hasta el @mo y el por qte,

y as llevar a cabo modi caciones en caso de ser necesarias (McMurry, 2012). Incluso, en
el pasado se pensaba que las transformaciones asociadas a la vida eran ajenas al resto de
feromenos naturales, sin embargo, las reacciones biobgicas siguen las mismas reglas que las
reacciones qumicas convencionales, tanto en estequiometra como en mecanismos de reac-
con (McMurry, 2012).

El metabolismo es el conjunto de reacciones qumicas que suceden al interior de los organis-
mos vivos. Cuando dichas reacciones son exergonicas y permiten la obtencon de energa para
la sntesis de material celular y mantenimiento del ya existente, se conocen como catabolis-

mo. As mismo, las reacciones que llevan a la sntesis de macromokculas son endergnicas y
se conocen como anabolismo (McMurry, 2012).

A continuacon se describian brevemente algunas de las rutas metalolicas mas importantes
para la obtencon de energa y sntesis de macromokculas en los microorganismos. No se
haaenfasis en detalles propios de la bioqumica de dichas reacciones, dado que ese noes el
propsito de este apartado. En su lugar, es una descripcon cualitativa que busca mostrar la
importancia de las transformaciones que sufren las sustancias dentro de la @lula.

Para facilitar la comprenson del lector, las rutas metalolicas se presentaan siguiendo las
transformaciones de las sustancias que las conectan, tanto las rutas que convergen a una
sustancia, como las que divergen. Es decir, una sustancia que es producto de una reaccbn
en una ruta metalolica ya comentada sera la conexon con la nueva ruta a presentar, as
mismo, dado que diversos metabolitos pueden provenir de diferentes fuentes, tamben se haa
la conexbn con aquellas de las que proviene.

Gluolisis

La principal fuente de energa para muchos organismos es la glucosa, por lo que el relato
comenza®l suponiendo que es el sustrato en el medio. La glucosa entra a la @lula por difuson
a trawes de la membrana celular y una vez dentro, ®@mo se puede ver en la gura 2.7, en una
de serie diez pasos se transforma en piruvato. Este conjunto de reacciones se conoce como
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glumlisis y es la ruta metalolica encargada de transformar el carbohidrato glucosa de seis
carbonos en dos mokculas de piruvato de tres carbonos (Orth, Palsson & Fleming, 2010).

Figura 2.7: Esquema representativo de la glumlisis, ruta metalolica en la que en diez
reacciones enzimaticas una mokcula de glucosa se transforma en dos mokcu-
las de piruvato, permitiendo la obtencon de dos mokculas de ATP y dos
mokculas de NADH por cada mokcula de glucosa. Figura tomada dstps:
/lupload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/2¢c/Gluc%C3%B3lisis.png

Las sustancias nmas complejas desde el punto de vista qumico como grandes carbohidratos,
grasas o protenas no pueden ingresar a la elula, por lo que su transformacon comienza en
el medio extracelular ya sea por accon del pH, interaccon con el agua o actividad enzimatica
(McMurry, 2012). Los microorganismos pueden participar en este proceso para facilitar la
obtencon de sustratos que si pueden ingresar a la ®lula liberando enzimas o modi cando
el pH. Por ejemplo, los triglieridos son degradados por lipasas que son liberadas al medio
extracelular y los hidrolizan aacidos grasos y glicerina. Dichas enzimas actian sobre la in-
terfase aceite - agua y no siguen cireticas de reaccon tipo Michaelis-Menten (Jaegeral.,
1994).

Como se puede apreciar en la gura 2.7, tres de las reacciones bioqumicas de la glumlisis
son irreversibles, por lo que de nen la direccon de las transformaciones. En ellas participan
ATP para fosforilar la sustancia, NAD" como agente oxidante y reactivo para la forma-

con de NADH o ADP para desfosforilar el sustrato y formar ATP. La participacon de

estas sustancias es un ejemplo del acoplamiento de reacciones exergonicas con reacciones
endergonicas, dado que de otra forma, transformaciones como la fosforilacon u oxidacon
controlada no seran posibles. As mismo, dado que las reacciones esan acopladas en forma
de red, el avance de estas reacciones irreversibles favorece el desplazamiento del equilibrio
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en la direccon deseada para las reacciones reversibles (McMurry, 2012).

Se consumen dos mokculas de ATP para fosforilar el carbohidrato de seis carbonos en los
primeros pasos del proceso, sin embargo, luego de que se forma el gliceraldehido-3-fosfato,
vuelve a ser fosforilado con un grupo fosfato del medio a la vez que se forma NADH. En
este punto, como la mokcula tiene dos grupos fosfatos y es altamente energetica, es posible
formar dos mokculas de ATP por cada gliceraldehido-3-fosfato, permitiendo la obtencon

de cuatro mokculas de ATP y un neto de dos nuevas a partir de una mokcula de glucosa
(McMurry, 2012).

El proceso en el que se forma ATP por el acoplamiento de reacciones qumicas se conoce
como fosforilacon a nivel de sustrato, dado que tamben es posible obtener ATP por fos-
forilacon oxidativa, en la que esh involucrada la cadena transportadora de electrones y
agentes reductores como el NADH o el NADPH (nicotinamida adenina dinucleotido fosfato)
(McMurry, 2012), pero de ella se hablaa mas adelante.

Dependiendo de las condiciones y maquinaria metalolica, el piruvato formado puede desviar-
se a rutas fermentativas o entrar al ciclo de Krebs. Aunque cualquiera de los intermediarios
del ciclo de Krebs puede ser degradado all, el camino desde glucosa pasa por acetil-CoA
(acetil-Coenzima A), de tal manera que, el piruvato producto de la glumlisis pierde un car-
bono y se une a la coenzima A para formar acetil-CoA. Adermas de ser un puente entre la
glumlisis, la betaoxidacon y el ciclo de Krebs (Orth, 2010), el acetil-CoA es el bloque de
construccon fundamental para la sntesis de macromokculas como los acidos grasos (Mc-
Murry, 2012).

Fermentaciones

En condiciones anaerobias es posible generar ATP a nivel de sustrato con fermentaciones, en
las que el exceso de carbono es secretado en forma de varios compuestos organicos. Algunos
de los productos de fermentacon mas comunes son etanol, acetato, lactato y formiato. En
general, se produce mucho doxido de carbono e hidogeno dependiendo del pH en el medio
de cultivo y del estado de oxidacbon del sustrato a fermentar (Orth, 2010).

La mayora del ATP es generado en la glumlisis y el NAD necesario para que el sexto
paso de la glumlisis tenga lugar es regenerado por la formacon de las sustancias que se@an
secretadas por la e@lula en la fermentacon. La mayora del carbono de los sustratos es ex-
pulsado como subproducto o doxido de carbono y menos del 10 % es asimilado en forma de
biomasa dado que la energa obtenida de esta forma es apenas su ciente para satisfacer el
mantenimiento celular y no para la sntesis de material celular (Orth, 2010).
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Ciclo de Krebs

La oxidacon del acetil-CoA continua con una serie de 9 pasos que se repiten de manera cclica,
pasando desde citrato hasta oxalacetato, que a su vez participa en la reaccon inicial. Esta
secuencia se conoce como el ciclo de Krebs y en organismos aerobios permite la obtencon
de la mayora de la energa de la @lula. Cuando el sustrato es un aaicar como la glucosa

u algun otro que llegue a acetil-CoA, el ciclo inicia con la sntesis del citrato, sin embargo,
algunos microorganismos comdescherichia colipueden crecer en ambientes donde suunica
fuente de carbono es alguno de los intermediarios del ciclo de Krebs (Orth, 2010).

Figura 2.8: Esquema representativo del ciclo de Krebs, ruta metatolica en la que 9 reac-
ciones, a partir de un mokcula de acetil - CoA se generan una mokcula de
GTP, una de FADH, (QH.,) y tres de NADH, adenas de la oxidacon total del
grupo acetil. Figura tomada dehttps://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:
Citric_acid_cycle_with_aconitate_2-es.svg

El paso de piruvato a acetil-CoA permite la reduccon de una mokcula de NADy la obten-

con de NADH. De manera araloga, en el ciclo de Krebs la mayora de energa que se genera
es en forma del mismo agente reductor, con un total de tres y una mokcula de GTP (Gua-
nosn trifosfato). En el ciclo hay un total de nueve intermediarios que oscilan entre cuatro

y seis carbonos, dependiendo de su posicon respecto a la adicon del a acetil-CoA. Aqu se
eliminan los dos carbonos provenientes de la acetil-CoA en forma de doxido de carbono en
dos de los pasos en los que tamben se genera NADH, de tal manera que, el ciclo permite
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la oxidacon total de una mokcula de acetil-CoA y hacen falta dos ciclos para procesar la
mokcula original de glucosa (McMurry, 2012).

Aunque en su descripcon del ciclo de Krebs, Orth (2010) frecuentemente hace referencia
a la necesidad de condiciones aerobias para su funcionamiento, lo que permite que el ciclo
contirue es la disponibilidad de coenzimas como NADy FADH *, las cuales son regeneradas

en la cadena transportadora de electrones, que a su vez funciona cuando se dispone de un
aceptor nal de electrones, como oxgeno, nitratos, sulfatos o incluso hierro. En realidad, el
ciclo tenda lugar siempre que haya disponibilidad de coenzimas en forma reducida.

Cadena transportadora de electrones, fosforilacon oxidativa y transporte de
equivalentes reducidos

Tal y como se comenb previamente, la cadena transportadora de electrones permite la ob-
tencon de la mayora del ATP en la elula al procesar los agentes reductores generados en
otras rutas, siempre y cuando se disponga de un aceptor de electrones. Es por ello que la
tasa de crecimiento es signi cativamente inferior cuando no se dispone de un aceptor nal
de electrones en relacon a condiciones aerobias, dado que los productos de fermentacon ain
pueden ser oxidados y no se aprovecha la energa de los sustratos en su totalidad.

La cadena transportadora de electrones est compuesta por de varias deshidrogenasas, qui-
nonas y reductasas terminales. Hay quince diferentes deshidrogenasas que aceptan electrones
de los agentes reductores como el NADH, el FARH el succinato, lo trans eren a una de las

tres diferentes quinonas y luego a una de las catorce reductasas terminales. All se da la re-
duccon de un aceptor nal de electrones como el oxgeno o el fumarato (Albertg al., 2002).

Los hidronios resultantes de la oxidacon de los agentes reductores se acumulan en la parte
externa de la membrana celular, de tal manera que, al ser permeable a hidronios e hidroxi-
los, la acumulacbon de cargas positivas permite el desarrollo de una diferencia de potencial
a trawes de ella. Dicho potencial es la fuerza impulsora que permite la sntesis de ATP en la
ATP sintasa, es decir, esta enzima no tiene relacon directa con la cadena transportadora de
electrones y puede funcionar de manera independiente (Lieberman, Marks, Peet & Chansky,
2013) ya que la reaccon entre ADP y grupos fosfato del medio se logra cuando la ATP
sintasa permite el paso de hidronios hacia el interior de la elula.

En total, se generan 1.3 mol de ATP por cada mol de NADH que se oxida, de tal manera
gue, una mol de glucosa permite la obtencon de 13.5 mol de ATP por fosforilacon oxidativa
y un total de 17.5 por su oxidacon.



2.2 Metabolismo microbiano 29

Anabolismo

Figura 2.9: Esquema representativo de la gluconeogenesis, ruta metalolica en la que en
diez reacciones enzimaticas una mokcula de glucosa se genera a partir de dos
mokculas de piruvato. Es necesaria la inverson de cuatro mokculas de ATP, dos
de GTP y dos de NADH por cada mokcula de glucosa generada. Figura tomada
de https://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Gluconeogenesis-es.svg

Las rutas catalplicas como la glumlisis y el ciclo de Krebs no estan involucradasunicamente
en la generacon de energa. De manera araloga al acetil-CoA, muchos de los metabolitos
intermediarios en ambos rutas son sustratos para la sntesis de aminacidos. Algunos de ellos
son: oxaloacetato, 2-oxoglutarato y succinil-CoA.

En el ciclo de Krebs, la extraccon de un intermediario genera un desbalance de materia
gue a su vez disminuye la tasa de procesamiento de acetil-CoA, porque hay menos sustratos
disponibles. Dicho desbalance es compensado por las reacciones anaplewticas, que permiten
la obtencon de algunos de los intermediarios. No es necesario reabastecer las mismas sus-
tancias sustradas, dado que el mismo ciclo distribuia los nuevos metabolitos. Por ejemplo,
piruvato es carboxilado y transformado en oxalacetato sin pasar por acetil-CoA, compen-
sando la falta de cualquiera de los intermediarios, tan pronto reaccione con un acetil-CoA
(Appleton & Vanbergen, 2013).

El ciclo del glioxilato es una variacon del ciclo de Krebs, en la que se omiten las etapas de
descarboxilacon, facilitando la sntesis de compuestos con un mayor rumero de carbonos. Se
solapa con el ciclo de Krebs desde la entrada de acetil-CoA hasta la formacon de isocitrato,
es decir, la rama oxidativa. Facilita la reposicon de los intermediarios del ciclo de Krebs
cuando launica fuente de carbono son compuestos de dos, tres o cuatro carbonos, adenas
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de proveer sustratos para la sntesis de carbohidratos de seis carbonos.

Al contrastar las guras 2.9 y 2.7 es claro que las rutas analolicas y catalblicas de un
compuesto no son las mismas, ambas deben estar favorecidas energeticamente, por lo que
di eren en algunos pasos clave (McMurry, 2012). Por ejemplo, cuando lo se dispone de
sustratos simples como acetato en el medio, la @lula los lleva hasta piruvato y aprovecha
las reacciones reversibles de la glumlisis para sintetizar carbohidratos complejos, dado que,
muchos carbohidratos de seis carbonos juegan un rol fundamental en la estructura de la
membrana celular. Cualquier sustancia que pueda llegar a oxalacetato o piruvato puede ser
aprovechada en la generacon de carbohidratos. Para llegar desde piruvato hasta glucosa las
reacciones irreversibles de la glumlisis son reemplazadas por otras reacciones irreversibles en
el sentido contrario (McMurry, 2012).

Un ejemplo muy puntual de la sntesis de carbohidratos de seis carbonos es la trehalo-
neogenesis. La gluconeogenesis y la trehaloneogenesis comparten la mayora de reacciones,
en la gluconeogenesis se genera glucosa, mientras que en la trehaloneogenesis se genera treha-
losa, un componente celular muy importante en bacterias (Miyamoto & Amrein, 2017).

Por otro lado, muchos compuestos como los nucleotido requieren estructuras de cuatro o
cinco carbonos, que generalmente no estn disponibles en el ambiente, aunque si pueden ser
sintetizados a partir de la glucosa-6-fosfato. En una primera etapa oxidativa, una mokcu-

la de glucosa-6-fosfato se transforma en una de ribulosa-5-fosfato generando 2 mokculas de
NADPH y pasando por una descarboxilacon irreversible. Sin embargo, cuando son necesarios
otros carbohidratos de cinco carbonos o la demanda de NADPH es muy alta, la ribulosa-5-
fosfato sufre una serie de reacciones reversibles que le permiten llegar hasta fructosa-6-fosfato
y un gliceraldehdo-3-fosfato pasando por diferentes intermediarios que tamben pueden ser
aprovechados. Tanto fructosa-6-fosfato como gliceraldehdo-3-fosfato pueden ser degradados
en la glumlisis para obtener energa o integrarse en la gluconeognesis para producir glucosa
nuevamente, todo depende de las demandas celulares en el ambiente.

Anabolismo y catabolismo de aminaacidos estin estrechamente relacionados. Aunque depen-
diendo del ambiente, se pueden usar aminacidos como fuente de carbono y energa o deben
ser sintetizados a partir de otras fuentes de carbono, en ambos procesos est involucrado el
intermediario glutamato. Estos procesos son claves, dado que los aminacidos constituyen
el bloque de construccon de todas las protenas de la elula, y el nitogeno es el cuarto
elemento mas abundante en la biomasa.

Cada uno de los 20 aminacidos se degrada de manera diferente, aunque la idea es eliminar
elatomo de nitogeno y convertir la sustancia en un compuesto que pueda entrar al ciclo de
krebs, acetil-CoA o piruvato. La mayora pierden suatomo de nitogeno por transaminacbn
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con el alfa cetoglutarato para generar glutamato que puede ser utilizado en sntesis de otros
aminacidos o ser degradado. Cuando se dispone de otras fuentes de nitogeno como amo-
niaco, 2-oxoglutarato es aminado por la glutamato deshidrogenasa para formar glutamato
involucrando un NADPH.

2.3. Reconstrucciones metalolicas a escala geromica

En general, los modelos en los que se representa el crecimiento microbiano con cireticas
tipo Monod (ecuacon (2.8)), como los usados por Marcus (2007) o Tsonparetsal. (2018)

se limitan a las condiciones particulares de los experimentos que buscaron representar y es
difcil que sus pammetros recreen otros datos experimentales. Adenas, en la mayora de los
estudios no se diferencian las especies microbianas involucradas y muchos de los procesos de
intercambio de metabolitos comentados en el apartado 2.1.5 se ignoran por completo.

Cs

Vi =V, S EE———
' " Ksg+ Cs

(2.8)

Los modelos de crecimiento tipo Monod consideran que unaunica enzima controla todo el
metabolismo microbiano, sin embargo, en la mayora de ambientes tanto naturales como en
procesos biotecnobgicos no es posible mantener las mismas condiciones constantemente, de
tal manera que los pasos controlantes del metabolismo varan con el tiempo y son diferentes
para microorganismos ubicados en distintas posiciones de un espacio heterogeneo. Desde
luego, hay procesos en los que si se controlan las condiciones a ese punto y tales cireticas
microbianas son \alidas, pero son aquellos en los que unaunica especie lleva a cabo una
transformacon muy particular. En muchas aplicaciones como el tratamiento de aguas resi-
duales o la generacon de electricidad en una MFC no es posible controlar las condiciones
gumicas y microbiobgicas.

Si las variaciones en el medio son las que limitan el uso de la ecuacon de Monod, lo mejor
sera integrar todas las reacciones que suceden dentro de la elula con el balance de materia
y la estequiometra para cada metabolito (Henson, 2015) y as correlacionar la tasa de creci-
miento con la demanda de sustratos y la generacon de productos. De manera araloga a como
se desarrolla el modelo para cualquier reactor qumico con nultiples reacciones (Fogler, 2004).

Para ejempli car lo recen comentado se llevaan a cabo los balances de materia para las
sustancias involucradas en el paso de fructosa-6-fosfato a 1,3-bifosfoglicerato en la glumlisis
(ecuaciones (2.9) a (2.13)), de tal manera que, suponiendo que las reacciones bioqumicas
suceden en un espacio fsico de nido, el volumen de control a analizar sel la seccon sefnalada
en la gura 2.10.

dCrep
dt

Frep V1= (2.9)



32 2 Generalidades

Figura 2.10: Volumen de control para el aralisis diramicos del paso de fructosa-6-fosfato a
1,3-bisfosfoglicerato mediante balances de materia. Figura tomada y adaptada
de https://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Gluconeogenesis-es.svg

Vi Vo= dcgtmp (2.10)
Vo, V3= dCD% (2.11)
Vot V3 Vg= d(;(?': (2.12)

Fisrc + V4 = dCFﬂ (2.13)

dt

Algunos elementos importantes a resaltar en la ecuacon (2.9) son \alidos tanto para este
ejemplo como para el aralisis de todas las reacciones en una @lula. No todos los metabolitos
entran y salen de la @lula, por lo que los erminos correspondientes a los ujos de entrada

y salida no esain presentes en todos los balances; las magnitudes a considerar con todos los
metabolitos son las tasas de reaccon, que son propias de cada reaccon biogumica, sin em-
bargo, se correlacionan con el balance de materia mediante el coe ciente estequionetrico que
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permite expresar las proporciones en las que reaccionan y se producen los metabolitos. En el
balance de materia el coe ciente estequionetrico puede ser negativo o0 positivo, si la sustan-
cia participa en la reaccon como reactivo o producto, respectivamente. Elultimo ermino a
considerar es la raon de cambio de la concentracon del metabolito en el volumen de control,
con la cual es posible determinar la evolucon de la concentracon de cada sustancia en el
periodo de tiempo a estudiar mediante integracon (Fogler, 2004).

Para conocer la evolucon de la concentracon de los diferentes metabolitos es necesario
resolver el sistema de ecuaciones diferenciales no lineal constituido las ecuaciones (2.9) a
(2.13) y las expresiones tipo Michaelis-Menten para estimar las velocidades de reaccon y
los ujos de materia, para un total de 11 ecuaciones y 11 variables. Adenas, es necesario
contar con paametros vm y kKM asociados a la ciretica de cada una de las reacciones en
esta propuesta de cireticas tipo Michaelis-Menten para cada reaccon y las concentraciones
iniciales de los metabolitos. Las in@gnitas de intees son las concentraciones y el sistema
de ecuaciones se torna bastante complicado si se considera el efecto de nultiples sustratos
sobre la velocidad de reaccon, como en la ecuacon (2.14).

- VFmgé Crep Cp

Krep + Crep Kp + Cp
No obstante, muchas coenzimas, intermediarios y cofactores mantienen su concentracon
estable dentro de la @lula, por lo que no tienen un efecto marcado sobre la ciretica de las
reacciones en las que participan. As mismo, diversos autores argumentan que la mayora del
tiempo la composicon del espacio citolico es estable, dado que uno de los propositos de la
vida es la homeostasis (Orth, 2010), aunque es una hipptesis difcil de validar es ampliamente
aceptada (Henson, 2015). El estado estable para el conjunto de reacciones metalblicas se
alcanza en una escala de tiempo lo su cientemente corta como para ignorar el efecto del
periodo previo en relacon a los cambios en el ambiente (Varma & Palsson, 1994; Varma &
Palsson, 1994b). Teniendo en cuenta lo anterior, es posible convertir el sistema de ecuaciones
diferenciales en un sistema de ecuaciones algebraico (ecuaciones (2.15) a (2.19)), dado que
la tasa de cambio en el estado estable es cero.

(2.14)

VFep

FEep Vv1=0 (215)
vi V»=0 (2.16)
Vo, Vv3=0 (217)

Vot+Vvs Vvys=0 (2.18)
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Fisbrc + V4 =0 (2.19)

Adenmas, el hecho de participar en una red metalolica restringe la velocidad de reaccon para
todas las transformaciones, aunque el paso controlante cambie con las condiciones ambien-
tales, el efecto de una reaccon limita a las otras. Si una reaccon enzimatica es mucho mas
apida que la que genera su sustrato, en dicha reaccon solo se puede transformar la misma
cantidad de sustrato que se produce en la anterior. En este escenario, la relacon entre las
velocidades de reaccon viene dada por la estequiometra para los metabolitos implicados.
Teniendo en cuenta lo anterior, muchos autores pre eren resolver el sistema de ecuaciones
constituido por las ecuaciones (2.15) a (2.19) y las expresiones cireticas para las velocidades
de reaccon tipo Monod, respecto a las velocidades de reaccon en lugar de a las concen-
traciones y reducen la complejidad de este problema hasta un sistema lineal de ecuaciones
(Palsson, 2015).

La forma lineal tamben facilita la manipulacon de los elementos porque es posible utilizar
todas las herramientas propias delalgebra lineal (Pinon, Vega, Gonzalez & Pinzon, 2018).
Por ejemplo, el conjunto de ecuaciones (2.15) a (2.19) se puede reducir a unaunica ecuacbn
matricial generica (ecuacon 2.20). La matriz S que resume los coe cientes estequionetricos
se conoce como la matriz estequionetrica, en ella cada la est asociada a un metabolito y
cada columna a una reaccon. Para sistemas mas grandes suele estar llena de ceros, dado que,
en general pocos metabolitos participan en las reacciones bioqumicas. Adenas, es araloga
a la matriz de adyacencia de una red y con ella se puede construir una red metalolica.

Sv=0 (2.20)

En el estudio de las redes metalolicas es muy popular que la velocidad de reaccon sea pre-
sentada como ux, cuya mejor traduccon al espafol en este contexto es ujo, por lo que de
agu en adelante, se usaan de manera indistinta los erminos velocidad de reaccon y ujo.

El vector de ujos es la inmgnita a resolver en la ecuacon (2.20) y contiene los valores para
todos los ujos de materia y transformaciones en el sistema estudiado cuando se encuentra
en estado estable.

Cuando se de ne una elula como el volumen de control el problema se torna nas complicado,
dado que pueden haber modelos constituidos hasta por 2927 reacciones y 2153 metabolitos
como el de Pseudomonas putida disponible en la base de datos BIGG Models (Keh@l.,
2016), sin mencionar que es difcil conocer y considerar todas las reacciones biogumicas que
suceden al interior de la elula. Por ejemplo, aunque se conozca la secuencia de aminaacidos
gue constituyen una protena, el expresar cada una de las reacciones de condensacon que
llevan a su formacbn no aporta informacon relevante.
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Para construir un modelo del metabolismo de un organismo particular se hace uso de su
genoma anotado como punto de partida. Se identi can las enzimas codi cadas y con ellas,
las reacciones qumicas y metabolitos que de nen la red metalblica. De all la denominacbn

de estos modelos como reconstrucciones metalolicos a escala geromica (GSMMs, del ingks
Genome Scale Metabolic ModelsDe esta manera se obtiene un borrador de lo que sera
la verson nal del modelo, dado que no se puede extraer del genoma toda la informacon
asociada las reacciones qumicas que suceden dentro de la elula o las modi caciones pos-
traduccionales que sufren las protenas.

Es necesario recurrir a datos bioqumicos y de literatura para explicar el comportamiento

metalolico del organismo, ya sea porque se ha estudiado experimentalmente una reaccon
0 ruta metalolica en particular; porque se ha observado en otros organismos similares que
una ruta metalolica se conecta con otra; o porque hay conjuntos de reacciones qumicas
totalmente independientes del resto, dado que una red metalnlica es un grafo conexo. Con
la verson nal es posible identi car funciones metatolicas que no haban sido reportadas

previamente en el organismo de intees, por lo que se procede a validarlas experimentalmente
y re nar el conocimiento de esa especie. (Orth, 2010; Mahadevan, Palsson & Lovley, 2011).
Tamben se pueden integrar redes de regulacon geretica para considerar el efecto de la pre-
sencia de alguna sustancia sobre el metabolismo y re ejar mejor la realidad (Orth, 2010).

Los GSMMs son bases de datos estructuradas con toda la informacon disponible sobre los
metabolitos internos y las reacciones o movimientos en las que participan los metabolitos
para un organismo particular (Orth, 2010), en general son redes complicadas, grandes y muy
interconectadas (Henson, 2015). Las reacciones nas difciles de representar son las asociadas
al anabolismo como la sntesis de macromokculas. La sntesis de los elementos mas comple-
jos del material celular tamben se incluye en el GSMM en forma resumida con la llamada
reaccon de biomasa.

La reaccon de biomasa se construye a partir de datos experimentales de composicon celular
en base seca (Henson, 2015), es particular para cada especie e incluso para cada cepa de
un organismo, aunque no es muy sensible a la demanda de algin metabolito en particular
(varma, 1994). A diferencia de las otras reacciones, aqu los coe cientes estequionetricos
relacionan la biomasa producida con la cantidad de materia de cada precursor que participa.
Es decir, el umero de moles de una sustancia necesaria para producir un gramo de biomasa
(Orth, 2010).

Entre los reactivos de la reaccon de biomasa tambéen se consideran el ATP y los cofactores
necesarios para la sntesis del material celular. Aunque no se conozca el mecanismo con el que
se consume la energa en la sntesis de todo el material celular, es necesario considerarlo para
poder acoplar catabolismo y anabolismo. De manera araloga, el desgaste y reconstruccon del
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material existente se representa con una reaccon de hidolisis de ATP adicional (Orth, 2010).

Los modelos metalblicos mas recientes incluyen aminaacidos, acidos grasos y carbohidratos
grandes en la reaccon de biomasa (Mahadevaat al., 2006), pero solo es posible por la me-
jora en la comprenson del anabolismo de esas mokculas mas complicadas y la llegada de las
cienciasomicas (Palsson, 2015). En estos modelos es fcil rastrear la sntesis de cualquiera
de los aminacidos en la reaccon de biomasa hasta sus precursores en el ciclo de Krebs o la
gluolisis. En contraste, los primeros modelos desarrollados lo consideraban el catabolis-
mo Yy la reaccon de biomasa inclua directamente los precursores provenientes de las rutas
anahpolicas (Varma, 1994).

La velocidad a la que sucede la sntesis de biomasa es la velocidad a la que crece y se repro-
duce el organismo. Por lo que con ella, el consumo de sustratos y generacon de productos,
se tienen todos los elementos para representar el efecto de un organismo sobre el medio. Sin
embargo, dado que la mayora de modelos contienen nmas reacciones que metabolitos, hay
in nitas soluciones a la ecuacon (2.20).

Enalgebra lineal el conjunto de soluciones a la ecuacon (2.20) se conoce como el espacio
nulo de la matriz S. La dimenson de este espacio vectorial se conoce como la nulidad de la
matriz S y no necesariamente corresponde a la diferencia entre rumero de reacciones qumi-
cas y metabolitos en el sistema, porque algunas reacciones pueden ser la combinacon lineal
de otras desde el punto de vista matenatico, pero ain suceder en el sistema biobgico. Las
bases de este espacio vectorial se conocen como rutas extremas y aungque no siempre tienen
signi cado biobgico, facilitan la comprenson y comparacon de las soluciones a la ecuacon
(2.20) mediante aralisis convexo (Pinon, 2018).

El rumero de soluciones a la ecuacon (2.20) sigue siendo in nito ain si se hace uso de
conocimiento biobgico y bioqumico para restringirlo. El valor de cada tasa de reaccon en

el vector de ujos puede tomar valores positivos, negativos o ambos, dependiendo de si se
trata de una reaccon reversible y su direccon en relacon al planteamiento en la matriz
estequionetrica. As mismo, el ujo de sustratos hacia o desde la elula puede ser positivo,
negativo o ambos, si el transporte a traves de la membrana es pasivo. (Orth, 2010). El
conocimiento biobgico complementa la ecuacon (2.20) en forma de la inecuacon presentada
en la ecuacon (2.21).

LB v UP (2.21)

Aunque es bastante complicado saber la tasa de reaccon de alguna transformacon al interior
de una elula, con datos experimentales es posible estimar la tasa de conversbn o consumo
por unidad de biomasa, por lo que las unidades para la velocidad de reaccon estan refe-
renciadas a la cantidad de biomasa (mmol/g h), de manera araloga a una reaccon qumica
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catalizada por un lido (Fogler, 2004).

Dado que los GSMMs son modelos estequionetricos, no hace falta saber los Imites para todas
las reacciones metalwlicas, basta con de nir claramente los valores para los metabolitos que
entran y salen de la elula. Dichas magnitudes suelen estar en el orden de 10 mmol/g hy se
determinan experimentalmente con datos del cambio en la cantidad de una sustancia en el
medio y la cantidad de biomasa en un periodo de tiempo lo su cientemente corto como para

aproximar la tasa de consumo o produccon con el cociente entre los cambios en la cantidad
de sustancia y biomasa. Con experimentos en diferentes ambientes se pueden de nir los
valores maximos y mnimos en la ecuacon (2.21) para diversas condiciones cambiando sus

valores en funcon del microambiente a estudiar (Orth, 2010).

2.3.1. Aralisis de balance de ujo

Watson (1984) introdujo el uso de programacon lineal al aralisis de redes metalolicas y
poco desples fue posible usarlo para el explicar la sntesis de grasa en el tejido adiposo
(Fell & Small, 1986). Con programacon lineal, el escoger una de las in nitas soluciones de la
ecuacon (2.20) se convierte en un problema de optimizacon, segin se muestra en la ecuacon
(2.22).

max c'v (2.22)

Dicha estrategia se conoce como aralisis de balance de ujo (FBA, del ingidux Balan-

ce Analysig y se viene utilizando sin cambios signi cativos desde los trabajos de Varma y
Palsson en los anos 90 (Palsson, 2015; Pinon, 2018). Surgo de la integracon de saberes de
otras ramas del conocimiento como la ingeniera biogumica, optimizacon, teora de control,
algebra lineal y algo de estadstica (Pinon, 2018). En aquellaepoca ain no se dispona de
genomas anotados y solo era posible considerar las rutas metalolicas ampliamente estudia-
das como el ciclo de Krebs y la glumlisis, pero aun as se lograban buenas predicciones (Fell,
1986; Majewsky & Domach, 1990; Savinell & Palsson, 1992; Varma, Boesch & Palsson, 1993,
Varma, 1994).

La ecuacon (2.22) pretende maximizar una funcon objetivo compuesta por una combinacon
lineal de los elementos del vector de ujos y depende del comportamiento del organismo, sin
embargo, en la mayora de investigaciones, todos los coe cientes lineales excepto el corres-
pondiente a la reaccon de biomasa son nulos, ya que se maximiza la sntesis de biomasa
(Orth, Thiele & Palsson, 2010). En este problema de optimizacon se maximiza la produc-
con de biomasa con las restricciones propias del balance de materia (ecuacon (2.20)) y las
limitaciones de la maquinaria celular (ecuacon (2.21)).

Desde el punto de vista biobgico, tiene mucho sentido pensar que el objetivo de las e@lulas
es crecer y reproducirse (Orth, 2010). En los GSMMs la tasa de crecimiento es representada
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por la velocidad a la que se sintetiza biomasa, por lo que maximizar el ujo de biomasa es
equivalente a que el organismo maximice su crecimiento. (Henson, 2015). Esta aproximacon
funciona muy bien para organismos procariotas, dado que no tienen un ciclo de vida, ni una
funcon especializada como las @lulas de un tejido de un organismo superior y el rumero de
modelos desarrollados mayor que para elulas eucariotas (Munzner, Klipp & Krantz, 2018).

Muchas e@lulas eucariotas tienen una funcon particular en el organismo y no se reprodu-
cen, por lo que optimizar la sntesis de biomasa no re eja su comportamiento real, adenas,
aguellas que si se reproducen siguen el ciclo de la mitosis, de tal manera que la hiptesis
del estado estable no tiene mucho sentido (Menzner, 2018). Se han desarrollado modelos de
neurona dopamirergica en los que la funcon objetivo es diferente de la biomasa (Occhipinti,
Somersalo & Calvetti, 2010).

GSMMs y FBA han sido muy utiles en proyectos como el del genoma mnimo en biologa
sinetica (Abdul, 2013). Con FBA es posible predecir el efecto de la eliminacon de un gen
sobre todo el metabolismo para determinar la esencialidad de los genes (Orth, 2010). Su
aplicacon en diferentes ambientes permite entender los interruptores del metabolismo como
una estrategia para determinar las condicionesoptimas de crecimiento (Varma, 1994).

El FBA permite contextualizar y analizar grandes cantidades de datos derivados de las
cienciasomicas como la geromica y la transcrippmica, tamben facilita la formulacon de
hiptesis asociadas al consumo de sustratos y generacon de productos enareas como la
ingeniera metalolica y la biotecnologa (Pinon, 2018). Tamben facilita la caracterizacon

de organismos poco estudiados en un proceso acoplado entre la formulacon de hipotesis y
diseno de experimentos (Mahadevan, 2011).

Sin embargo, la mayor limitacon del FBA como se ha presentado hasta ahora es que solo
permite analizar organismos aislados y en un ambiente esttico, de cierta forma, se extienden
las limitaciones de las cireticas tipo Monod, pero con mayor diversidad respecto al uso de
sustratos e informacon. Aunque el desarrollo de sus versiones diramica y espacio-temporal
han permitido superar esas restricciones.

2.3.2. Aralisis de balance de ujo diramico

FBA supone que tanto el medio intracelular como el extracelular se mantienen invariantes.
Aunque es difcil dinamizar el medio intracelular porque son necesarias cireticas enzinaticas,
para el extracelular solo se debe considerar el efecto de las ®lulas sobre el ambiente (Varma,
1994) y viceversa.
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Figura 2.11: Representacon del funcionamiento del aralisis de balance de ujo diramico
(dFBA). Conforme los microorganismos consumen recursos del ambiente, lo
modi can y deben adaptarse nuevamente en cada paso de tiempo. Las ilustra-
ciones de bacterias fueron tomadas y adaptadas detps://www.freepik.
com

Varma (1994) introdujo la idea de aralisis de balance de ujo diramico (dFBA, del ingks
dynamic Flux Balance Analysi$. En su propuesta se supone que las @lulas alcanzan el es-
tado estable mpidamente en relacon a cambios en el ambiente (Varma, 1994). Se considera
gue el sistema esh en estado pseudo estacionario (Pinon, 2018) y en cada paso de tiempo
los microorganismos alcanzan el estado estable (Varma, 1994). Por lo tanto, el modelo com-
pleto se compone de dos capas de abstraccon: una correspondiente a los GSMMs y la otra a
las relaciones diramicas que permiten la interaccon con el medio extracelular (Pinon, 2018).

Aungue la descomposicon temporal es ampliamente usada en otrasareas del conocimiento
como la fsica y la ingeniera para simular sistemas diramicos de alta complejidad, en bio-
loga no es muy frecuente (Palsson, 2015). En dFBA el tiempo se discretiza y se integra con
un algoritmo secuencial para determinar la condiciones futuras a partir de las condiciones
presentes, segun se ilustra en la gura 2.11 y se esquematiza en la gura 2.12.

Varma (1994) fue capaz de recrear el crecimiento de una cepa @escherichia coliy las
variaciones en la concentracon de metabolitos como oxgeno, glucosa, acetato, formiato y
succinato (Varma, 1994). El consumo de sustratos es representado con el balance de materia
para cada sustrato en el medio extracelular (ecuacon (2.23)) y el crecimiento microbiano
(ecuacon (2.24)) (Varma, 1994) de manera muy acertada, pero ignora el efecto del ambiente
sobre las @lulas y mantiene su tasa de consumo constante a lo largo de las simulaciones.
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Figura 2.12: Algoritmo propuesto por Varma (1994) para simular el comportamiento
diramica de una colonia microbiana en un ambiente homogeneo.

Cs=Cl+ 8X 1 e ! (2.23)

X = X% ! (2.24)

En cambio, Harcombeet al. (2014) propone el uso de expresiones con la forma de la ecuacon
(2.25) para correlacionar el ujo de entrada de sustratos a la elula con la concentracon en
el medio extracelular. Para todos los valores de n en la ecuacbon (2.25) se obtienen cireticas
tipo saturacon, incluso cuando n = 1, la expreson corresponde a la ecuacon de Michaelis-
Menten, que son las que propone usar Bauet al. (2017).

v ———= 2.25

" Kg+ CI (2.25)
dFBA es capaz de representar la fase de crecimiento exponencial, en concordancia con la
ecuacon (2.24), pero no la fase de adaptacon (Varma, 1994), estacionaria 0 de muerte.
Sin embargo, con la adicon un par de reglas al modelo respecto a la no disponibilidad de
sustrato, tamben se pueden representar la fase estacionaria y de muerte (Harcombe, 2014;
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Hensen, 2015; Bauer, 2017).

dFBA es una herramienta muy util para el aralisis de comunidades individuales y multi-
especie. Aunque solo funciona cuando hay mezcla perfecta, no en ambientes con variacon
especial, que es lo mas conmun en la naturaleza y fundamental para la evolucon y funcio-
namiento de las comunidades microbianas (Henson, 2015). No obstante, la integracon de
ecuaciones diferenciales parciales como la ecuacon (2.6) con GSMMs permite representar y
predecir el comportamiento comunidades microbianas en espacios heterogeneos. Dicha apro-
ximacon se conoce como aralisis de balance de ujo espacio-temporal (SFBA, del inges
spatiotemporal ux balance analysipy sela explicada en detalle en el siguiente captulo.
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Los ambientes naturales se caracterizan por ser heterogeneos tanto qumica como micro-
biobgicamente. El consumo y excrecon de sustancias por parte de los microorganismos
altera el medio y de manera indirecta a otros microorganismos (Harcombe, 2015). Dicha
interaccon metatolica puede ser pensada como una red en la que los microorganismos in-
teracian por medio de metabolitos (Bauer, 2017), el intercambio de metabolitos lleva al
desarrollo de interacciones como la simbiosis, competencia, amensalismo, parasitismo y mu-
tualismo (Magrusdbttir, 2017). Las relaciones dentro de las comunidades microbianas son
capaces de de nir ciclos biogeogumicos como el del carbono o el nitogeno (Kuypers, Mar-
chant & Kartal, 2018), o afectar la salud de los humanos como en el caso de la microbiota
intestinal (Magrusdbttir, 2017).

Es difcil estudiar las interacciones microbianas con tcnicas puramente experimentales y
ain mas, entender su efecto sobre el comportamiento de las comunidades. Es necesario el
uso de modelos para guiar los experimentos y formular hiptesis veri cables con fundamento
biobgico (Harcombe, 2015). No obstante, muchas de las aproximaciones existentes se limitan
a predecir el dametro o la altura de una colonia en un cultivo de laboratorio con modelos
basados en agentes o ecuaciones diferenciales (Kamath & Bungay, 1988), sin considerar la
bioqumica de los microorganismos (Harcombe, 2015). La integracon de GSMMs con la
transferencia de masa ha abierto la posibilidad de simular diversos ambientes heterogeneos
(Henson, 2015).

3.1. Descripcon del modelo

En sFBA se representan los microorganismos de una comunidad mediante GSMMs y el
comportamiento de las sustancias con la segunda ley de Fick. As, es posible considerar la
bioqumica propia de cada especie, la heterogeneidad espacial y conocer el efecto de las condi-
ciones ambientales sobre las comunidades microbianas. EI modelo macrosmpico es resultado
de la integracon de los modelos de las especies individuales.

El mejor ejemplo de un ambiente heterogeneo es una biopelcula, all se desarrollan gra-
dientes de concentracon para muchos nutrientes claves, a la vez que la biomasa cambia en
densidad y composicon con la posicon. Es importante considerar dichos efectos a la hora
de entender estos sistemas (Henson, 2015), porque su estudio puede serutil para el diserno
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de comunidades con un proposito como el tratamiento de residuos, obtencon de energa o
eliminacon de pabgenos por competencia con otras especies (Harcombe, 2015).

SFBA lleva mas alh la modelacon metalplica, las ecuaciones diferenciales ordinarias de la
diramica del sistema son reemplazadas por ecuaciones diferenciales parciales asociadas a las
coordenadas espaciales y temporales. EI comportamiento de cada sustancia en el ambiente
se representa con la ecuacon (3.1), que corresponde a la versbn de dos dimensiones de
la segunda ley de Fick considerando el consumo y produccbon de sustancias por parte de
los microorganismos. As, por cada una de las sustancias en el medio extracelular, una
ecuacon como la (3.1) debe ser resuelta. La clave para resolver el conjunto de ecuaciones
gue representan el sistema est en conocer el ambiente lo su ciente como para de nir las
condiciones de frontera en las ecuaciones diferenciales (Henson, 2015)

% =D % + %
@t @% @y
Hay diferentes estrategias para la resolucon de estos modelos dada su alta demanda de
computo. Se pueden pre calcular los per les metalblicos de los microorganismos para dife-
rentes concentraciones de los sustratos y luego usar los datos de las demandas metalolicas
cuando se est resolviendo la ecuacon (3.1) (Jayasinghe, 2014), sin embargo, dicha aproxi-
macon solo es buena cuando se considera el efecto de pocos metabolitos y se trabajan en
una o dos dimensiones espacio-temporales, en caso contrario, el rumero de casos es superior
a las posibilidades dentro del ambiente virtual. Por otro lado, de manera araloga a la reso-
lucon de sistemas complejos en fsica o en ingeniera, se pueden discretizar las ecuaciones
diferenciales y resolverlas en cada punto del espacio y del tiempo a la vez que se resuelven los
modelos metalolicos asociados a dicha posicon (Harcombe, 2015; Bauer, 2017). Tambén se
pueden reemplazar la ecuaciones para la transferencia de masa por aproximaciones proba-
bilsticas como Lattice-Boltzmann y en cada iteracon temporal evaluar el comportamiento
de las sustancias luego del de los microorganismos.

+ vsX (3.1)

Dos herramientas han sido desarrolladas para abordar este problema discretizando el espacio
y el tiempo para resolver nunericamente las ecuaciones que describen el medio extracelu-
lar, a la vez que simulan el metabolismo de los microorganismos con FE2OMETS (del
ingles, Computation Of Microbial Ecosystems in Time and Spagesscrito en el lenguaje de
programacon java (Harcombe, 2014) yBacArena en R (Bauer, 2017). Ambos softwares
abordan el problema de manera similar y se diferencian principalmente en la forma como
representan el comportamiento de un organismo individual. Mientras que &OMETS
(Harcombe, 2014) el movimiento de los microorganismos tamben se de ne con la segunda
ley de Fick, enBacArena (Bauer, 2017) cada microorganismo es un agente que toma deci-
siones respecto a su movimiento en cada paso de tiempo dependiendo de las condiciones de
su ambiente.
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Tal y como se puede apreciar en la gura 3.1, en sFBA el ambiente de dos dimensiones
se divide en celdas individuales que interactian y evolucionan entre estados discretos para
representar el avance del tiempo (Bauer, 2017). El tamafo de cada celda puede variar desde
la escala unicelular, dependiendo del objetivo de cada estudio, sin embargo, dado que se
supone que el contenido de cada celda es uniforme, si se busca simular la heterogeneidad de
un ambiente particular, no es recomendable superar la decena o centena de elulas por cada
celda.

Figura 3.1: Representacon del funcionamiento del aralisis de balance de ujo espacio - tem-
poral (sFBA). Conforme los microorganismos consumen recursos de su micro-
ambiente, se propicia el intercambio de materia por difusbn con otros microam-
bientes y deben adaptarse nuevamente en cada paso de tiempo. Las ilustraciones
de bacterias fueron tomadas y adaptadas dbttps://www.freepik.com

Las celdas que son ocupadas por ®lulas estn asociadas a uno o varios GSMMs y depen-
diendo de su composicon se de nen los vectores para los valores maximos y mnimos de los
ujos en la ecuacon (2.21). Al igual que en dFBA el metabolismo microbiano en cada paso
de tiempo se representa con FBA. La idea kasica es la misma que en dFBA, sin embargo, a
diferencia del dFBA, antes de que el sistema evolucione, SFBA considera la interaccon entre
las celdas mediante la resolucon de la ecuacon (3.1) para cada una de las sustancias y el
movimiento de las e@lulas. El efecto de cada microorganismo en el espacio se ve re ejado por
la difusbn de sus productos hacia las celdas adyacentes, as como la compensacon de los
sustratos consumidos (Bauer, 2017).

La interaccon metalolica propicia la organizacon en las comunidades microbianas. Cada
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modelo de microorganismo maximiza su produccon de biomasa, de tal manera que aquellos
ubicados en las posiciones nas favorecidas tendan mas exito y se podan reproducir mas
apido (Harcombe, 2015). La estructura de la comunidad es una consecuencia de la super-
vivencia de los microorganismos que intercambian metabolitos y favorecen su crecimiento
entre si. Incluso en la misma especie, la variacon en la disponibilidad de recursos propicia
la diferenciacon fenotpica (Bauer, 2017).

La mayor ventaja de sFBA sobre otros modelos de comunidades es que pocos paametros
son necesarios para representar la evolucon de la comunidad y no es necesaria ninguna supo-
sicon previa respecto a la interaccon entre los individuos (Harcombe, 2015). Una limitacon

de esta estrategia es que la evolucon no se contempla en los GSMMs, por lo que en una
barrera de tiempo su cientemente grande y en un ambiente que propicie la evolucon, no es
posible realizar predicciones acertadas (Henson, 2015).

La mejor aplicacon de estas herramientas es la ecologa sinetica, ya que con ellas se pueden
disenar consorcios microbianos a nivel computacional y guiar los experimentos. El impacto
sel grande enareas como la biomedicina, procesos biotecnobgicos y la biotecnologa am-
biental (Zomorridi & Segre, 2016). Adenas, esta metodologa tamben sirve para con rmar

si la principal forma de interaccon entre los microorganismos de una comunidad es por in-

tercambio de metabolitos (Harcombe, 2015).
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Materiales y netodos

En este trabajo se opb por continuar con la Inea deBacArena , por la facilidad a la
hora de analizar los resultados con otras libreras dB y modi car el odigo fuente de la
misma. A diferencia deCOMETS , donde es necesario consultar el odigo con los autores,
modi carlo y volver a generar el programa. Gran parte del trabajo desarrollado impli®
cambiar signi cativas secciones del @mdigo dBacArena enR. La verson nal del @digo
puede ser consultada erhttps://github.com/eachingateb/Funciones-tesis

4.1.

Suposiciones realizadas para el modelado

El modelo est construido bajo las siguientes suposiciones:

4.2.

La conductividad de la biopelcula es tal, que el potencial ekctrico es el mismo en
todas las posiciones.

Geobacter sulfurreducenses el unico microorganismo con la habilidad de transferir
electrones.

Elunico mecanismo para la transferencia de electrones es la conduccon directa.

Una vez que las ®lulas mueren, su material celular no puede ser metabolizado por
otros miembros de la comunidad.

El pH de la solucon es amortiguado y no afecta el metabolismo de los microorganismos.
La erosbn olo afecta a los microorganismos cerca de la frontera biopelcula - solucon.

Los microorganismos presentes se adaptaron previamente a las condiciones del medio.

Algoritmo

A continuacon se describian cada una de las operaciones presentadas en la gura 4.3, la
cual ilustra el algoritmo utilizado en el presente trabajo para simular la @amara arodica de
una MFC. En la explicacon se seguim el ujo de informacbn de los diagramas en las guras
4.3y 4.4. As mismo, se justi caan las decisiones tomadas, las diferencias respecto al algo-
ritmo original de Bauer (2017) y se explicaran la relaciones desde el punto de vista fsico,
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gumico o biobgico. Sin embargo, primero es necesario introducir cada una de las unidades
de informacon (objetos) involucradas en el aralisis.

Arena : La arena es el ambiente de dos dimensiones en donde interacuan las sustancias
y organismos de la simulacon. Est de nida por su geometra, composicon, los modelos
de los organismos que alberga, la hidrodiramica expresada como la presencia o ausencia
de agitacon y el tamano de paso en el tiempo. Contiene toda la informacon de lo que ha
sucedido en la simulacon, el per | metallico de cada microorganismo, su posicon y los
per les de composicon de todas las sustancias. En su verson original Bauer (2017) disefo el
objeto para contener la informacon recen comentada en cada paso del tiempo, sin embargo,
dicha aproximacbon aumenta la demanda de computo signi cativamente en simulaciones que
contemplan grandes ventanas de tiempo y espacio, por lo tanto, en el presente trabajo se
opb por limitar el objeto unicamente a la informacon de un paso de tiempo a la vez y
generar archivos en el disco duro con la informacon requerida para entender los resultados
y as, minimizar el consumo de memoria RAM.

La arena de nida en el presente trabajo se compone de la dimenson perpendicular al
electrodo y una de sus dimensiones paralelas, segin se aprecia en la gura 4.1. Se opb por
estudiar estas dos dimensiones para poder simular el desarrollo de la biopelcula sobre el
electrodo y la interaccon metalblica con microorganismos en estado plancbnico. Se parte
del supuesto de que sobre toda la super cie del electrodo suceden los mismos feromenos, por
lo que, la longitud de la dimensbon perpendicular al electrodo es muy superior a la paralela.

Figura 4.1: Dimensiones consideradas en el espacio de nido para la simulacon de la amara
arodica de una MFC.
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Para resolver la ecuacon (3.1) son necesarias las condiciones de frontera, o informacon de
las concentraciones para todas las sustancias al inicio de la simulacon. Bauer (2017) propone
como condiciones de frontera que la concentracon tanto dentro como fuera de la frontera
sean las mismas, con el objetivo de expresar que los mismos feromenos suceden dentro y
fuera del espacio simulado. En este trabajo se simub la super cie del electrodo como una
frontera aislada, incluso para los electrones, pero ello se discutia mas adelante, dado que es
una barrera fsica por la que no puede haber ujo de materia.

La composicbn qumica y microbiobgica se discutian a fondo en el siguiente captulo. Sin
embargo, vale la pena mencionar que Eena del presente modelo se divide en dos partes,
la biopelcula y la disolucon. Mientras que en la biopelcula, el movimiento de los microor-
ganismos esh restringido y la transferencia de masa se da por el mecanismo difusivo, en la
solucon la posicon de los microorganismos cambia de manera aleatoria para cada paso de
tiempo y la concentracon de todas las sustancias es homognea, de manera araloga a un
modelo de reactor con mezcla perfecta (Fogler, 2004). La restante condicon de frontera en
la biopelcula corresponde al intercambio de materia con la solucon.

La posibilidad de que dos ambientes coexistan en la misma simulacon es una contribucon
del presente trabajo, dado que para Bauer (2017) y Harcombe (2015) el ambiente puede
estar o no mezclado, pero no tener zonas con mezcla y sin mezcla en la misma simulacon,
como se propone agu. En los ambientes naturales donde se desarrolla una biopelcula, su
crecimiento y diramica dependen de la composicon y comportamiento de la solucon con la
gue interacua.

Dado que tanto tiempo como espacio se discretizan para poder representar el comporta-

miento de microorganismos y sustancias, el tamano de paso en el tiempo esta estrechamente
relacionado con las dimensiones de las celdas individuales (Bard, 2001). Bard (2001) re-

comienda que se cumpla la desigualdad presentada en la ecuacon (4.1) dado que en caso
contrario las predicciones del modelo carecen de signi cado fsico.

D t

o 045 (4.1)

La resolucon espacial del presente modelo alcanza el nivel celular, cada celda es ocupada
unicamente por una @lula con 2.4 m de dametro. Para cumplir con la ecuacon (4.1) el
tamano del paso en el tiempo debe ser inferior a 4 ms. No obstante, dado que los feromenos
biologicos se aprecian en la escala de las horas, el rumero de pasos a simular es excesivo.
Por ejemplo, para una hora de simulacon seran necesarios 900 000 pasos.

Teniendo en cuenta dicha restriccon y que la operacon de una MFC generalmente supera la
barrera de los das, en este trabajo se opb por reemplazar la ecuacon (3.1) por la ecuacon
(4.2), en la que se supone que en cada paso de tiempo se alcanza el estado estable en el
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sistema.
@Cs @Cs _
ar " @y + VX =0 (4.2)

Dicha propuesta es consistente con las mismas ideas de fondo del dFBA (Palsson, 2015). La
escala de tiempo a la que suceden feromenos biobgicos como el metabolismo no es la misma
a la que suceden feromenos fsicos como el transporte de materia (Marcus, 2007).

t: Mas que el tiempo, es el umero de pasos que se deben llevar a cabo en la simulacon para
alcanzar el tiempo que se desea recrear. Es el cociente entre el tiempo objetivo y el tamano
de paso temporal.

corriente : Dado que muchos autores de nen la corriente como el ujo de carga. El ujo de
electrones en el modelo metalolico se ajusta muy bien a esa de nicon. En el apartado 4.2.2
se discuti|a con nas detalle esta idea.

i: Contador de tiempo dentro de la funconSimEnv .

sublb : Base de datos en forma de matriz en la que la informacon est organizada respecto

a los microorganismos. Es decir, para cada microorganismo almacena las concentraciones de
todas las sustancias, sustratos o productos del metabolismos presentes en su microambiente.
De tal manera que, cuando se va a analizar un microorganismo, se ignoran las sustancias
con las que no interactua.

j: Contador de microorganismos en la funcoiSimenv .

N.M. : Numero de microorganismos que hay en el ambiente en cada iteracon.

celdas: Es una matriz con las mismas dimensiones que el espacio eraf@na, sus las
representan la distancia al electrodo y sus columnas una posicon dentro del electrodo. El
contenido de esta matriz es la superposicon de los nanocables@eobacter sulfurreducens
(gura 4.2) para representar el desarrollo de la biopelcula sobre la super cie del electrodo.
Vale la pena mencionar que este objeto es diferente a las celdas en las que esh dividido en
ambiente.
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Figura 4.2: Representacon de la extenson de los nanocables dgeobacter sulfurredu-
cens a trawes de varias celdas en el ambiente para facilitar la transferen-
cia de electrones. Las ilustracon de bacteria fueron tomada y adaptada de:
https://www.freepik.com

org: Representacon virtual de un microorganismo. Contiene el GSMM correspondiente a
ese organismo, los Imites superior e inferior para los ujos, el per | metalolico, una lista de
las sustancias que pueden entrar o salir de la @lula, la velocidad a la que se puede mover
por el ambiente, la tasa de decaimiento y otros paametros.

BF : Es el tamafo de la biopelcula en erminos del umero de elulas d&eobacter sulfu-
rreducens perpendiculares al electrodo y sus nanocables.

concentraciones : Conjunto de matrices con los per les de concentracon para cada sustan-
cia en la simulacon. El subndice i indica que son los per les para ese paso de la simulacon.

Pbacterias : Lista con todos los microorganismos y sus posiciones en el ambiente virtual en
el paso i de la simulacon.

e ciencia : Corresponde a la e ciencia coubmbica, qe es la relacon entre la carga que
pasa a trawes del electrodo y la carga que se hubiera podido obtener por la oxidacon total
de los sustratos. En el presente trabajo se propone determinar la e ciencia coubmbica en
cada paso de tiempo segun la ecuacon (4.3), donde se analizan ujos de equivalentes de
electrones y electrones en lugar de cantidades de carga sin ningun inconveniente dado que
todo sucede en el mismo periodo de tiempo y la relacon entre cantidades de cargay electrones
es equivalente. Adensas, la idea de analizar los ujos, permite estimar la contribucon de cada
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microorganismo a la e ciencia por los resultados de su FBA.

V.

E.= PEeon 19004 (4.3)
CQVSi

u : Conjunto de vectores que contienen los per les metalolicos de los diferentes microorga-

nismos. Es el mismo tipo de objeto que el resultado de un FBA

potspace : Es una matriz con las mismas dimensiones que el espacio earkna, sus las
representan la distancia al electrodo y sus columnas la posicon sobre la super cie del elec-
trodo. Contiene el potencial al que est expuesto una @lula en cada posicon del espacio.

UB : Lmite superior para los valores que pueden tomar los ujos.
LB : Lmite inferior para los valores que pueden tomar los ujos.

miu : Tasa de formacbn de biomasa por unidad de biomasa, algunos autores la de nen como
la tasa de crecimiento espec ca.

u _e: Flujo de electrones que dejan la elula.

dead: Variable bgica que contiene el estado de un microorganismo luego de haber conside-
rado su tasa de crecimiento y de decaimiento. La elula puede estar viva o muerta.

Free: Vector que contiene las posiciones libres alrededor de un microorganismo.

4.2.1. Simulacon del ambiente (SimEnv)

Al discretizar el tiempo, se hace necesario usar un ciclo y un contador para representar la
diramica. Dentro del ciclo del tiempo suceden simulaciones secuenciales, de tal manera que,
los resultados de una simulacon son el punto de partida para la siguiente y la simulacon
de un experimento es el resultado de la combinacon de las simulaciones en los diferentes
estados por los que pasa el sistema.

Con el algoritmo presentado en la gura 4.3, el sistema evoluciona de dos formas relacionadas
de manera indirecta. La primera es el cambio que sufren los microorganismos y sucede dentro
de la funcon SimBac . All, a partir de los resultados del FBA se actualizan las concentracio-
nes de los metabolitos en el microambiente, la biomasa y si es posible, los microorganismos
se mueven, dividen o mueren. La informacbn que se trans ere al siguiente paso de tiempo
es la biomasa de cada microorganismo y su posicon. Por otro lado, la diramica asociada a
las concentraciones se resume en la solucon de la ecuacon (4.2) para cada paso de tiempo.
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De nicon del ambiente

Aunque el ambiente de nido en el objetcarena es el punto de partida para el algoritmo
presentado en la gura 4.3, es neceesario que lo objetosy celdas tengan valores iniciales.

En este punto lo mas importante para u es la dimenson de los vectores, que debe ser la
misma que el rumero de metabolitos que pueden entrar y salir de cada microorganismo.
Para garantizar que sean el mismo tipo de objeto que el resultado de un FBA, en la primera
verson de u todos los vectores son el resultado de un FBA realizado en las condiciones
iniciales. Para la matriz celdas se de nen sus dimensiones y se asigna el valor de diez a
todos los elementos de la la correspondiente al electrodo. Luego, en el aralisis de cada
microorganismo ambos objetos son actualizados.

Aralisis microbiologico

La arena contiene toda la informacon en relacon a la simulacon, sin embargo, muchas
funciones requieren de datos espec cos, como las concentraciones en ciertas posiciones o
el umero de microorganismos en el ambiente. Es por ello que en cada paso de tiempo se
determinan los microorganismos sobrevivientes y se almacena su informacon en la base de
datos sublb, as, dicha informacon es asequible para otras funciones en este y el siguiente
ciclo.

Para construir sublb se parte de las posiciones de los microorganismos, luego, de los per les
de concentracon de todas las sustancias se extraen las concentraciones en las mismas posi-
ciones donde eshtn las @lulas y se organizan en forma matricial. De tal manera que cada,
la de la matriz corresponde a un microorganismo y cada columna a una sustancia, para
gue el contenido de la matriz corresponda a la concentracon de una sustancia en la celda
ocupada por un microorganismo.

Dado que es necesario considerar el efecto de cada microorganismo sobre el ambiente, se
analiza un organismo a la vez siguiendo el ciclo interno del algoritmo. Una vez inicia el ciclo,

es necesaria toda la informacon relevante sobre el microorganismo, por lo que se extrae el
objeto org de laarena. Aunque se explicaa nas detalladamente en el siguiente apartado,

a grandes rasgos la funcorsimBac representa el metabolismo microbiano y su efecto sobre

el microambiente en el que habita. Para la operacon de dicha funcon es fundamental la
informacon almacenada enorg porque de ne la naturaleza del microorganismo a simular.

Anralisis fsico

Luego de nalizar el ciclo de los microorganismos, es posible de nir los Imites de la bio-
pelcula y reportar la corriente generada en ese paso de tiempo. El Imite de la biopelcula
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Figura 4.3: Algoritmo propuesto por Bauer (2017) para simular el comportamiento dirami-
ca de una colonia microbiana en un ambiente heterogeneo. El algoritmo fue
modi cado en el presente trabajo para representar la @amara arodica de una
MFC con la inclusbn de la aproximacon de estado estable y la posibilidad de
interaccon entre ambientes homogeneos y heterogeneos en la misma simulacon.
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de ne la frontera entre el espacio con mezcla perfecta y la difuson molecular. La funcon
EstadoEstable se encarga de resolver la ecuacon (4.2) dentro de la biopelcula por medio
del metodo de Gauss-Seidel y actualizar las concentraciones del ambiente para el siguiente
paso de tiempo con las concentraciones en el estado estable.

Hay tres tipos de condiciones de frontera en este problema: la barrera aislada que represen-
ta el electrodo; los lados de la biopelcula, que no representan una barrera fsica, sino que
buscan expresar simetra en el desarrollo de la biopelcula y que solo se est analizando un
fragmento de la misma, en la que ocurren los mismos feromenos a lo largo del electrodo; y
la interfase biopelcula - solucon, donde la conconcentracon en la solucon es usada para
resolver la ecuacon (4.2).

No obstante, la ecuacon (4.2) no considera el efecto global de los microorganismos sobre
la solucon. La demanda de sustratos y generacon de productos dentro de la biopelcula
cambian la composicon de la solucon segun la funconConsume , que se explicaa en el
siguiente apartado. La solucon actua como fuente y sumidero para todos los ujos derivados
de la actividad metalplica, para que sea posible el estado estable en la biopelcula.

Cuando la composicon qumica y microbiobgica de la biopelcula es conocida, algunos de los
habitantes de la frontera biopelcula - solucon son eliminados aleatoriamente para simular la
eroson de la biopelcula. La funcon eroson estima el rumero de microorganismos a eliminar
dependiendo del grosor de la biopelcula, de manera araloga a como lo hacen Marcus (2007)
y Jayasinghe (2014), segun la ecuacon (4.4):

X
N:Mk: =b t M; (4.4)

Finalmente, se estiman e imprimen los resultados de la simulacon de ese paso de tiempo,
para luego continuar con la siguiente.

4.2.2. Simulacon de las bacterias (SimBac)

La funcon SimBac permite simular el metabolismo de un microorganismo y su efecto en el
ambiente inmediato. A la vez que requiere varios paametros, varios resultados son retorna-
dos. Las cinco variables retornadas hacen parte de las entradas, dado que son modi cadas
durante su paso por la funcon.

Para algunos de los procesos en la gura 4.4 es necesario diferenciar eBtebacter sul-
furreducensy otros microorganismos, porque este trabajo se ha planteado de tal manera
gue Geobacter sulfurreducensea elunico microorganismo capaz de transferir electrones y
desarrollar una biopelcula electroactiva.
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Figura 4.4: Algoritmo propuesto por Bauer (2017) para simular el metabolismo microbiano
y su efecto sobre el microambiente local. El algoritmo fue modicado en el
presente trabajo para representar la habilidad déeobacter sulfurreducenpara
transferir electrones a un conductor en el medio extracelular.
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Restricciones del ambiente: Electrones

El modelado de la habilidad para transferir electrones se explicar en el siguiente captulo, sin
embargo, es importante mencionar que la tasa de respiracon depende del potencial ekctrico
al que est expuesta la elula (Marcus, 2007). Teniendo en cuenta lo anterior, se opb por
seguir la misma aproximacon de Jayasinghe (2014) y usar el modelo ciretico propuesto por
Marcus(2007) (ecuacbn (4.5)) como Imite superior para el ujo de electrones en el GSMM.

0
; V,
J — electron
UBeIectron 1+e RFT ( §+0:345) (45)

El sobrepotencial usado en la ecuacon (4.4) corresponde al sobrepotencial en la celda donde
esh ubicado el microorganismo. Dicho sobrepotencial es almacenado en el obpzitspace

gue a su vez depende del resultado de la funcoed. Este comportamiento es una con-
secuencia de los nanocables @eobacter sulfurreduceng gura 4.3), que en este caso son
modelados como conductores perfectos y en su ciente cantidad como para transferir electro-
nes en cualquier direccon.

La funcon de la red ekctrica es permitir que los microorganismos conectados a ella sean
capaces de percibir el mismo potencial que es aplicado sobre la super cie del electrodo y
transferir electrones. En la funconred, para cada microorganismo dos celdas adyacentes
en direccon al electrodo son analizadas. Si en la matrizeldas esas posiciones tienen un
valor positivo, signi ca que hay un camino directo al electrodo, por lo que se le sumaa una
unidad a los valores de la matrizeldas de todas las celdas dos posiciones alrededor del
microorganismo en cualquier direccon. As mismo, Si un microorganismo muere, se resta
una unidad en la misma zona de la matrizeldas.

La funcon red pretende representar la interaccon ekctrica de logili de Geobacter sulfurre-
ducenspor la superposicon de valores en la matrizeldas. En este punto cobra sentido la
forma como se inicialio la matrizceldas previamente, dado que la red ekctrica se construye
desde el electrodo. De esta forma, tanto la habilidad de transferir electrones dentro de la
biopelcula como la misma biopelcula surgen como una propiedad emergente del sistema,
evitando la de nicon de parametros asociados al tamano.

Restricciones del ambiente: Metabolitos

Algunos investigadores se han enfocado en estudiarunicamente la biopelcula (Marcus, 2007;
Jayasinghe, 2014), sin embargo, la funcokstadoEstable considera el efecto de la solucon
sobre la biopelcula, mientras que la funconConsume el efecto de los habitantes de la bio-
pelcula sobre la solucon. Mucha de la interaccon metalolica se da entre el espacio cadtico
de la solucon y el espacio controlado de la biopelcula. Aunque la mayora de las bacterias
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no haan parte de la biopelcula y se mantendan en solucon, su interaccon metalolica con
aguellos que esan en la biopelcula se mantiene.

Elunico producto del metabolismo microbiano al que se le restringe el ujo superior es el
electon. Por su parte, el Imite inferior para el ujo de los sustratos es de nido por las
condiciones ambientales o las caractersticas del microorganismo en la funcGonstrain .
En esta funcon se determinan los valores mnimos para los ujos de sustratos teniendo
en cuenta la composicon del medio. Para aquellos sustratos en los que se dispone de los
palametros cireticos, se determina el ujo a partir de la concentracon segun la ecuacon
de Michaelis-Menten, mientras que, para aquellos que no, se propone que en un escabn
de tiempo el microorganismo puede consumir como nmaximo un 80 % de la concentracon
presente en su microambiente, segin la ecuacon (4.6). Finalmente, se compara el valor
obtenido con el almacenado en el objetarg y se de ne el mayor como el Imite inferior, ya
sea porque el ambiente ofrece mas recursos de los que el microorganismo puede consumir, 0
el caso contrario.

Cj

LBL = o:s_an—Stvcelda (4.6)

Restricciones del ambiente: Espacio

Bauer (2017) propone que si no hay espacio para nuevas elulas los microorganismos no se
reproducen. En este trabajo, adenmas de considerar dicha idea, se introduce la idea de estes,
de tal manera que si los microorganismos no tienen espacio para reproducirse, cuando alcan-
zan su valor maximo de biomasa, dejan de crecer y se limitan a satisfacer el mantenimiento
celular. Est caracteristica se logra al de nir la velocidad naxima en la reaccon de biomasa
como cero UB).

Actividad metalwlica

El siguiente paso luego de disponer de las restricciones para los ujos metalolicos es realizar
la optimizacon y conocer el per | metalolico en cada paso de tiempo, sin embargo, como
se mencioro previamente es necesario realizar muchos pasos de tiempo, y la demanda de
®mputo correspondiente a los FBA es muy alta, por lo que en la gura 4.4 se propone
llevar a cabo dichas optimizaciones por cada iteraciones, lo cual tiene sentido teniendo en
cuenta que el ambiente no cambia lo su ciente como para modi car el comportamiento de
los microorganismos.

La funcon Consume cuanti ca el cambio en la concentracon de cada metabolito en la
solucon con los ujos metabolicos de cada microorganismo, segun la ecuacon (4.7). Es im-
portante resaltar que a diferencia del odigo original d®acArena (Bauer, 2017), donde
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la concentracon modi cada es la del microambiente local, en esta propuesta, la concentra-
con perturbada es la de la solucon, porque en la funcorEstadoEstable es implicito que la
diferencia de materia entre el estado estable y el estado inicial es compensada por la solucon.

En la ecuacon (4.7) se supone que la velocidad de consumo o produccon de una sustancia
y la masa del microorganismo son constantes en un paso de tiempo, de tal manera que,
el cambio en la cantidad de materia es el producto de estas variables y la conversbn a
concentracon se logra con el volumen del dispositivo.

ci VLMt

Vv

El balance de materia para las e@lulas es el mas importante, porque de el dependen los
balances de materia de las sustancias y es necesario tener en cuenta aquellas @lulas cuyos
ambientes no son capaces de satisfacer sus requerimientos metalolicos y mueren. La relacon
entre la tasa de crecimiento y la biomasa usada en el presente modelo es la misma presentada
por Varma (1994), ecuacon (4.8):

Ml=M et (4.8)

(4.7)

La muerte, reproduccon y ganancia en biomasa son consideradas en la funanowth . El
crecimiento es la mas sencilla de las operaciones, dado que solo es necesario actualizar la
informacon del microorganismo, en cambio la muerte implica eliminar su informacon de la
matriz celdas y los datos asociados; y para la reproduccon es necesario llevar a cabo todo
el aralisis asociado al desarrollo de la biopelcula con la funcored . Cuando un microorga-
nismo se divide, ambas e@lulas hijas heredan el mismo per | metabolico de la elula madre,
de tal manera que, el vectoru de las @lulas hijas sela una copia del vector de la elula
madre. El decaimiento de la biomasa del microorganismo con el que se representa la muerte
se representa como la disminucon en la biomasa del mismo debido a que los recursos de los
gue dispone en el microambiente no son su cientes para satisfacer el mantenimiento celular

Luego de cada paso tiempo se actualizan todas las concentraciones en la celda y la corriente
si el espacio es ocupado pdeeobacter sulfurreducensAunque el alculo de la corriente

es tan simple como efectuar una suma en cada uno de los microorganismos, cuenta con el
soporte de la ley de nodos de Kirchho, dado que con la suposicon de que el potencial en
toda la biopelcula es el mismo, cada punto de interseccon entre elulas es un nodo donde
la corriente es la suma de las corrientes que entran y dado que todos los nodos son iguales,
la corriente total es la suma de las corrientes producidas por cada microorganismo.

4.3. Como usar el modelo

Aralisis con el modelo propuesto pueden llevarse a cabo modi cando el ambienteagana y
el horizonte de tiempo que se estudiaa. Usuarios mas avanzados tamben pueden modi car
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la resolucon con la que quieren registrar los resultados y la frecuencia con la que se llevan
a cabo los FBA dentro de la simulacon.

Como se vio en la seccon 4.2 larena guarda informacon respecto a espacio, microorga-
nismos y disponibilidad de recursos. Es posible de nir una poblacon inicial en espacios de
diferente tamano. Para estudiar comunidades microbianas se propone el uso de aralisis de
sensibilidad y simular casos bien de nidos para contrastar el efecto de variables como la
diversidad, posicon y biomasa de los microorganismos, o la resolucon espacial y temporal
sobre los resultados.

Aunque al de nir el medio por defecto se asume que las concentraciones iniciales son uni-
formes en todo el espacio, usuarios mas avanzados pueden introducir la distribucon de
concentraciones que deseen modi cando la caracterstichmat del objetoarena o conti-
nuar con previas simulaciones.

Vale la pena comentar que desde la versbon original de BacArena (2017), el rumero de
microorganismos y especies que se pueden analizar en el espacio solo es Imitado por la
capacidad de computo y la disponibilidad de los GSMM de cada especie, por lo que la
posibilidad de llevar a cabo aralisis de composicon microbiana est abierta para todos los
usuarios de este modelo.
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El modelo desarrollado se utilio para simular casos de estudio a manera de experimentos
virtuales. Aunque el modelo es sensible a variaciones en el potencial al que esa expuesto
la comunidad bacteriana, los aralisis que describen a continuacon fueron planteados a un
sobrepotencial de 20 mV constante, de manera araloga a algunos de los experimentos desa-
rrollados por Bond (2003). Bond (2003) propone el uso de un potenciostato para garantizar
gue el potencial en elanodo de su MFC es constante, de tal forma que, elunico limitante en
la generacon de corriente es la actividad biobgica, al igual que en el este trabajo.

Cada experimento consistd en el aralisis de un espacio bidimensional con un tamano de
10 cm en direccon perpendicular al electrodo y 96m en direccon paralela al electrodo,
aunque todos los feromenos de intees suceden en la biopelcula. El espacio a estudiar se
desarrolla conforme evoluciona el sistema y puede tener un grosor de hasta 481/mientras

gue elarea restante se ocupa de satisfacer el balance de materia.Los metabolitos necesarios
para la supervivencia deGeobacter sulfurreducense presentan en la tabla 5.1, aunque las
modi caciones a la composicbon se describen en cada experimento.

Tabla 5.1: Composicon qumica del ambiente virtual de la camara arodica de la MFC

simulada

Sustancia Concentracon (mM)
Sulfato de potasio 1000
Fosfato dacido de sodio 1000
Cloruro de amonio 1000
Sulfato de magnesio 1000
Acetato de sodio 10

Cloruro de calcio 1000

Los microorganismos de este ambiente virtual ocupan uno de los microambientes de 24
x 2.4 m en los que se dividb el espacio y desarrollan sus procesos metalnlicos en espacios
de tiempo de 5 h.
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5.1. Re namiento y validacon del GSMM de Geobacter
sulfurreducens

Los datos experimentales de Esteve-Nunez (2005) re ejan la magnitud del ujo de los sus-
tratos utilizados por los microorganismos. Esteve-Nunez (2005) fue capaz de realizar un
guimiostato (gura 5.1) para Geobacter sulfurreducensDicho dispositivo ofrece la posibili-
dad de mantener las condiciones estables a lo largo de diversos experimentos. Permite cultivar
microorganismos en unas condiciones bien de nidas, contrario a los cultivos convencionales,
en los que se de ne un medio y se permite la reproduccon de los microorganismos. Mante-
ner las condiciones constantes a lo largo de todo el experimento permite realizar estudios de
expreson genica, dado el transcriptoma depende de las condiciones ambientales.

Figura 5.1: Esquema representativo de un quimiostato para mantener las condiciones ho-
mogeneas en un cultivo microbiobgico. Mientras un ujo con nutrientes es ali-
mentado, la misma cantidad de materia es extrada de un recipiente bien agitado
con control de temperatura. Imagen tomada y adaptada déttps://commons.
wikimedia.org/wiki/File:Bioreactor_principle_svgedit.png

En erminos simples el quimiostato de Esteve-Nunez (2006) es un reactor de tanque agitado
con alimentacon continua (gura 5.1). Si la agitacon es lo su cientemente buena, adenmas

de mantener las condiciones a lo largo del tiempo, las condiciones en diversos puntos del
dispositivo son las mismas y es posible suponer mezcla perfecta.

Se modi ® el GSMM desarrollado por Mahadevan (2006) para recrear los datos experimen-
tales de Esteve-Nunez (2002). Se determinaron los pamametros cireticos de la ecuacon (2.8)
para representar el consumo de acetato por parte dgeobacter sulfurreducens(ecuacon

(5.1)). Los coe cientes estequionetricos de la reaccon de biomasa (ecuacon (5.2)) fueron
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modi cados manteniendo las proporciones entre los tipos de biomasa, tamben la tasa de
reaccon a la que se hidroliza ATP (ecuacon (5.3)) para representar el mantenimiento celu-
lar.

CAcetato
% =761 5.1
Acetato 021 + CAcetato ( )
X
Precursores+ 70AT P + 0:18NADH (¢ + 131H,0( + 0:5/NADPH (¢ (5.2)
| Biomasa + 70ADP ) + T0H,P O, (¢ + 0:18NAD (, + 0:57NADP ;) +131H |
AT P(C) ! ADP(C) + HzO(c) (53)

Para la ecuacon de biomasa inicialmente se eliminaron algunos elementos que carecan de
sentido biobgico, como precursores del ciclo de Krebs o la glumlisis, dado que el modelo
cuenta con las rutas anatolicas para la sntesis de aminaacidos, segun muestra la tabla
5.2. Para la seleccon de los pamametros apropiados se estudiaron diversas combinaciones,
se evalw el coe ciente de determinacbon para cada caso y se selecciorp la combinacbon que
permite obtener un mayor coe ciente.

Tabla 5.2: Coe cientes estequionetricos en la reaccon de biomasa en el modeldGkmbacter
sulfurreducenspara la verson original de Mahadevan (2006) y los usados en el
presente trabajo.

Precursor Coe ciente estequionetrico ( Mol=ghiomasa)
Modelo Mahadevan (2006) Presente trabajo
meso-2,6-Diaminoheptanedioato 22.3 0.0
3-Phospho-D-glycerate 17.7 0.0
2-Oxoglutarate 21.8 0.0
D-Alanina 22.3 134
L-Alanina 3724 2234
L-Arginina 201.6 120.9
L-Asparagina 164.3 98.6
L-Aspartato 164.3 98.6
Caton calcio 0.9 0.9
CTP 40.1 21.7
L-Cisteina 62.4 37.4
dATP 20.7 11.2
dCTP 20.7 11.2

dGTP 20.7 11.2
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Tabla 5.2: Continuacon

Precursor Coe ciente estequiomnetrico ( Mol=ghiomasa)
Modelo Mahadevan (2006) Presente trabajo
dTTP 20.7 11.2
Acido graso (Iso-C14:0) 1.3 0.9
Acido graso (Iso-C15:0) 62.4 43.7
Acido graso (Anteiso-C15:0) 2.7 1.9
Acido graso (Iso-C17:1) 11.2 7.8
Gliceraldehido 3-fosfato 192.0 0.0
D-Glucose 6-fosfato 26.6 0.0
L-Glutamina 179.3 107.6
D-Glutamato 22.3 13.4
L-Glutamato 179.3 107.6
Glycine 417.5 250.5
Glicogeno 925.9 0.0
GTP 64.7 34.9
Hexadecanoato (n-C16:0) 226.0 158.2
Hexadecenoato (n-C16:1) 276.9 193.8
L-Histidina 64.6 38.7
L-Isoleucina 198.0 118.8
Caton potasio 222.0 222.0
L-Leucina 307.0 184.2
L-Lisina 233.9 140.3
L-Metionina 104.7 62.8
Catbn magnesio 32.0 32.0
Miristato 21.4 15.0
Amonio 61.4 36.8
Octadecanoato (n-C18:0) 3.9 2.7
Octadecenoato (n-C18:1) 23.1 16.2
Fosfoenolpiruvato 17.7 0.0
L-Fenilalanina 126.3 75.8
Difosfato 283.8 283.8
L-Prolina 150.6 90.4
alfa-D-Ribosa 5-fosfato 17.7 0.0
L-Serina 471.9 283.1
L-Treonina 172.9 103.7
L-Triptofano 38.7 23.2

L-Tirosina 94.0 56.4
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Tabla 5.2: Continuacbn

Precursor Coe ciente estequiomnetrico ( Mol=ghiomasa)
Modelo Mahadevan (2006) Presente trabajo

UDP-N-acetil-D-glucosamina 34.1 18.4

UDP-N-acetilmuramato 22.3 12.0

UDPglucosa 11.8 6.4

UTP 43.3 23.4

L-Valina 288.4 173.0

Figura 5.2: In uencia de la tasa de crecimiento d&eobacter sulfurreducengn la concentra-
con de acetato en estado estable para un quimiostato alimentado con acetato
5 mM. La tasa de crecimiento fue modi cada al cambiar el ujo masico del
alimento. Los puntos corresponden a los datos experimentales de Esteve-Nunez
(2005), mientras que la Inea continua representa la prediccon del GSMM usado
en el presente trabajo.

La gura 5.2 presenta los datos experimentales de Esteve-Nunez (2006) y los predichos por el
modelo integrado de GSMM con consumo de acetato segun la ecuacon de Michaelis-Menten.
El coe ciente de correlacon para el ajuste fue 0.989. Aunque tamben se pueden ajustar es-
tos datos experimentales con cireticas tipo Monod al mismo nivel de exactitud, el GSMM
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permite obtener mas informacon como el consumo de otros sustratos y generacon de otros
productos, lo que permitia la interaccon metabolica en un ambiente como el propuesto.

Tamben se incluyo en el GSMM la habilidad para transferir electrones al medio extracelular
segun la ecuacon (5.4):

focytcy ! g + ficytc (5.4)

5.2. Validacon de himtesis del estado estable

Figura 5.3: Comparacon de las concentraciones predichas por la resolucon nunerica de la
segunda ley de Fick considerando la actividad microbiana y la suposicon del
estado estable luego de 1 h de simulacon dentro de un fragmento de biopelcula
de Geobacter sulfurreducengon 19 m de largo y 7.2 m de ancho con una
resolucon de 2.4 m en ambas dimensiones; resolucon temporal de 1.0 6h
para la segunda ley de Fick y 700 iteraciones para resolver la aproximacon de

estado estable.

Para validar la hipotesis de que la actividad biobgica de los microorganismos sucede lo su -
cientemente lento en relacon a la transferencia de masa, se propuso comparar los resultados
de una simulacon en la que la diramica del sistema era representada por la ecuacon (3.1)
con una en la que se hace uso de la ecuacon (4.2).
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Es una verson simpli cada del modelo usado en el resto del trabajo, dado queunicamente
se esh considerando el comportamiento del anbn acetato con una concentracon inicial de
0.3 mM en un espacio bidimensional de 19.2n x 7.2 m lleno de clulas deGeobacter
sulfurreducensconsumiendolo a una velocidad de 7 mmol/g h. Aunque dicha velocidad de
consumo est cercana a la velocidad maxima a la qu8eobacter sulfurreducenpuede con-
sumir dicho sustrato segun los resultados del apartado anterior y no se corresponde con la
velocidad predicha por la ecuacon (5.1), se propuso de esta manara para garantizar un es-
cenario en el que la actividad biobgica podra tener un efecto signi cativo sobre el ambiente.

Como se puede apreciar en la gura 5.3, los resultados con una aproximacon u otra para
una hora de simulacon son indistinguibles. Dado que la pendiente de la recta presenta-
da en dicha gura es 1, su intercepto es 910 ! mM vy la diferencia entre la unidad vy el
coe ciente de correlacon es 3 10 22, lo que indica una correlacbon pacticamente perfecta.

La ventaja de la propuesta del estado estable es que el tiempo de @wmputo para el ejem-
plo propuesto con la aproximacon del estado estable corresponde unicamente al 0.08 % del
tiempo de @mmputo de la propuesta de Bauer (2017), sin considerar el tiempo asociado a la
realizacon de los FBA. Para sistemas de mayor complejidad y en los que se requiere simular
la actividad microbiana durante horas o das, la aproximacon de estado estable permite
reducir el tiempo necesario para desarrollar dicha simulacon de semanas a horas.

Mas alb de que los feromenos biobgicos sucedan a una velocidad inferior, la clave para que

la aproximacon del estado estable funcione reside en que el comportamiento de los microor-
ganismos no cambia signi cativamente por su poco efecto sobre el ambiente, de tal manera
gue, perciben condiciones similares en intervalos de tiempo en la escala de las horas.

En el modelo propuesto de biopelcula, ademas de que los cambios en el ambiente son lentos,
la mayora de las elulas consumen nutrientes a una velocidad constante, ya que por limita-
ciones espaciales dentro de la biopelcula no pueden seguir creciendo y se limitan a satisfacer
unicamente el mantenimiento celular.

La mayor diferencia entre la propuesta de Bauer (2017) y la aproximacon de estado estable
para el tiempo de computo radica en el efecto de la resolucon espacial. Mientras que para la
aproximacon de estado estable el tiempo de computo tiene un comportamiento constante,
en BacArena (2017) sigue un comportamiento cuadratico inverso, por lo que cuando se busca
una resolucon espacial a la escala celular, el tiempo de computo es muy alto.
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5.3. Arnlisis de una MFC monoespecie con acetato 10
mM comounico sustrato y operada en modo
continuo

5.3.1. Descripcon del experimento

El electrodo estn sumergido en un quimiostato que se alimenta de tal forma que la solucon
en el tanque tiene una concentracon de 10 mM en acetato, mientras que la concentracon
de los otros nutrientes y micronutrientes ese en exceso para garantizar que elunico limi-
tante para la actividad microbiana fuera el acetato. La colonia inicial de microorganismos
sobre la super cie del electrodo est constituida por 40 individuos de la espe&eobacter
sulfurreducens

5.3.2. Resultados y aralisis de resultados

Como se puede apreciar en la gura 5.4, un espacio discretizado a nivel celular permite re-
presentar el desarrollo de una biopelcula diramica que no crece de manera homognea. Dos
procesos que suceden simulaneamente son los responsables, la diferenciacon en las tasas
de crecimiento dentro de la biopelcula y la eliminacon aleatoria por eroson en la frontera
biopelcula - solucon.

Vale la pena resaltar que la gura 5.4 presentaunicamente fragmentos de la biopelcula
simulada, que se extiende hasta 6.7 veces el tamafo presentado. La totalidad del electrodo
del espacio virtual fue recubierto con microorganismos desde el inicio para poder estudiar
una biopelcula con una geometra sencilla. Dicha decison se justi ca por la simetra en el
comportamiento dentro de la biopelcula en posiciones alejadas de los Imites de la misma,
adenas el tamano del espacio analizado es insigni cante respecto al que puede alcanzar
una biopelcula en elanodo de una MFC. Por otro lado, en el estudio de la totalidad una
biopelcula se espera que presente una forma paralblica en el cualquiera de los planos per-
pendiculares al electrodo.

Para minimizar el ruido en la senal de corriente asociado al efecto de la muerte o inhibicon
del crecimiento de un microorganismo, la masa de cada individuo de la colonia inicial se
de nb con valores diferentes, para que pudieran crecer a distintas velocidades ain cuando
disponen de los mismos recursos, segun la ecuacon (4.8).

Para el modelo desarrollado en el presente trabajo el ruido es una consecuencia del tamano
del espacio, dado que cuando una @lula muere o inhibe su crecimiento, el efecto de su bio-
masa se ve re ejado en todo el sistema. Por ejemplo, en una simulacon en la queunicamente
un microorganismo ocupa la dimenson paralela al electrodo, la muerte de una @lula puede
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Figura 5.4: Evolucon de la comunidad deGeobacter sulfurreducensobre la super cie del
anodo de una MFC virtual operada en modo continuo a un sobrepotencial cons-
tante de 20 mV y acetato 10 mM como sustrato. EI modelo de MFC consiste
en una verson modi cada de BacArena (Bauer, 2017) con la aproximacon
de evolucon entre estados estables. El espacio estudiado tiene un tamano de
10 cm en direccon perpendicular al electrodo y 96m en direccon paralela,
con una resolucon de 2.4 m en ambas dimensiones y de 5 h en la dimen-
sbn temporal. Las ilustraciones de bacterias fueron tomadas y adaptadas de:
https://www.freepik.com
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