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Resumen de la tesis

Nuestro pais esta transitando hacia la aplicacidn de una matriz energética limpia y renovable.
En este marco, la utilizacién de residuos agroindustriales para obtener energia tiene un gran
potencial debido a la gran cantidad de residuos generados para los cuales aun no esta

implementado un manejo sustentable.

En los Ultimos afios se ha investigado varios procesos biolégicos novedosos de obtencion de
energia a partir de residuos. Pero, la aplicacion de estos procesos depende de entender como

funcionan y optimizar las condiciones.

En este trabajo de Tesis se estudiaron tres procesos novedosos de obtencién de energia limpia:
la produccion de hidrégeno por fermentacion oscura la produccion de electricidad en celdas de
combustible microbianas y la electrofermentacion. Se estudiaron aspectos bdsicos de los tres

procesos.

En el tema de produccidn de hidrégeno mediante fermentacién oscura, en un primer trabajo, se
buscd entender las interacciones entre los microorganismos involucrados en el proceso. Para
ello el primer paso fue aislar los microorganismos predominantes para luego estudiar las
interacciones entre ellos. Se disefid entonces un esquema de trabajo para aislar los
microorganismos predominantes en los reactores de produccion de H,. Se aplicé esta
metodologia a dos muestras de un reactor de produccion de hidrégeno, una muestra tomada
durante baja produccidn y otra tomada durante buena produccién de H,. Se compard los
resultados de los aislamientos con los resultados del analisis de las comunidades microbianas
mediante secuenciancion masiva del gen del ARNr de 16S. Los resultados mostraron que
mediante la metodologia empleada se logrd aislar la mayoria de los microorganismos
detectados mediante secuenciacidon masiva. Se aislaron organismos de los géneros Clostridium,
Rahnella, Megasphaera, Lactobacillus, Propionibacterium, Bifidobacterium, Chryseobacterium y
Acetobacter. Se confirmé la capacidad de produccion de H; de los aislados de Clostridium,
Rahnella y Megasphaera. Los experimentos de cocultivo indicaron que el cocultivo con

Megasphaera logré evitar la inhibicidn total de Clostridium por Lactobacillus.

Se estudid también una de las principales fuentes de inestabilidad en los reactores de
produccién de H,: la homoacetogénesis. Mediante este proceso algunos microorganismos
producen acetato consumiendo hidrégeno y CO,. En el marco de una colaboracién con

investigadores de México y Chile, se analizaron 19 biorreactores de produccidnde H; con
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diferentes configuraciones y condiciones de funcionamiento. Las muestras se analizaron
mediante qPCR y secuenciacién masiva del gen funcional fthfs (marcador de microorganismos
homoacetogénicos). La secuenciacién masiva reveld que, en los sistemas alimentados con
glucosa predomind Acetobacterium woodii. Los sistemas alimentados con suero de queso en
polvo dieron como resultado la codominancia de Blautia coccoides y especies no clasificadas
dentro de Sporoanaerobacer. En sistemas alimentados con glicerol Eubacterium limosum y
Selenomonas sp. eran dominantes. Estas dinamicas poblacionales fueron influenciadas por el

indculo utilizado, el sustrato y las condiciones de operacidn.

Dentro del tema de celdas de combustible microbianas (MFC), se buscd conocer cuales son los
microorganismos electroactivos y cémo funcionan. Se ailsaron microorganismos de tres celdas:
una operada con suero de queso, otra operada con la salida del reactor hidrogenogénico y otra
celda control alimentada con acetato. El objetivo de la operacién de estas celdas fue determinar
la factibilidad de obtener energia en MFC utilizando la corriente de salida del reactor
hidrogenogénico. Se logrd aislar microorganismos pertenecientes a 10 géneros diferentes que
incluyen poblaciones electrogénicas conocidas como Geobacter (en MFC con efluente del
reactor) y poblaciones fermentativas conocidas como Lactobacillus (en MFC alimentada con
suero de queso). Se logré aislar y caracterizar una cepa (cepa NAR) de una especie no descripta
como electrogénica y se decidié profundizar en la caracterizacion de esta cepa. Los estudios
filogenéticos con el genoma completo posicionaron la cepa dentro de la especie R.
ornithinolytica. Las pruebas electrogénicas revelaron una débil actividad electrogénica.
Mediante el estudio del genoma se determind la presencia de genes que podrian estar
involucrados en la transferencia de electrones. Este es el primer aislado de R. ornithinolytica con
una capacidad electrogénica débil y la segunda especie dentro del género Raoultella, lo que

sugiere que este género puede desempefiar un papel importante en MFC.

Por ultimo, se estudié el proceso de electrofermentacion (EF) como forma de aumentar el
rendimiento en la produccién de H,. Este proceso es una mezcla del proceso de fermentacion
con sistemas bioelectroquimicos. Mediante la aplicacién de determinado voltaje al sistema es
posible cambiar los productos de fermentacion obtenidos. En esta Tesis se estudio el efecto del
agregado de microorganismos electroactivos en la produccién de H; por fermentacién oscura 'y
por EF. Para ello se realizaron enriquecimientos de bacterias electroactivas a partir de diferentes
inéculos y se determind el efecto del agregado de estos enriquecimientos en la produccidn de
H, por fermentacidn y EF. Los resultados mostraron que los enriquecimientos fueron efectivos

para la seleccién de microorganismos electroactivos y fermentadores detectandose una



especializacion de la comunidad. Si bien los enriquecimientos fueron Utiles para lograr mayores

rendimientos en la EF, se requieren mds estudios para mejorar la reproducibilidad del proceso.

El conocimiento adquirido en este trabajo permitird avanzar en el entendimiento de estos tres
procesos novedosos de producciéon de energia limpia. Sin embargo, se requiere mas

investigacion para que la mejora de los procesos y lograr su aplicacidn a gran escala.



Abstract

Our country is moving towards the application of a clean and renewable energy matrix. In this
framework, the use of agro-industrial waste to obtain energy has great potential due to the large
amount of waste generated for which sustainable management has not yet been implemented.

In recent years, several novel biological processes for obtaining energy from waste have been
investigated. However, the application of these processes depends on understanding how they
work and optimizing the conditions.

In this thesis work, three novel processes for obtaining clean energy were studied: the
production of hydrogen by dark fermentation, the production of electricity in microbial fuel cells,
and electrofermentation. Basic aspects of the three processes were studied.

On the subject of hydrogen production through dark fermentation, in a first work, it was sought
to understand the interactions between the microorganisms involved in the process. For this,
the first step was to isolate the predominant microorganisms and then study the interactions
between them. A working scheme was then designed to isolate the predominant
microorganisms in the H2 production reactors. This methodology was applied to two samples
from a hydrogen production reactor, a sample taken during low production and another taken
during good H2 production. The results of the isolates were compared with the results of the
analysis of the microbial communities by massive sequencing of the 16S rRNA gene. The results
showed that by means of the methodology used, it was possible to isolate most of the
microorganisms detected by massive sequencing. Organisms of the genera Clostridium,
Rahnella, Megasphaera, Lactobacillus, Propionibacterium, Bifidobacterium, Chryseobacterium
and Acetobacter were isolated. The H, production capacity of the isolates of Clostridium,
Rahnella and Megasphaera was confirmed. Coculture experiments indicated that coculture with
Megasphaera was able to avoid total inhibition of Clostridium by Lactobacillus.

One of the main sources of instability in H, production reactors was also studied:
homoacetogenesis. Through this process some microorganisms produce acetate consuming
hydrogen and CO,. In the framework of a collaboration with researchers from Mexico and Chile,
19 H, production bioreactors with different configurations and operating conditions were
analyzed. The samples were analyzed by gPCR and massive sequencing of the functional fthfs
gene (marker of homoacetogenic microorganisms). Massive sequencing revealed that
Acetobacterium woodii predominated in glucose-fed systems. Systems fed whey cheese powder
resulted in the codominance of Blautia coccoides and species not classified within
Sporoanaerobacer. In systems fed with glycerol Eubacterium limosum and Selenomonas sp. they
were dominant. These population dynamics were influenced by the inoculum used, the
substrate and the operating conditions.

Within the topic of Microbial Fuel Cells (MFC), the Thesis was focus in know who the
electroactive microorganisms are and how they work. Microorganisms from three cells were
isolated: one operated with cheese whey, another operated with the outlet of the hydrogen-
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producing reactor and another control fed with acetate. The objective of the operation of these
cells was to determine the feasibility of obtaining energy in MFC using the outlet stream of the
hydrogen-producing reactor. It was possible to isolate microorganisms belonging to 10 different
genera that include known electrogens as Geobacter (in MFC with reactor effluent) and
fermentative populations as Lactobacillus (in MFC fed with cheese whey). It was possible to
isolate and characterize a strain (strain NAR) of a species not described as electrogenic and it
was decided to deepen the characterization of this strain. Phylogenetic studies with the whole
genome positioned the strain within the species R. ornithinolytica. Electrogenic tests revealed
weak electrogenic activity. By studying the genome, the presence of genes that could be
involved in the transfer of electrons was determined. This is the first isolate of R. ornithinolytica
with a weak electrogenic capacity and the second species within the genus Raoultella,
suggesting that this genus may play an important role in MFC.

Finally, the electrofermentation (EF) process was studied as a way to increase the yield in the H,
production. This process is a mixture of the fermentation process with bioelectrochemical
systems. By applying a certain voltage to the system, it is possible to change the fermentation
products obtained. In this thesis, the effect of the addition of electroactive microorganisms in
the production of H; by dark fermentation and by EF was studied. For this, enrichments of
electroactive bacteria were made from different inocula and the effect of adding these
enrichments on the production of H, by fermentation and EF was determined. The results
showed that the enrichments were effective for the selection of electroactive and fermenting
microorganisms, detecting a specialization of the community. Although the enrichments were
useful to achieve higher yields in electrofermentation, more studies are required to improve the
reproducibility of the process.

The knowledge acquired in this work will allow to advance in the understanding of these three
novel processes of clean energy production. However, more research is required for the
improvement of the processes and its implementation on a large scale.
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1. INTRODUCCION GENERAL
1.1. Importancia de las energias renovables en Uruguay

En la actualidad la mayoria de los paises dependen de los combustibles fésiles para sustentar las
demandas energéticas. Dentro de los combustibles fésiles esta el petréleo, carbén y gas natural.
Sin embargo, estas fuentes son limitadas. Actualmente los combustibles fésiles proporcionan
casi el 80 % del suministro mundial de energia representando alrededor del 40 % de las
necesidades mundiales de energia totales y el 90 % de los combustibles en el sector del
transporte (Ritchie y Roser, 2020). La combustion de los combustibles fésiles genera didxido de
carbono (CO,), diéxido de azufre y mondxido de carbono (CO) como principales subproductos
(Modestra et al., 2020) que impactan negativamente en el medio ambiente contribuyendo en

gran medida a los efectos adversos del calentamiento global.

La mineria del carbdn, la exploracién de petrdleo, y el refinamiento producen desechos tdxicos

solidos, como el mercurio y otros metales pesados (Allen et al., 2009).

La quema de carbdn para producir electricidad utiliza grandes cantidades de agua y, a menudo
se descarga el arsénico y el plomo en las aguas superficiales. Ademas, se libera CO,, didéxido de
azufre, oOxidos de nitrdgeno y mercurio en el aire (Mastorakis et al,
2011; Jacquet et al., 2007). La gasolina y otros productos derivados del petréleo causan
contaminacion similar. La liberacién de estos contaminantes nocivos a la atmédsfera provoca
riesgos para la salud, como trastornos respiratorios y los problemas ambientales, como la lluvia
acida y el agotamiento de la capa de ozono. La quema indiscriminada de combustibles fdsiles
libera gases de efecto invernadero (GEl) a la atmdsfera causantes del calentamiento global
generalizado. El cambio climdtico puede dafiar la agricultura, causar la extincion de la flora 'y
fauna exdtica, peligro del suministro de agua limpia, y propagacion de enfermedades tropicales

(Dalby, 2009).

La energia edlica, la energia hidraulica, la energia a partir de biomasa se esta desarrollando como
alternativas a los combustibles fésiles-CO, intensivos. Debido al agotamiento de los
combustibles fdsiles, una economia basada en energia renovable es mas atractiva, ya que es
segura y sostenible. Ademas, las fuentes de energia renovable emiten concentraciones mucho

mas bajas de contaminantes en comparacién con los combustibles fésiles (Allen et al., 2009).

En cuanto la situacion energética de Uruguay, segun el reporte del 2018, presenta una oferta
energética compuesta en un 39 % por petréleo y 1 % de gas como fuentes no renovables. En

cuanto a las renovables, la hidroenergia aporta un 10 %, la edlica un 8 % y la solar un 1 %. La
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biomasa se ha incrementado de un 18 % en el 2007 a un 41% en el 2018 (Fig. 1). Por otro lado,
en el 2018 el abastecimiento de petrdleo y derivados aumentd 13 % (240 ktep) en relacion al
2017, en tanto solar y la electricidad de origen edlico aumentaron 49 % (13 ktep) y 25 % (82
ktep) respectivamente. Estos crecimientos compensaron la reduccién en la electricidad de
origen hidroeléctrica (13 %; 83 ktep) y gas natural (6 %; 3 ktep), lo que resulté en un aumento
neto en el abastecimiento de energia total (Fuente:

https://ben.miem.gub.uy/descargas/1balance/1-1-Libro-BEN2018.pdf) (Fig. 1).

A pesar de los avances se evidencia la fuerte dependencia hacia las fuentes de energia no
renovables (petréleo) que posee el pais y la necesidad de diversificar la matriz energética,
logrando potenciar la generacion de energia a partir de fuentes renovables, de materias primas

de producciéon nacional, en un intento de lograr la soberania energética.

La utilizacién de otras fuentes de energia, como las renovables, generaria una serie de beneficios
entre los que se encuentran la reduccién en el gasto de divisas y la generacién de mecanismos
de encadenamiento positivo en sentido econémico (generacion de empleo, aumento de la

cadena de valor de otros sectores) (Amulya et al., 2016).

Abastecimiento de energia por fuente / Energy supply by source
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Notas/Notes:

1) El abastecimlento de carbén y coque no se representa ya que resulta en valores pequedos respecto al resto de las fuentes,
2) El abastecimiento de energla solar Incluye la energia solar térmica y la electricidad de origen solar fotoveltaico,

1) The supply ofcoal and coke is not represented as it is a small value compared to the rest of the sources.

2) Solarenergy supply includes solar thermal energy and photovoltaic solar electricity.

Figura 1. Situacién actual del abastecimiento de energia en Uruguay


https://ben.miem.gub.uy/descargas/1balance/1-1-Libro-BEN2018.pdf

1.1. Valorizacion de residuos

Por otro lado, se estima que la produccidon mundial de residuos, en el 2010, esta entre 7 y 10 mil
millones de toneladas, la mitad de las cuales son producidas por los paises mas industrializados
(PNUMA, 2015). La globalizacién esta causando un aumento de los residuos per capita también
en los paises no desarrollados, trasladando a las personas de las zonas rurales a las urbanas y

aumentando la tasa de residuos peligrosos e industriales (PNUMA, 2015).

La mayoria de los desechos en todo el mundo estadn destinados a ir a los vertederos o, en el peor
de los casos, a la eliminacion no controlada. Esto genera dafios ambientales y pérdidas
econdmicas debido a los efectos secundarios como la crisis turistica y el alto costo de la limpieza
de los entornos (Wilson y Velis, 2015). Por lo tanto, existe una necesidad urgente de desarrollar
una gestion sostenible de los residuos destinada a reducir los desechos y mejorar la salud

humana y del medio ambiente.

Los efluentes industriales representan un producto residual indeseable que genera grandes
problemas ambientales (Wilson y Velis, 2015). Cada afio se producen mas de 300 km? de aguas
residuales en todo el mundo. Este volumen es igual a un séptimo del volumen global del rio.
Alrededor del 60 % de estas aguas residuales se tratan antes de la liberacidon usando procesos

bioldgicos (Wu et al., 2019).

En nuestro pais, varias industrias han incorporado plantas de tratamiento de efluentes para
disminuir la contaminacién. Sin embargo, las metodologias que son usadas en dichos procesos
son demasiados costosas generando una pérdida econémica para las empresas. Por esta razon,
se buscan alternativas para obtener energia a partir de las aguas residuales. Dada la alta
concentracién de materia orgdnica y los grandes caudales generados, la produccién de energia

a partir de su tratamiento se vuelve muy atractiva (Henze et al., 2008).

En Uruguay el proyecto Biovalor tuvo como objetivo hacer un relevamiento de los residuos de
nuestro pais y promover su valorizacidn. En este contexto se busca logar la transformacién de
residuos generados a partir de las distintas actividades agropecuarias, agroindustriales y de
peqguefios centros poblados en energia y/o subproductos. Esto permitiria desarrollar un modelo
sostenible de bajas emisiones (contribuyendo a la reduccién de GEl) mediante el desarrollo y
aplicacion de tecnologias adecuadas. Dentro de estas tecnologias estan consideradas la
digestion anaerobia para generacion de biogas y biofertilizante, el tratamiento de agua para
fertirriego, el tratamiento de residuos para uso como mejoradores de suelo, entre otras. Esto

ha permitido adoptar aplicaciones de conversion de residuos en energia y otras aplicaciones de



valorizacion de residuos viables, en los sectores mencionados

(https://biovalor.gub.uy/descarga/proyecto-completo-espanol/).
1.2. Valorizacion del suero de queso

La industria lactea genera cantidades significativas de residuos liquidos, mayormente leche
diluida, leche separada, crema y suero, incluyendo grasas, aceites, sélidos suspendidos y
nitrégeno. La descarga de éstos sin tratamiento previo se convierte en un foco contaminante.
En el caso del suero de queso, importante residuo de la industria lactea en Uruguay, se estima
que su produccion en el pais es de 300.000 m3/afio (datos proporcionados por las principales

empresas lacteas del pais).

El suero de queso es el liquido que se genera cuando la leche se coagula para la obtencién del
queso, e incluye todos los componentes de la leche que no se integran en la coagulacion de la
caseina. Se estima que a partir de 10 litros de leche de vaca se producen 1 a 2 kg de queso y se
obtiene un promedio de 8 a 9 kg de suero (Prazeres et al., 2012). El mismo presenta la mayor
parte de los compuestos hidrosolubles de la leche como lactosa, proteinas y materia grasa en
menor proporcion. Su composicion varia dependiendo del origen de la leche y el tipo de queso
elaborado, pero en general estd compuesto por: minerales (0,46 - 10 %), materia organica (entre
0,1y 100 Kg.m3). Presenta un alto valor de la materia organica por la lactosa (0,18 - 60 kg.m3),
contenido de proteinas (1,4 - 33,5 Kg.m™3) y grasas (0,08 — 10,58 Kg.m™). Esta materia organica

es aproximadamente 99 % biodegradable (Erglder et al., 2001).

Dada su alto DQO (demanda quimica de oxigeno 60 g/ L) se estima que una industria quesera
media que produzca diariamente 40.000 litros de suero sin depurar generaria una
contaminacion diaria similar a una poblacion de 1.250.000 habitantes. Por ello la importancia
de que este efluente sea tratado con el fin de no contaminar el ambiente. Ademas, debido a su
alto contenido de materia orgdnica es un subproducto que podria ser valorizado obteniendo

energia u otros productos con valor agregado.

Con respecto a la valorizacion del suero de queso, se han estudiado varias alternativas, como la
obtencidon de metano, la obtencion de hidrégeno, y su utilizacion en celdas de combustible
microbianas para producir electricidad y otros productos. La obtencion de metano, que es una
tecnologia consolidada, no ha tenido buenos resultados para el suero de queso debido a su alta
carga organica y el pH acido (Castell6 et al., 2009). Estas dos condiciones lo hace un sustrato
muy promisorio para la produccién de hidrégeno para la fermentacién oscura. Por otro lado, el

uso de celdas de combustibles microbianas seria otra manera de valorizar este sub-producto.



1.3 Obtencion de H; por fermentacion oscura

La fermentacidén oscura es un proceso similar que la digestidn anaerdbica pero con obtencion
de H; al final del proceso (Aguilar-Aguilar et al., 2019). En la fermentacion oscura, los sustratos
son convertidos por bacterias anaerdbicas que crecen en la oscuridad. El H; es el sustrato clave
en el metabolismo de muchos microorganismos anaerdbicos, que son capaces de utilizar
moléculas de hidrégeno ricas en energia. En comparacién con otros procesos, la fermentacién
oscura parece ser mas prometedora ya que no necesita energia luminosa, y requiere menores

demandas de energia (Aguilar-Aguilar et al., 2019).
1.4. Celdas de combustible microbianas

Las celdas de combustible microbianas (en inglés Microbial Fuel Cells, MFC) son dispositivos
bioelectroquimicos (BES) que convierten un sustrato en electricidad mediante la actividad

metabdlica de microorganismos (leropoulos et al., 2005).

Se ha estudiado diversos compuestos organicos como fuentes de energia en MFCs. Desde
carbohidratos (glucosa, sacarosa, celulosa y almidodn), acidos grasos volatiles (formiato, acetato,
butirato), alcoholes (etanol, metanol), aminoacidos, proteinas e incluso compuestos inorganicos
como sulfuros y drenajes de minas (Cheng et al., 2011, Clauwaert et al., 2008, He et al., 2005,

Heilmann and Logan, 2006, Ishii et al., 2013, Min et al., 2005, Rabaey y Rozendal 2010).

A pesar de que se ha obtenido buenos rendimientos energéticos con sustratos puros, su
aplicacion a gran escala no es factible econdémicamente. Por otro lado, la utilizaciéon de aguas
residuales tiene la ventaja de eliminar un contaminante y obtener energia. En este sentido se
ha utilizado un amplio rango de aguas residuales como agua residual doméstica (Liu et al., 2011),
agua residual de produccion cervecera (Feng et al., 2008), agua residual del reciclado de papel

(Huang y Logan, 2008) y efluente de digestores anaerdbicos (Aelterman et al., 2006a).

Sin embargo, la cantidad de electricidad producida es alrededor de 10 veces menor que la
producida por sustratos puros (Aelterman et al., 2006a, Clauwaert et al., 2008a) por lo cual es
necesario optimizar los procesos. Ademas, se ha reportado que la composicién del agua residual
afecta fuertemente el potencial de las MFCs (Rabaey y Verstraete, 2005). El tipo de agua residual
afecta la composicién microbiana de la comunidad que coloniza el biodnodo por lo cual se

afectara el rendimiento del proceso (Wenzel et al., 2017).



1.5. Electrofermentacion

Dentro de los sistemas bioelectroquimicos se encuentra la electrofermentacién (EF). La EF es un
proceso que consiste en controlar electroquimicamente el metabolismo de la fermentacién
microbiana utilizando electrodos. Esto permite modificar el medio cambiando el equilibrio redox
pudiéndose obtener mejores rendimientos de determinados productos de fermentacidon como,
por ejemplo, el H,. Para esto, la eleccion de un buen indculo es necesaria para la EF. Este inoculo
debe estar compuesto de bacterias electroactivas y fermentadoras especializadas en el
producto deseado. Se ha demostrado que se puede obtener enriquecimientos de bacterias
electroactivas de muchas fuentes ambientales como como agua dulce, sedimentos marinos,
lodo anaerdbico, lodos de plantas de tratamiento de aguas entre otros (Miceli et al., 2012). El
estudio de las comunidades microbianas presente en estos sistemas es fundamental para

entender los procesos y elaborar estrategias para la mejora de la produccién de H;

1.6. Temas a abordar en esta Tesis

En esta Tesis se propuso estudiar la microbiologia de tres procesos novedosos de produccién de
energia utilizando aguas residuales. En el tema de produccion de H; por fermentacién de aguas
residuales, de las limitaciones que presenta este proceso es la competencia de los
microorganismos productores de H, con otros microorganismos no productores o consumidores
de H,. Se abordaron varias metodologias para estudiar este problema. Dentro de las técnicas
dependientes de cultivo se aplicaron las técnicas de aislamiento y estudio de la produccién de
H, en cultivos puros. Ademads, se realizaron estudios de sinergia y competencia mediante
cocultivos de varios microorganismos. Como métodos independientes de cultivo se aplicaron las
técnicas de secuenciacién masiva y gPCR de genes funcionales. Con estas Ultimas técnicas se

estudio la homoacetogénesis como proceso que afecta los rendimientos en la produccién de H..

Por otro lado, se estudidé la comunidad microbiana de tres MFC operadas con diferentes
sustratos y se profundizé en la caracterizacién de una cepa mediante analisis bioquimicos y

secuenciacion del genoma.

Finalmente se realizé una pasantia en el instituto INRA, Narbonne, Francia para estudiar los

procesos de electrofermentacidon como estrategia para optimizar la produccion de H,.



1.7. Objetivo general de la tesis

Obtener conocimiento de tres procesos novedosos de obtencién de energia: la produccion de
hidrégeno por fermentacidn oscura, la obtencién de electricidad por celdas microbianas y la

electrofermentacion. En la figura 2 se indica el encuadre general de la tesis.
Objetivos especificos

e Aislar y caracterizar las bacterias productoras de hidrégeno y competidoras de
importancia en reactores hidrogenogénicos.

e Determinar el maximo rendimiento en H, que pueden obtener las bacterias productoras
de Hz.

e Determinar el efecto de sinergia y de competencia con otros microorganismos aislados
del reactor.

e Conocer la relevancia de la homoacetogénesis como causante del bajo rendimiento y la
inestabilidad en la produccidn de H,.

e Aislary caracterizarlas microorganismos responsables de transferencia de electrones en
MFC operadas en nuestro laboratorio.

e Profundizar en la caracterizacion de una cepa electrogénica aislada de una MFC operada
en nuestro laboratorio.

e Estudio de los procesos de electrofermentacion para la produccidn de H;

/ * Estudio de la comunidad microbiana

» + Aislamiento de microorganismos
* Estudio del méaximo rendimiento
/ de H:2 en los aislamientos
+ Estudio de sinergia y competencia

Fermentador de

hidrégeno o + Cavusas de inestabilidad
thomoacetogénesis)

©
S
=
wy
(]
=
©
S
oo
<

Celdas de
combustible
microbianas

(MFC)

* Aislamiento de microorganismos
* Caracterizacion de una cepa

Figura 2. Esquema de objetivos de la tesis



1.8. Organizacion de la tesis

En el Capitulo 1 se realiza una introduccion general de los temas que se van a ir abordando en
la tesis asi como la situacién actual de las energias renovables en el pais y en el mundo. Se

establece el marco general de la tesis.

En el Capitulo 2 se enfoca especificamente en la produccidn de H, donde se recopilé informacidn
acerca de la microbiologia de los procesos de produccion de H; asi como también los procesos
gue compiten con la produccién de H,. Se recopilan las distintas configuraciones de reactores
operados para la produccidon de H,. Asimismo, se mencionan algunas técnicas de Biologia
Molecular comunmente aplicadas, asi como trabajos recientes que muestran el estado del arte
en esta area de estudio. En este capitulo se abordan los siguientes objetivos especificos

relacionados al estudio de la produccién de hidréogeno mediante fermentacién oscura:

e Aislar y caracterizarlas bacterias productoras de hidrégeno y competidoras de
importancia en reactores hidrogenogénicos.

e Determinar el maximo rendimiento en H, que pueden obtener las bacterias productoras
de H..

e Determinar el efecto de sinergia y de competencia con otros microorganismos aislados

del reactor.

La metodologia empleada, los resultados y discusidn de resultados se presentan en formato de

dos publicaciones: Fuentes et al., 2018 y Fuentes at al., 2020 (en vias de publicacién).

En el Capitulo 3 enfoca el tema de la microbiologia de celdas de combustible microbianas. En

este capitulo se abarcan los siguientes objetivos:

e Aislary caracterizarlas microorganismos responsables de transferencia de electrones en
MFC operadas en nuestro laboratorio.
e Profundizar en la caracterizacién de una cepa electrogénica aislada de una MFC operada

en nuestro laboratorio.

La presentacion de los resultados se realiza en el formato de dos publicaciones: Wenzel et al.,
2017 y Fuentes at al., 2020 (en vias de publicacidn). En el primero se presentan los estudios de
aislamiento y caracterizacion de cepas de MFCs operadas en nuestro laboratorio y en el segundo

se profundiza en la caracterizacién y estudio del genoma de la cepa NAR aislada de una MFC.



El Capitulo 4 se enfocd en los trabajos de electrofermentacién enmarcado en la pasantia

realizada en Francia. En este capitulo se abarcé el siguiente objetivo especifico:

e Estudio de los procesos de electrofermentacidn para la produccién de H;

Finalmente en el Capitulo 5 se presenta la discusién y conclusiones generales de esta tesis.

La tesis fue realizada en el marco de los proyectos FSE 032, FSE_1 2011 1 6437,
FSE_1 2014 1 102488
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1. INTRODUCCION
1.1.  Hidrégeno como combustible

El H, es considerado el combustible del futuro ya que posee muchos beneficios sociales,
econdmicos y ambientales. Su utilizacién como energia tiene gran diversidad de aplicaciones y
cumple con varios requerimientos ambientales ya que no contribuye a la formacion de gases de
efecto invernadero, ni lluvia dcida ni disminucién de la capa de ozono. En base a estas ventajas
se considera al H, como la mejor opcion de energia limpia y sustentable (Kotay, Das, 2008). El
H, es un portador de energia atractivo para el futuro debido a su alta eficiencia en su conversidn
en energia utilizable, posee el mayor contenido de energia por unidad de masa que cualquier
otro combustible conocido. Su valor es de 142 MJ/kg en comparacion con 50 MJ/kg del gas
natural o con 44,6 MJ/kg del petréleo. Ademas, la generacion de contaminantes es baja o nula,

dado que su combustion produce solo agua (Benemann, 1996).

La posibilidad de su almacenamiento le permite competir favorablemente con la electricidad en
algunos casos. Su capacidad de ser almacenado permite que sea un complemento de algunas
energias renovables que funcionan intermitentemente o son irregulares como la edlica o la

solar.

El H; es el elemento mas abundante en el Universo presentandose en forma molecular o idnica.
Sin embargo, a pesar de su abundancia, no esta disponible para nosotros dado que en la Tierra

el H, esta combinado en su mayor parte formando agua (Graetz et al., 2013)

Ademas de la utilizacion como combustible, el H, tiene varios usos industriales. En los ultimos
afios casi el 50 % del H, producido se dedica a la fabricacién de amoniaco, 37 % a las refinerias
de petrdleo, 8 % en la obtencidon de metanol, 4 % en otros productos quimicos y 1 % en diversas
aplicaciones siendo su produccién en el mundo de unos 60 millones de toneladas anuales (Singh

et al., 2015)

El H, se puede producir de manera quimica o biolégica. Actualmente, el H, molecular se produce
principalmente a partir del uso de combustibles fdsiles. La produccién mundial de H; supera
actualmente los mil millones de m3/dia, el 48 % de la produccidn utiliza el reformado catalitico
de gas natural con vapor. Le siguen el 30 % a partir de hidrocarburos, el 18 % del carbdén
gasificado y el 4 % por electrolisis (Dincer et al., 2015). Sin embargo, la produccion de H, a partir
de recursos de combustibles fésiles aumenta las emisiones de GEl. Alternativamente, la
produccién de H, a partir de biomasa a través de vias bioldgicas es una tecnologia emergente

porque es sostenible y ecoldgica (Chandrasekhar et al., 2015).
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Otra de las formas de producirlo es de manera bioldgica mediante la actividad bacteriana en
birreactores de produccién de H,. Una gran ventaja del proceso bioldgico comparado con los
procesos quimicos es que no se necesita acoplar energia para la produccién de H,. Por lo cual
este proceso es atractivo econémicamente ademas de solucionar un problema ambiental (Wang

et al., 2009).

Los estudios en la produccién de H; se han enfocado en: i) la biofotdlisis directa e indirecta
utilizando cianobacterias y algas verdes; ii) fotofermentacion de H, utilizando bacterias
fotofermentativas; iii) fermentacion oscura mediante bacterias fermentativas (Fig. 1). Sin
embargo, cada uno de los procesos tiene sus propias ventajas y desventajas (Wang et al., 2009).
La produccién fotosintética de H, es cuestionada por la baja transferencia de la eficiencia de la
luz, la complejidad en el disefio de reactores y la baja tasa de produccién de H,. Por otro lado, la
fermentacién oscura parece ser mas prometedora ya que no necesita energia luminosa,
requiere condiciones de proceso moderadas y tiene menores demandas de energia. Ademas, el
rendimiento de H, y la tasa de produccion de H, de este proceso son mas atractivos en

comparacién con los otros procesos (Das et al., 2008). Por otro lado, si se utiliza materia organica

de desecho se obtiene un producto con valor agregado a partir del mismo (Castellé et al, 2009).
Por lo tanto, ademas de solucionar un problema ambiental se estaria obteniendo energia

renovable y limpia (Hawkes et al, 2002).

¢—| Produccién biohidrégeno } +

Sin energia luminica

| Con energia luminica

|
v v v

| Biofotolisis |

Fotofermentacion Fermentacion oscura

| L] 'y 3

Algas y cianobacterias

Bacterias pirpuras

Bacterias anaerobias

Separacién de H»O por L L iy ”
P 0 fotosi E‘l'p( ) Fotofermentacién de dcidos Fermentacién de sustratos
procesos folostnicticos orginicos ricos en carbohidratos
Sensible a la formacion de O Condiciones estrictas de Acumulacién de AGV
operacion

Figura 1. Procesos de produccion bioldgica de Ha (Blanco et al., 2012).
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1.2. Fermentacion oscura

La fermentacidn oscura se llama al proceso de obtencién de H; por la fermentacién de la materia
organica. Este proceso es llevado a cabo por bacterias que pueden transformar compuestos

organicos en H, y otros productos de fermentacién (Ghimire et al., 2015).

En los ecosistemas anaerobios la materia orgdnica sufre una serie de procesos oxidativos
secuenciales en los que participan una compleja red tréfica de microorganismos que convierten
la materia organica en CH4 y CO; (Fig. 2) (Schink, 1997). Este proceso se produce en ausencia de
aceptores de electrones inorganicos (como ser oxigeno, nitrato o sulfato) y en ausencia de luz.
Los electrones son finalmente transferidos al CO,, que es el aceptor final en esta compleja
cadena trofica. Podemos distinguir en el proceso tres etapas basicas: | hidrdlisis y fermentacién,
Il acetogénesis y lll metanogénesis, que permiten entender la necesidad de una estrecha
cooperacion entre los diferentes grupos fisiolégicos de microorganismos de esta cadena tréfica

para que el proceso se lleve a cabo (Schink, 1997).

o Hydrolysis 5 0 Acidogenesis i Acetogenesis . Methanogenesis
H,
o,
NH,
Complex Soluble organic HS
. Alcohols
organic matter molecules ' CH
- Carbohydrates » - Sugars » V"_lat'le fatty ‘
- Proteins - Amino acids aadsl (butyrate, 0,
- Lipids - Fatty acids propionate,...
Acetate
[ hydrolytic bacteria [l fermenting bacteria [ syntrophic bacteria | methanogenic archaea

Figura 2. Esquema de la degradacidn anaerobia (Cabezas et al., 2015).

Para favorecer la obtencién de H; a partir de compuestos organicos es necesario alterar esta
cadena tréfica de manera de evitar el ultimo paso de consumo de H; por las bacterias
metanogénicas y favorecer las bacterias fermentadoras productoras de H,. Ademas, se deben
evitar los otros procesos en los cuales se consume H, (homoacetogénesis) (Wong et al., 2014).

Para lograr este objetivo en reactores bioldgicos es necesario manipular las condiciones de
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operacion de manera de favorecer las vias fermentativas de produccién de H, y desfavorecer las

vias de consumo de H,.
1.3. Vias metabdlicas de produccion de H,

La fermentacidon oscura es realizada principalmente por bacterias anaerobias estrictas o
facultativas. En general los monosacaridos son la principal fuente de carbono donde se destaca
la glucosa seguido de la xilosa, el almiddn y la celulosa. La fuente de carbono puede provenir

también de la hidrolisis de polisacaridos, proteinas y lipidos (Bundhoo et al., 2016).

En ausencia de oxigeno los protones actian como aceptores de electrones. En estas condiciones
la enzima hidrogenasa es la clave en el proceso de produccidn de H,. Las hidrogenasas son las
enzimas que catalizan tanto la absorcién como la produccion de H,. Unos 40 genes hidrogenasas
se han secuenciado hasta ahora. Todas las hidrogenasas conocidas contienen Fe, y algunas
contienen Niy Se (Voordouw, 1992; Fang et al., 2006). Las hidrogenasas que contienen Niy Se
facilitan la absorcion de H,, mientras que los que contienen solo Fe (Fe-hidrogenasas) catalizan

la produccion de H, (Cammack, 1999).

El rendimiento méximo de H, que se puede obtener por fermentacién oscura es de 4 moles de
Ha/mol de glucosa si se considera el acido acético como Unico acido graso volatil (AGV)
producido. Sin embargo, en la practica se obtiene una produccién de H, menor a la tedrica dado
a que la glucosa es también empleada por los microorganismos para su biomasa. Ademas, los
microorganismos presentan varias rutas metabdlicas, con diferentes comportamientos

fisioldgicos (Levin et al., 2004).

Inicialmente las bacterias fermentativas hidroliticas producen la hidrélisis de la materia orgdnica
compleja en compuestos mas simples. Luego se producen varias reacciones enzimaticas donde
la glucosa es degradada a acido pirtvico por la via de la glucolisis, también conocida como via
Embden-Meyer-Parnas (EMP), dando lugar a 2 moles de H.. Posteriormente, el acido pirtvico
sufre un proceso de descarboxilacién oxidativa pasando a acetil-CoA que, dependiendo del
sistema enzimatico del microorganismo, puede ser metabolizada en acetato, butirato o formiato

de los cuales se generan entre 2 o 4 moles de H,/mol de glucosa consumida (Levin et al., 2004).

Los microorganismos anaerdbicos facultativos transforman el piruvato en acetil-CoA a través de
la catalisis de piruvato-formato liasa (PFL), y luego el H, es producido por la H, formiato liasa

(Levin et al., 2004).
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Sin embargo, en microorganismos anaerobios obligados, el piruvato se convierte en acetil-CoA
y CO; por la ferredoxina oxidorreductasa donde la ferredoxina (Fd) es la coenzima que actua
como receptor de electrones. Esta via metabdlica esta presente en algunas especies del género
Clostridium. Los clostridios descomponen el piruvato en acetil-CoA para producir 2 moles de
NADH y 2 moles de ferredoxina reducida (Fdreq). La enzima piruvato ferredoxina oxidorreductasa
(PFOR) transfiere parte de los electrones a los protones para producir H, mediante la enzima
hidrogenasa. Por ejemplo, en la enzima hidrogenasa de Clostridium (HydA), transfiere los
electrones de la Fdrd a los protones para formar H; (Latifi et al., 2019). Otra parte de los
electrones los transfiere a NAD* para generar NADH. NADH se utiliza también para producir H;

(Tanisho et al., 1998). El acetil-CoA puede ademds ser metabolizado a acetato o a butirato.

El rendimiento maximo tedrico es de 4 moles de H,/mol de glucosa si todo el sustrato se
convirtiera en acido acético. Sin embargo, cuando se genera acido butirico como subproducto,
el NADH es empleado para la oxidacion del acetil-CoA a butirato, por lo tanto, la produccién de
H, serd de 2 moles/ mol de glucosa consumida (Lee et al., 2011). Estos microorganismos
versatiles pueden producir H, mediante fermentacién acética y fermentacién butirica (Castellé

et al., 2018).

Dependiendo de las condiciones de cultivo, asi como del tipo de microorganismos, se puede

generar simultdaneamente acetato y butirato produciendo entre 2 y 4 moles de H,.

El H, producido a partir de la fermentacion de glucosa esta determinado por la proporcién de
butirato/acetato producido durante la fermentacion. Esta reportada una estrecha relacidn entre
la produccidn de H; y la produccion de butirato en lugar de la produccion de H y la produccion

de acetato (Cabrol et al., 2017).

Por otro lado, el estado de oxidacidn-reduccion debe equilibrarse mediante el consumo de
NADH para formar algunos compuestos reducidos, como lactato, etanol y butanol, lo que da
como resultado un rendimiento reducido de H.. En los clostridios anaerobios, el formiato no es
un intermediario importante en la descomposicidn del piruvato, aunque dichos organismos

poseen formiato deshidrogenasa (Adams et al., 1980).

En microorganismos anaerobios facultativos también se puede generar formiato a partir de
acetil-CoA. Esta reaccidn es catalizada por la piruvato formato liasa (PFL), donde se obtienen 2
molesyz/mol glucosa consumida. Si se genera acido propidnico se consume 1 mol de H; por mol
de 4cido propidnico generado. La fermentacién que produce 4cido lactico y etanol no genera ni

consume H, (Fig. 3) (Lee et al., 2011).
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Hay dos tipos de fermentacion de acido formico. La fermentacion acida mixta que da como
resultado la produccién de etanol y una mezcla de acidos, particularmente acidos acético,
lactico, succinico y féormico. Microorganismos como Escherichia, Salmonella, Proteus y otros
géneros realizan esta fermentacién. La otra via es la fermentacidn de butanodiol, el piruvato se
convierte en acetoina, que luego se reduce a 2,3-butanodiol con NADH. El etanol también se
produce con una cantidad menor de los acidos que se encuentran en la fermentacién de acidos
mixta. La produccién de estos compuestos reducidos da como resultado un rendimiento de
menos de 2 moles de H,/ mol de glucosa. Esta fermentacion es caracteristica de Enterobacter,

Serratia, Erwinia y algunas especies de Bacillus (Lee et al., 2011).
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Figura 3. Vias metabdlicas de produccién de H2 mediante fermentacidn. La via PFL (piruvato formiato liasa)
es frecuente en microorganismos anaerobios facultativos. La via en anaerobios estrictos es la de piruvato
ferredoxina oxidoreductasa (PFOR). NFOR: NADH ferredoxina oxidoreductasa; NFR: NADH ferredoxina

reductasa. (Adaptado de Ramirez-Morales et al., 2015)
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Las reacciones bioquimicas involucradas en la produccién de H; en condiciones de termofilia
podrian ser diferentes de las condiciones mesofilicas. En condiciones de termofilia, la conversion
de glucosa en piruvato se puede lograr mediante una via de Embden-Meyerhof modificada. La
fermentacién que sigue a esta ultima ruta no se combina con la sintesis de ATP. La energia se
conserva en el curso de la formacidn de acetato a partir de acetil-CoA catalizada por la acetil-

CoA sintetasa (Lee et al, 2011).

1.3.1 Bacterias productoras de H;

Dentro de las bacterias hidroliticas y fermentativas se encuentran bacterias anaerobias
facultativas como las Enterobacterias y bacterias anaerobias estrictas como organismos de los
géneros Clostridium, Bacteroides, Propionibacterium y Selenomonas (Mariakakis et al., 2011;
Wong et al.,, 2014; Guo et al., 2010). Los organismos del género Clostridium son bacilos gram-
positivos, estrictamente anaerobios y formadores de esporas a diferencia de los organismos del

género Enterobacter que son bacilos gram-negativos, anaerobios facultativos (Hung et al., 2011)

Hasta la fecha, la mayor parte de la investigacidn sobre la produccién de H; involucra bacterias
anaerdbicas debido a su alta tasa de produccidn y la capacidad de utilizar una amplia gama de
materia orgdnica como sustrato incluyendo aguas residuales. Los organismos del género
Clostridium son productores de acido y de H, tipicos, en general, fermentan carbohidratos
generando acetato, butirato, H, y CO,. Las bacterias del género Clostridium son
microorganismos anaerobios obligados formadores de esporas y se consideran los productores
de H, mas eficientes, ya que generalmente son dominantes en las comunidades microbianas
durante los periodos de mejor rendimiento en los sistemas productores de H, (Castelld et al.,
2020). C.  butyricum, C. acetobutyricum, C. beijerinckii, C. thermolacticum, C.
saccharoperbutylacetonicum, C. tyrobutyricum, C. thermocellum y C. paraputrificum son
ejemplos de estos microorganismos (Chong et al., 2009). Los clostridios producen gas H, durante
la fase de crecimiento exponencial. Al alcanzar la fase estacionaria, el metabolismo cambia

rapido de la produccion de H; a la produccién de otros productos (Chong et al., 2009).

C. thermocellum es una bacteria terméfila anaerobia que es capaz de producir H; a partir de la
lactosa produciendo acetato, etanol y lactato en la fase liquida obteniendo un rendimiento de 3
moles de H,/ mol lactosa. En teoria, la produccion potencial de H, es de 8 molesy,/mol lactosa a
través de la via de acetato. Sin embargo, la coproduccidon de etanol provoca la falta de
disponibilidad de NADH para la generacién de H,, haciendo que el rendimiento sea inferior a 4

moles de H,/ mol lactosa (Collet et al., 2004).
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Las bacterias anaerobias facultativas producen ATP por la respiracidn aerdbica si el oxigeno esta
presente y son capaces de fermentar en condiciones anaerobias. Esto es una ventaja en
comparacién con las bacterias anaerdbicas que son sensibles a la presencia de oxigeno (Patel et
al., 2014). Ademas, son importantes para los sistemas fermentativos debido a su capacidad de
consumir oxigeno generando rapidamente un ambiente anaerdbico durante el arranque del
reactor o colaborando con la supervivencia de microorganismos del género Clostridium en caso

de una entrada accidental de oxigeno al reactor (Etchebehere et al., 2016)

Dentro de las bacterias anaerobias no esporulantes identificadas como productoras de H,
pertenecen principalmente a los filos Firmicutes y Bacteroidetes. Dentro de los Firmicutes,
microorganismos como Ethanoligenens harbinense, Acetanaerobacterium elongatum vy
bacterias del género Megasphaera producen H,, acetato, etanol y (CO,) a partir de glucosa
(Castelld et al., 2020). Sin embargo, los géneros mencionados anteriormente estan asociados
con un menor rendimiento de H, en comparacion con las bacterias del género Clostridium (Patel

et al., 2014).

Dentro de los microorganismos facultativos estdn las especies del género Enterobacter. Este es
el organismo anaerobio facultativo gram negativo mas estudiado con la capacidad de producir
H,. La especie Enterobacter cloacae es capaz de producir H, a partir de glucosa, sacarosa y
celobiosa con un rendimiento de 2.2 molesy,/ mol de glucosa, 6 molesy,/ mol de glucosa y 5.4
moles,/ mol de glucosa, respectivamente (Chong et al., 2009). En la tabla 1 se resumen algunos

microorganismos productores de hidrégeno.

Tabla 1. Microorganismos productores de Hz, se muestra el sustrato y el rendimiento en hidrégeno.

Caracteristica del

Microorganismo Sustrato Rendimiento de H2 micr Rererencia
Caldicellulosiruptor saccharolyticus paja de trigo pretratada 3,8 mol/mol sustrato termofilico Ivanova et al., 2009
Caloramator celer strain glucosa 3,0 mol H2/mol sustrato termofilico Ciranna et al., 2014
Clostridium acetobutylicum glucosa 408 mL/g sustrato. anaerobio estricto Alshiyab et al., 2008
Clostridium acetobutylicum M121 glucosa 1,8 mol H2/mol glucosa anaerobio estricto Lin et al., 2007
Clostridium beijerinckii L9 glucosa 2,8 mol H2/mol glucosa anaerobio estricto Lin et al., 2007
Clostridium bifermentans 3AT-ma glucosa 33 mL anaerobio estricto Zhang et al., 2012
Clostridium butyricum EB6 glucosa 0,6 mol H2/mol glucosa anaerobio estricto Chong et al., 2009

232 mL
7,4 mol H2/mol hexosa

anaerobio estricto
anaerobio estricto

Clostridium saccharoperbutylacetonicum N1-4 (ATCC 13564) glucosa
Clostridium thermocellum 7072 Tallo de maiz

Alalayah et al., 2009
Chengetal., 2011

Clostridium thermolacticum lactosa 3,0 mol H2/mol sustrato anaerobio estricto Chong et al., 2009
Clostridium tyrobutyricum FYa102 glucosa 1,5 mol H2/mol glucosa anaerobio estricto Chong et al., 2009
Clostridium tyrobutyricum JM1 glucosa 3,2 mol H2/mol glucosa anaerobio estricto Jo et al., 2008

Citrobactersp. Y19 glucosa 2,5 mol H2/mol glucosa anaerobio facultativo Chong et al., 2009

Enterobacter aerogenesNCIMB 10102
Enterobacter cloacae IIT-BT 08

Hidrolizado de almidén
sucrosa

6,5 mol H2/mol hexosa
2,2 mol H2/mol hexosa

anaerobio facultativo
anaerobio facultativo

Fabiano et al., 2002
Kumar y Das, 2000

Escherichia coli S3 glucosa 1,5 mol H2/mol glucosa anaerobio facultativo Seppdld et al., 2011
Ethanoligenens harbinese YUAN-3 glucosa 1,9 mol H2/mol glucosa anaerobio estricto Xing et al., 2008

Klebsiella pneumoniae DSM2026 glicerol 6,5 mol H2/mol hexosa anaerobio facultativo Lui et al., 2007

Pantoea agglomerans glucosa 3,8 mol H2/mol glucosa anaerobio facultativo Zhu et al., 2008
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum W16 xilosa 2,6 mol H2/mol hexosa termofilico Ren et al., 2008
Thermoanaerobacter mathranii A3N glucosa 2,6 mol H2/mol glucosa termofilico Jayasinghearachchi et al., 2012
Thermotoga neapolitana hidrolizado de pulpa de zanahoria 2,7 mol H2/mol hexosa termofilico De Vrije et al., 2010
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1.4.  Microorganismos que compiten con la produccion de H2

La produccion de H, estd fuertemente correlacionada con la composicidon de la comunidad
bacteriana. La existencia de los consumidores de sustrato no productores de H,tiene un efecto
negativo en el rendimiento global del proceso. Estos microorganismos compiten con los
productores de H, disminuyendo de ese modo los rendimientos (Jo et al., 2007). Por lo tanto,
para mejorar la produccién de H,, es necesario estudiar la fisiologia de estos microorganismos y
encontrar las condiciones dptimas de operacion del reactor que inhiben su crecimiento (Kim et

al., 2006). En la figura 4 se muestran los principales procesos microbianos que compiten con la

© @ @@@6

produccién de H, y las caracteristicas de cada via metabdlica.

H,

(19 k) | @l ®
@) o @ ) @

Metanogénesis Hormoacetortness Produccién de Reduccién de Reduccién
hidrogenotréfica g propionato sulfato de nitrato

Figura 4. Rutas potenciales para el consumo de H: durante la fermentaciéon oscura en un consorcio

microbiano (figura extraida y modificada de Bundhoo y Mohee, 2016)

En las tablas 2 y 3 se indican algunos microorganismos consumidores reportados en reactores

de produccion de H,
1.4.1. Bacterias del dcido ldctico

Las bacterias del acido lactico producen acido lactico como un producto primario en la
fermentacidn de sustratos ricos en carbohidratos. Su rol en los sistemas de produccién de H; es
controversial ya que se ha reportado que pueden tener un rol positivo en algunos trabajos y en
otros un rol negativo en la produccién de H,. Pueden tener un efecto adverso en la produccion
de H, ya que compiten por el sustrato con las bacterias productoras de H,. Ademas, pueden
producir bacteriocinas que inhiben a algunos Clostridium productores de H,. Las bacteriocinas
son péptidos bioldgicamente activos, que presentan propiedades antimicrobianas contra otros

microorganismos, aumentando la permeabilidad de las membranas celulares permitiendo la
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salida de compuestos esenciales en dichas bacterias (Bruno y Montville 1993). Por otro lado,
algunos estudios informaron que el acido lactico tiene un efecto inhibitorio sobre la produccién
de H, en la fermentacién oscura. Wang y Zhao (2009) informaron una disminucidn en el
rendimiento de H, a medida que aumentaba la concentracién de acido lactico. Sin embargo,
también informaron que la adiciéon de pequefias cantidades de &acido lactico daba como
resultado una mejora en la producciéon de H, (Wang y Zhao, 2009). En consecuencia, se

requieren mas estudios sobre los efectos del acido lactico en la fermentacién oscura.

Tabla 2. Microorganismos consumidores de Hzy sus principales productos de fermentacion

Microorganismo Tipo de metabolismo Temperatura (°C) Productos de fermentacion Referencia
Productores de propionato

Propionispira arboris fermentativo 35 acético, propidnico Ueki et al., 2014
Schwartzia succinivorans fermentativo 45 propidénico Van Gylswyk et al., 1997
Selonomonas sp. fermentativo 36-39 acético, lactico, propidnico, férmico  Prins, 1971
Selenomonas lacticifex fermentativo 30 acético, lactico, propidnico Schleifer et al., 1990
Propionibacterium acidipropionici fermentativo 30 propidnico, acético, succinico Himmi et al., 2000
Clostridium propionicum fermentativo 30 acético, propidnico, butirico Ueki et al., 2017

Metanogénicos hidrogenotréficos
Methanobacteriales and Methanomicrobiales anaerobio estricto mesofilia, termofilia CH, Cabrol et al., 2017

Reductoras de sulfato
Desulfovibrio desulfuricans anaerobio estricto 30 H,S Dalsgaard y Bak, 1994

Desulfovibrio sp. anaerobio estricto - - Chaganti et al., 2012

Bacterias dcido lacticas

Lactobacillus spp fermentativo 30 lactico, acético Gomes et al., 2015
Leuconostoc pseudomesenteroides K13-2 fermentativo 30 lactico, acético Gomes et al., 2015
Pediococcus spp fermentativo 39 lactico, acético Cobos et al., 2011
Lactococcus lactis CE-2 fermentativo 30 lactico Gomes et al., 2015
Streptococcus spp fermentativo mesofilia, termofilia lactico, acético, formico lyer et al., 2010
Lactobacillus harbinensis fermentativo 30 lactico, acético Gomes et al., 2015
Bifidobacterium spp. fermentativo 30 lactico, acético Gomes et al., 2015
Sporolactobacillus spp fermentativo 30 lactico Chang et al., 2008
Enterococcus sp. fermentativo 30 lactico Cai, 1999
Sporolactobacillus laevolacticus fermentativo 30 lactico Shida et al., 2012

Bacterias reductoras de nitrato
Pseudomonas spp anaerobio facultativo 30 NH3 Gomes et al., 2015

1.4.2. Otros microorganismos fermentadores

Los microorganismos que pertenecen al género Bacillus tienen efectos tanto positivos como
negativos cuando se identificaron en los diferentes sistemas de H, por fermentacion oscura
(Bundhoo y Mohee, 2016). Se ha reportado que hay especies de Bacillus subtilis que poseen un
factor anticlostridial que podria inhibir la microorganismos del género Clostridium (Teo y Tan
2005). Por otro lado se ha reportado la produccién de H; por parte de este microorganismo. De
hecho los microorganismos del género Bacillus demostraron ser unos consumidores eficaces de
oxigeno y, en consecuencia, en la mejora del proceso de produccidn de H, fermentativo (Patel

et al., 2014).
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En el caso de los microorganismos productores de propionato, pueden usar H, como donante
de electrones y producir propionato. Estos microorganismos también consumen NADH en el
proceso, lo que afecta la producciéon de H,. Este es el caso de Clostridium propionicum y C.
homopropionicum. También se ha informado que el propionato tiene efectos inhibitorios en la

produccién de H; (Saady et al., 2013).
1.5.  Microorganismos consumidores de H,

Varios grupos de microorganismos son capaces de consumir H; en condiciones anaerobias, entre
estos procesos tenemos las bacterias sulfato reductoras y nitrato reductoras, las arqueas

metanogénicas y las bacterias homoacetogénicas.

Las bacterias reductoras de sulfato pueden usar una amplia variedad de sustratos como
donantes de electrones y reducir el sulfato a sulfuro. Las bacterias reductoras de sulfato
hidrogenotréficas usan H, como donante de electrones. Ademds, la presencia de sulfuro tiene
un efecto téxico sobre el crecimiento de ciertos microorganismos. Dhar y et al. (2012)
informaron que las concentraciones de sulfuro superiores a 100 mg/ L afectan negativamente

las actividades de las bacterias productoras de H; (Dhar y et al., 2012)

Las bacterias reductoras de nitrato autotroficas también consumen H, como donante de
electrones y producen amonio. Ademas, se ha reportado que el amonio inhibe la fermentacion

oscura (Bundhoo y Mohee, 2016).
1.5.1. Metanogénesis

La metanogénesis es llevada a cabo por un grupo restringido de organismos anaerobios estrictos
del Dominio Archaea (Whitman et al., 1992). Los metanogénicos pueden ser acetocldsticos o
hidrogenotroéficos. Estos ultimos son los que producen metano (CHs) utilizando CO, como
aceptor de electrones y H, como donador de electrones, lo que reduce el rendimiento de H,. La
metanogénesis es el Ultimo paso de la degradacién anaerobia. El CH4 es una causa comun de
inestabilidad y bajo rendimiento en los reactores productores de H,. Se han identificado
metanogénicos hidrogendtrofos relacionados con los géneros Methanobrevibacter y
Methanobacterium en sistemas productores de H,. Para evitar este proceso, se aplican
estrategias como el mantenimiento del pH acido y tiempos de retenciéon hidraulicos mas cortos
(Dinamarca et al., 2011). Sin embargo, se ha reportado la persistencia de metanogénesis a pH
acido (Castelld et al., 2009, Carrillo-Reyes et al., 2012). Las bacterias productoras de H, del
género Clostridium al ser esporuladas pueden resistir cuando se exponen a condiciones

extremas como alta temperatura o pH muy bajo o alto en comparacidn con las arqueas
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metanogénicas y algunas bacterias del acido lactico. Esta es la base de las tecnologias de
pretratamiento de los inéculos. Dentro de las tecnologias de pretratamiento, el tratamiento
térmico es el mas reportado a escala de laboratorio (Bundhoo et al., 2015). La eficacia del
pretratamiento térmico depende de la temperatura y del tiempo durante el cual se aplica el
mismo. Se ha reportado que, aunque los metandgenos pueden eliminarse eficazmente del
indculo mediante tratamiento térmico, durante la operacion a largo plazo se detectd
nuevamente metano y el lodo debid tratarse nuevamente. Por otro lado, el pretratamiento del
inéculo no solo conserva las especies de Clostridium sino todas las especies que pueden
esporular, como algunas bacterias homoacetogénicas pertenecientes al género Clostridium y
también organismos del género Sporolactobacillus. Por otro lado, también hay microorganismos
productores de H, no esporulados como las especies de los géneros Enterobacter y los

organismos Megasphaera que se eliminan en el pretratamiento (Castell6 et al., 2020).

El control del tiempo de retencién hidraulico (TRH) también ha demostrado ser una buena
estrategia para eliminar los microorganismos metanogénicos durante la operacidon cuando se
trabaja con CSTR, ya que se eliminan por lavado debido a su baja tasa de crecimiento en
comparacién con las bacterias fermentativas. Este control es una alternativa al tratamiento

térmico para controlar los metandgenos (Cabrol et al., 2017).
1.5.2. Homoacetogénesis

La homoacetogénesis es un proceso llevado a cabo por algunos organismos del género
Clostridium y de otros anerobios estrictos que producen acetato a partir de H; y CO;
(Gottschalck, 1986). La acetogénesis debe distinguirse de la homoacetogénesis. La acetogénesis
es la produccion de acetato por microorganismos heterotréficos a través de la oxidacion de
acidos organicos como los acidos propidnico, butirico, valérico y los alcoholes. Aunque tanto la
acetogénesis como la homoacetogénesis producen acetato, la primera también produce H, y
CO,, mientras que la segunda consume H, y CO,. No todos los microorganismos acetogénicos
son homoacetogénicos. La diferencia es una condiciéon tréfica o metabdlica en lugar de
filogenética (Diekert et al., 1994). Los acetogénicos crecen lentamente en una relacion sintréfica
con los metanogénicos para mantener una presidn parcial de H, baja pH, (<10 Pa). Los
homoacetogénicos comparten con los acetogénicos su capacidad para tolerar una amplia gama
de condiciones ambientales. Sin embargo, los homoacetdgenicos crecen en H,/ CO; mas rapido
que los acetogénicos en sustrato organico. Ademads, los homoacetogénicos no dependen de la
actividad de los metanogénicos porque no estan inhibidos por la alta presiéon H,. Se ha

informado la homoacetogénesis en la produccion de H, en condiciones mesofilica, termofilica e
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hipertermofila (Diekert et al.,, 1994). Sin embargo, las bacterias homoacetogénicas vy
acetogénicas han recibido menos atencidn que los acidogénicos y metanogénicos,

especialmente en los estudios de produccién de H..

Este proceso es perjudicial a la produccion de H; ya que se consume el H, producido. La forma
de evitar la homoacetogénesis en reactores hidrogenogénicos aln no estd muy estudiado

(Saady, 2013).

Los microorganismos homoacetogénicos son bacterias muy versatiles, anaerobias estrictas que
pueden crecer a partir de diferentes sustratos monocarbonados formando acetato como
producto mayoritario (Diekert, 1994). Como se han encontrado mayores indicios de consumo
de H, en reactores de alta densidad celular se postula que pueden existir mecanismos de
transferencia de H; en los cuales el H, producido es consumido antes de ser liberado, similar a
la sintrofia que ocurre en la metanogénesis (Saady, 2013; Dinamarca, 2011). Se ha reportado
que la homoacetogénesis presenta inhibicion por producto y, siendo el acetato el producto
mayoritario, a partir de determinada concentracién el proceso se detendria (Dinamarca et al.,

2011).

La temperatura de operacion influye sobre la cinética de todos los procesos involucrados y sobre
la solubilidad de los gases. A mayores temperaturas la solubilidad de los gases es menor lo que
disminuiria la disponibilidad del H, para las bacterias homoacetogénicas pero a la vez la reaccién

sera mas rapida por lo cual tenemos dos fendmenos contrapuestos (Diekert, 1994).

Si bien se ha sugerido que este proceso es una de las principales causas del bajo rendimiento e
inestabilidad de los reactores productores de H,, no se ha estudiado aun con profundidad, no se
conoce su relevancia en los reactores ni las condiciones que la favorecen. Un problema para su
estudio es que estos microorganismos son dificiles de aislar y cultivar en el laboratorio.
Mediante una técnica basada en la deteccion del ADN de genes involucrados es posible
determinar su prevalencia sin necesidad de aislar los microorganismos. En este trabajo se
propone poner a punto una técnica de PCR en tiempo real previamente descripta para
cuantificar bacterias homoacetogéncias en rumen (Parameswaran et al., 2011). Esta técnica se
basa en la amplificacién del gen de formil tetrahidrofolato sintetasa (fthfs) presente en bacterias
homoacetogénicas. Este gen codifica para una enzima clave en la via de sintesis de acetil-CoA

en la homoacetogénesis (Xu et al., 2009).

Por otro lado, no se han realizado muchos estudios enfocados a la competencia entre las

bacterias homoacetogénicas y las productoras de H.. Los trabajos realizados en cultivos puros
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de bacterias homoacetogénicas han demostrado que estos microorganismos representan un
grupo heterogéneo cuyo metabolismo y rol ecoldgico es todavia enigmatico y debe ser
elucidado. Para entender el rol de estas bacterias es necesario estudiarlas ademas en cultivo
puro, de esta forma se podra entender el rol fisioldgico y ecoldgico en los reactores (Boga et al.,
2003). Conociendo cédmo funcionan estos organismos se podra elaborar estrategias para

obtener una mayor eficiencia en la produccién de H; en los reactores.

Tabla 3. Microorganismos homoacetogénicos reportados en reactores de produccién de Hz (Modificada

de Schiel-Bengelsdorf y Dirre, 2012; Fast et al., 2015)

Microorganismo Temperatura (°C) Formacion de espora Productos de fermentacion
Acetitomaculum ruminis 38 - acético

Acetoanaerobium noterae 37 + acético

Acetobacterium sp. 27-30 - acético

Acetobacterium woodii mesofilico no reportado acético

Acetobacterium tundrae 20 no reportado acético

Acetogenium kivui no reportado no reportado acético

Acetohalobium 38-40 - acético

Acetonema 30 + acético, butirico

Acetonema longum no reportado no reportado acético, butirico

Clostridium aceticum mesofilico + acético

Eubacterium aggregans 35 - acético, férmico, butirico
Clostridium drakei 5-40 no reportado acético, etanol, butirico
Clostridium formicoaceticum no reportado + acético, férmico

Clostridium ljungdahili no reportado + 2,3 butanodiol, acético, etanol
Butyribacterium methylotrophicum 37 + acético, etanol, butiico, butanol
Eubacterium limosum no reportado no reportado acético, butirico, lactico, caprdico
Eubacterium aggregans 35 - acético, férmico

Moorella thermoacetica no reportado no reportado acético

Peptostreptococcus 35-42 + acético

Clostridium carboxidivorans P7T 38 + acético, etanol, butirico, butanol, hexanol
Blautia coccoides 37 + acético

Blautia hydrogenotrophica 35-37 no reportado acético

Sporomusa spp. 30 + acético

Syntrophococcus no reportado - acético

1.6. Meétodos para estudiar la microbiologia de los procesos de produccion de H,

Para comprender el comportamiento de los reactores productores de H;, es necesario conocer
las comunidades microbianas que se seleccionan durante la operacién del mismo. Para ello, se
utilizan con frecuencia herramientas moleculares basadas en ADN porque son rapidas y se
pueden analizar varias muestras al mismo tiempo, y el ADN se puede almacenar y analizar al
final de los experimentos. Ademds permite el estudio de microoganismos no cultivables.
Técnicas como DGGE, T-RFLP, SSCP, FISH, clonacidn y secuenciacién de Sanger se han utilizado

para estudiar la comunidad microbiana de estos reactores (Fuentes et al., 2018).
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La PCR en tiempo real (QPCR) se utiliza en investigaciones de ciencias ambientales debido a su
alta sensibilidad, exactitud, precisién y capacidad de alto rendimiento. La gPCR se ha utilizado
para la cuantificacién de grupos funcionales, lo que permite estudiar su abundancia en la
comunidad microbiana en muestras ambientales (Sharma et al., 2007). La técnica de gPCR de el
gen funcional de hierro hidrogenasa (hydA) se ha utilizado para la cuantificacion de
microorganismos productores de hidrogeno correspondiente al género Clostridium (Perna et al.,

2013).

Mas recientemente, se ha aplicado la secuenciacién masiva para identificar la composicién
taxondmica de varias muestras de reactores. La secuenciacién masiva permite estudiar la
comunidad microbiana mediante el uso de uno o unos pocos genes marcadores filogenéticos,

siendo un método rentable e independiente del cultivo (Cabezas et al., 2015).

Por otro lado, los métodos que dependen del cultivo permiten el aislamiento y la caracterizacion
de bacterias que pueden ser criticas para el rendimiento del reactor. La principal ventaja de
estos métodos es que la capacidad fisioldgica de los microorganismos se puede estudiar en
cultivo puro. Para los sistemas de produccion de H,, esto es crucial porque diferentes vias de
fermentacién tienen diferentes rendimientos de hidrégeno (Castelld et al., 2011). El papel de
algunos microorganismos notificados con frecuencia en los reactores de H, no estd
completamente claro, por lo tanto, los aislamientos podrian utilizarse para la produccién de H,

en cultivos puros o consorcios construidos para inocular los reactores productores de H,.

1.7. Factores que afectan la produccion de H;

La produccién de H, depende de varios factores. Estos estdn asociados con condiciones
ambientales, operacionalesy quimicas que han sido evaluados por diferentes investigadores con

el objetivo de obtener la maxima produccién de 4 moles de H, por mol de glucosa.

La formacién del producto por microflora anaerdbica se ve afectada de manera significativa por
las caracteristicas especificas de las sustancias de alimentaciéon, tipos de reactores, y las
condiciones operativas (Prakasham et al., 2010) (Figura 5). Las nuevas técnicas moleculares se
han utilizado en determinar las estructuras de la comunidad bacteriana de los reactores

productores de H, operados en diversas condiciones (Hung et al, 2008; Rittmann, 2008).
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Problemas asociados a la inestabilidad de la produccion de H2

Presencia de microorganismos consumidores de H2 Microorganismos

Microbiolégicos (provenientes

del sustratoy/o inéculo) y sus que compiten por
metabolitos Arqueas Bacterias Fermentadoresde el sustrato

metanogénicas homoacetogénicas | propionato

Operacionales Presion parcial de H2 pH y temperatura Configuracién del reactor

Figura 5. Factores que afectan la produccién de Ha. Adaptada de Castell6 et al., 2020

1.7.1. pHytemperatura

El pH influye en la actividad de la enzima hidrogenasa asi como también sus rutas metabdlicas.
Por otro lado, cuando los cultivos se alimentan con alta concentracion de azlcar, se produce
una alta concentracién de acidos que inhibe la produccién de H,. Esto se debe al aumento de la
fuerza idnica en la solucién al aumentar la concentracién de acidos disociados, lo que resulta en
el cambio de la produccién de H,. El parametro clave para mantener la concentracién de acido
intracelular es el pH del medio extracelular. Esta reportado que la produccién maxima de H; se
da en pH entre 4.5 y 6.0. La forma no disociada de acido acético o butirico es mayor a pH bajo
(pH <4,5), generando una inhibicidn sobre el crecimiento celular (Ghimire et al., 2015). Por otro

lado, pH influye en la produccién de propionato siendo mayor a mayor pH (Castellé et al., 2020).

La temperatura afecta las tasas de las vias metabdlicas de crecimiento de microorganismos, la
tasa de hidrélisis del sustrato y la tasa de produccidon de H,. Los reactores de fermentacién
pueden ser operados a temperaturas mesoéfilas (25-40 °C), termofilas (40-65 °C) o
hipertermofilas (>80 °C). Se ha demostrado que, dentro de un rango especifico de temperatura,
el aumento de la temperatura acelera la produccién de H,. En general, se ha reportado que los
microorganismos termdfilos son robustos y producen enzimas estables. Es ampliamente
aceptado que se puede producir mas H; en condiciones termofilas que bajo condiciones
mesofilicas (Sinha et al., 2011). Sin embargo, las condiciones termofilas requieren mayor gasto

energético.
1.7.2. Presion parcial de H;

La presidn parcial de H, en la fase liquida es uno de los factores clave que afectan a la produccidn
de H,. La hidrogenasa es la enzima clave implicada en la producciéon de H; que, de forma
reversible, oxida y reduce ferredoxina. La oxidacion de la Fd..q €s menos favorable cuando la
concentracidon de H, en fase liquida aumenta y la reducciéon de Fdox se llevara a cabo. En
resumen, el H, en fase liquida se oxida al protén reduciendo el rendimiento de H, (Bastidas et

al.,, 2012). Mizuno et al. mostraron que el burbujeo de N, a la fase liquida disminuye la
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concentracién de H; disuelto y esto produjo un aumento del rendimiento de H, en un 68 %. El
H, disuelto en la fase liquida también se podria reducir mediante el aumento de la velocidad de

agitacién (Mizuno et al., 2000).
1.7.3. Configuracion del biorreactor

Los biorreactores son recipientes donde se lleva a cabo una transformacién quimica pudiendo
involucrar microorganismos o sustancias biolédgicamente activas derivadas de organismos.
Provee un ambiente dptimo para el crecimiento celular y la productividad asegurando el control

de distintos parametros tales como temperatura, pH, carga orgdnica, etc. (Spier et al., 2011).

El biorreactor ideal deberia mantener las células uniformemente distribuidas en el volumen de
cultivo, deberia mantener constante y homogénea la temperatura; minimizar los gradientes de
concentracién de nutrientes; maximizar el rendimiento y la produccidn; minimizar el gasto y los
costos de produccién y reducir al maximo el tiempo del proceso. En funcion de los flujos de
entrada y salida, existen tres formas distintas de operar el reactor: batch, fed-batch y continuo

(Spier et al., 2011).

En el modo batch (también denominado lote) las células se cultivan en un recipiente con una
concentracién inicial (tanda o lote) de cultivo o fermentacion y se deja que se lleve a cabo el
proceso la fermentacién por el tiempo que sea necesario. El volumen permanece constante y
solo las condiciones ambientales del medio (pH, temperatura, velocidad de agitacion, etc.) son
controladas por el operador (Cinar et al.,, 2003). La operacidon en batch se ha utilizado
principalmente para evaluar parametros cinéticos y estequiométricos, diferentes sustratos vy,

para realizar ensayos de inhibicion (Lin et al., 2012; Castell6 et al., 2020).

En el modo fed-batch la alimentacidn se agrega en forma continua o semi-continua sin que haya
efluente en el sistema. Se alimenta para que el sistema de cultivo tenga un producto (biomasa)

con maximo de crecimiento (exponencial) y aumente la productividad (Dunn, 2003).

El modo continuo (quimiostato) se agrega los nutrientes y se retiran los productos
continuamente del sistema. En determinadas condiciones de cultivo se puede lograr un estado
estacionario donde no hay variacion del volumen del biorreactor en el tiempo. De esta manera
se puede lograr condiciones Optimas para producir sustancias y para realizar estudios
fisioldgicos (Spier et al., 2011). El tiempo en que el liquido que entra en el recipiente y tarda en
salir del mismo es lo que se denomina tiempo de retencion hidraulico (TRH). La carga orgénica
volumétrica (COV) esta dada por la concentraciéon de sustrato en la entrada del reactor y por el

flujo de entrada. Para optimizar un sistema para la produccidn de H,, el reactor debe ser operado
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ya sea en una gama de las velocidades de carga organica que el sistema puede manejar con
eficacia, o en una velocidad de carga orgdnica éptima para un rendimiento maximo de H,. EI TRH
controla la velocidad de crecimiento microbiano, por lo que, el TRH debe ser mayor que la tasa
de crecimiento mdximo de los microorganismos ya que tasas de dilucion mas rapidas causan
lavado de los microorganismos del reactor. La regulacién de la COV y el ajuste del TRH es una
estrategia comun para operar los reactores de produccién de H,. Se ha demostrado que en
general TRH cortos y cargas orgdnicas altas pueden aumentar la tasa de produccién de H;

(Sivagurunathan et al., 2016).

En bibliografia se reportan distintas configuraciones de reactores utilizadas para la produccién
de H, por fermentacién anaerobia a partir de aguas residuales. Entre los reactores continuos,
hay reactores de biomasa fija y biomasa en suspension. En los reactores con biomasa en
suspension los microorganismos se asocian formando fléculos que se encuentran suspendidos
en el liquido. Por otro lado, en los reactores con biomasa adherida los microorganismos crecen
adheridos a un material inerte, ya sea sintético (como materiales plasticos, espumas, ceramicas,
entre otros) o natural (principalmente rocas, carbon, basalto, entre otros). En este caso, los

microorganismos forman un biofilm (Nava-Urrego et al., 2014).

Se ha observado una mayor diversidad en las comunidades de reactores con retencién de

biomasa en granulos en comparacién con los reactores con suspensién de biomasa.

Dentro de los en reactores con suspensidn biomasa se encuentran los reactores de
secuenciacién por lotes (SBR) y los reactores continuos como el reactor de tanque agitado (CSTR)

(Etchebehere et al., 2016).

El CSTR (fig. 6 A) es reactor de biomasa en suspension, tipo continuo de los mas utilizado en la
produccién de H; debido a su simplicidad en la configuracién, facil funcionamiento, agitacion
uniforme eficiente y mantenimiento adecuado de la temperatura y el pH (Jung et al., 2011). En
estos biorreactores, la poblacidén microbiana circula por completo y se suspende con el liquido
mezclado en el reactor con la ayuda de un agitador. Como resultado, los microbios estan
completamente suspendidos en el liquido del reactor y contienen una carga de biomasa
equivalente en el efluente. En tales circunstancias se podria obtener la mejor interaccion del
sustrato de indculo y la transferencia de masa. Alternativamente, el CSTR es incapaz de
mantener una mayor cantidad de microorganismos en fermentacién. El lavado de biomasa
puede ocurrir a muy bajas TRH, lo que conduce a una menor produccién de H; (Saratale et al.,
2019). Se ha informado que la produccién de CH,4 es responsable de la inestabilidad en los CSTR

algunas veces en condiciones especificas como la TRH superior a 24 hs y un pH mayor a 6 (Ueno
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et al., 2006). La homoacetogénesis también se observo en algunos trabajos utilizando CSTR. Esta
via metabdlica es dificil de detectar ya que el acetato es un producto comun en la produccién
de H,. En la mayoria de los casos, la homoacetogénesis se estimd a partir de equilibrios molares
y, en algunos casos, se determinaron los microorganismos responsables del proceso (Castello et

al., 2018).

También se reporta el efecto perjudicial de bacterias acido lacticas (LAB) en la produccion de H;
en reactores CSTR. Particularmente, usando suero de queso como sustrato, Palomo-Briones et

al. (2017) encontraron una prevalencia de LAB en HRT de 18-24 h.

Dentro de los reactores de biomasa fija se encuentra el reactor anaerobio de flujo ascendente
(UASB, del inglés “Upflow Anaerobic Sludge Blanket”), reactor de lecho de lodo granular
expandido (EGSB, “Expanded granular sludge bed reactor”) reactor de lecho de goteo (TBR, en

inglés “Trickle-bed reactor”) (Show et al., 2011).

El reactor UASB (fig. 6B) es un reactor del tipo continuo cuya principal caracteristica es la
retencién de biomasa sin necesidad de un soporte gracias a la formacidn de granulos, lo que lo
hace mas econdmico y le da ventajas técnicas frente a otros tipos de reactores. Este punto es
también su principal limitante ya que la seleccidon y correcta operacién del reactor UASB
dependerd del grado de sedimentabilidad que logren sus aglomerados celulares, ya sea como
granulos o fléculos densos (Noyola, 1994). El reactor es alimentado por abajo y la descarga del
efluente se produce en la parte superior del reactor. Posee un separador gas- liquido- sélido
cuya funcién es separar y descargar el biogas del reactor, evitar el posible lavado de fléculos o
granulos mediante su decantacidn, prevenir el lavado de lodo granular flotante, y para detener

expansiones excesivas del manto de lodo (Noyola, 1994).

Si et al. (2015) estudiaron el efecto de la TRH en la produccién de H, observando los efectos en
la metanogénesis y la homoacetogénesis en un UASB y encontraron que un TRH de 8 h
disminuyd la produccién de CHs y aumentd la produccién de H,. Estos autores propusieron la
persistencia de metandgenos debido a que estos ocupan la parte interna de los granulos o
biofilms evitando su eliminaciéon por tratamientos térmicos o quimicos. En cuanto a la
homoacetogénesis los autores encontraron que una disminucién en la TRH de 24 a 8 h podria
suprimirla ya que esto podria mejorar la disponibilidad deH, y evitar una mayor conversion (Si

et al., 2015).
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Figura 6. Disefios de tipos de reactores utilizados en la produccién de H2. A) CSTR (extraido de
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/b/be/Agitated_vessel.svg/513px-
Agitated_vessel.svg.png). B) UASB, Q) EGSB (extraido de

https://www.researchgate.net/publication/320922010 Aerobic_and Anaerobic Sewage Biodegradabl

e Processes The Gap Analysis/figures?lo=1) D) FBR (extraido de Ganesh et al., 2010)

El reactor EGSB (fig. 6C) se caracteriza por altas velocidades de flujo ascendente que provocan
la expansion de la biomasa granular. El reactor EGSB tiene menos limitaciones de transferencia
de masa en comparacién con UASB. En este tipo de reactor, la velocidad de flujo ascendente es
controlada no solo por el flujo de entrada sino también por la recirculacién del efluente. En
cuanto a la estabilidad de EGSB, Cisneros-Pérez et al. operd dos reactores EGSB inoculados con
biomasa granular tratada térmicamente y lavado celular. El biorreactor con biomasa tratada
térmicamente mostré una menor tasa de produccién volumétrica de H, (VHPR) pero mas

estabilidad en comparacién con el biorreactor inoculado con biomasa seleccionada por lavado
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celular. Aun asi, las razones de la inestabilidad mostradas con ambas estrategias de inoculacidon

no estan claras (Cisneros-Pérez et al., 2015)

Los reactores anaerdbicos de lecho fijo (FBR) (fig. 6D) contienen una matriz de soporte que
permite la acumulacién de elevadas concentraciones de biomasa que forman peliculas
alrededor de dicha matriz. Los FBR son ventajosos en comparacion a los CSTR, principalmente
por la alta capacidad de unién de biomasa (Chang et al., 2002). En estos reactores se evita el
lavado de biomasa cuando se operan con HRT cortos (menos de 4 h) y ademas se inhibe el
crecimiento de arqueas metanogénicas. Sin embargo, los principales problemas de estabilidad
en FBR estdn relacionados con la limitacién en la transferencia de masa liquido-gaseosa y el
crecimiento excesivo de microorganismos, ambos problemas relacionados con la tecnologia

utilizada (Castelld et al., 2020).

La produccidn de H, por fermentaciéon oscura se aplicé tanto en reactores en batch como en
sistemas continuos. Los ensayos en batch son los mds sencillos de operar y controlar. Esto ha
dado lugar a su amplia utilizacion para determinar el potencial de obtencion de H; a partir de
sustratos orgdnicos. Sin embargo, en el contexto industrial los bioprocesos continuos son
recomendados para consideraciones practicas tales como la gestion de residuos, la viabilidad

econdmica, y el disefio practico de ingenieria (Elsharnouby et al., 2013).

La cantidad de H, obtenido por procesos fermentativos se puede cuantificar en términos de
rendimiento y tasa. El rendimiento se define como la cantidad de H, producido por cantidad de
sustrato consumido y se expresa en unidades de molyz/ mol de sustrato. La tasa de produccion
de H, se define como la cantidad de H, (mL) producido por unidad de tiempo y por unidad de
volumen de reactor (tasa volumétrica, TPH) o por unidad de biomasa (tasa especifica, TPEH)

(Blanco et al., 2012).

Los reactores han generado producciones de H, muy variables que no son comparables en la
mayoria de los casos dado que la cantidad de H; se ha cuantificado en términos de rendimiento,
TPH, TPEH y en términos de biomasa no son unidades homologas entre si. En aquellos estudios
donde se realizd un analisis de la produccion de acidos grasos volatiles (AGV) se generaron
acidos grasos como acético, butirico y propidnico. Cuando se produce acético indica que se
favorecio la ruta de produccién donde se genera como subproducto acetato principalmente,
siendo esta la ruta que produce mas H, fermentativo. La produccidn de los otros acidos no es
tan favorable para la generacidn de H,, por tanto, su presencia es un indicativo de que el proceso

no ha sido completamente controlado (Blanco et al., 2012).
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1.7.4. Inoculo

La seleccidn de un indculo para la puesta en funcionamiento de un reactor para la produccién
de H; es uno de los principales factores a tener en cuenta, dado que los microorganismos
presentes en éste serdn los principales responsables de la cadena tréfica que se desarrollarad en
el reactor. En la literatura se pueden encontrar trabajos en los que se utilizan diferentes tipos
de indculos que se pueden dividir en 3 grandes grupos: cultivos mixtos (enriquecidos o no
enriquecidos en bacterias productoras de H,), consorcios definidos y cultivos puros. En los
cultivos puros los cambios metabdlicos son mas faciles de detectar debido a la reduccién de la
diversidad de la biomasa. Los estudios en cultivos puros pueden revelar informacion importante
acerca de las condiciones que promueven la alta produccién de H,. Para cultivos puros se han
utilizado mayoritariamente especies del genero Clostridium y Enterobacter (Prasertsan et al.,

2009).

Actualmente se han empleado indculos de cultivos mixtos de bacterias de lodos anaerobios,
lodos de plantas de tratamiento, compost y suelo. Los cultivos mixtos son potencialmente mas
resistentes y robustos a cambios en las condiciones ambientales en relacién con los cultivos
puros. Sin embargo, en estas condiciones el H, puede ser consumido por bacterias tales como
las homoacetogénicas, metanogénicas, bacterias reductoras de nitratos y sulfatos. Ademas

puede haber microorganismos competidores del sustrato (Bundhoo and Mohee, 2016).

Por esta razdn, para proteger las bacterias productoras de H,, el inoculo es pretratado
empleando métodos tales como: choque térmico, acidificacion, alcalinidad, congelacion vy
descongelacion, aireacion y adicidn de cloroformo, los cuales inactivan la actividad bacteriana

de las bacterias consumidoras de H para impedir que estas proliferen (Wang et al., 2008).

El tratamiento térmico del indculo es una estrategia cominmente utilizada para aumentar la
produccién de H, (Vazquez et al., 2009). Los microorganismos Clostridium son capaces de formar
esporas en condiciones extremas de temperatura, pH y radiacidn, mientras que se eliminan
muchos microorganismos competidores no esporulados. La desventaja es que los
microorganismos productores de H, no esporulados también pueden eliminarse (Bundhoo y
Mohee, 2016). Ademas, el tratamiento previo de choque térmico no siempre es adecuado ya
gue puede destruir otras bacterias no formadoras de esporas, lo que resulta en una reduccion
de la capacidad del sistema para consumir oxigeno. Esta incapacidad para consumir el oxigeno

disminuye la produccién de H, (Zhu y Béland 2006).
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Ademads, hay bacterias que consumen H; que forman esporas y sobreviven a los
pretratamientos del indculo. Entre ellos, se incluyen algunos consumidores de H, algunas
especies de Clostridium, Sporomusa, Sporolactobacillus, reductores de sulfato como

Desulfotomaculum (Dinamarca et al., 2011).

El co-metabolismo dentro de la comunidad microbiana desempeifia un papel vital en la
produccién de H; en reactores ya que las interacciones de la poblaciéon podrian tener efectos

positivos o negativos sobre la produccién neta de H..
1.7.4.1. Efectos de sinergia en cocultivos.

El empleo de cocultivos, en lugar de monocultivos, puede ayudar a mantener las condiciones
anaerdbicas estrictas para los productores de H,. Los cocultivos pueden también mejorar la
hidrélisis de los azucares complejos, la biomasa, y permite operar en una gama mas amplia de
pH para las bacterias fermentadoras H,. En la bibliografia se encontré que existen
principalmente tres tipos diferentes de cocultivo al inocular microorganismos de cultivos puros

(Elsharnouby et al., 2013).
1.7.4.1.1 Cocultivo de microorganismos anaerobios estrictos y facultativos

Los microorganismos anaerobios estrictos al ser extremadamente sensibles al O, se inhibe su
capacidad de producir de H; cuando estdn en contacto con el aire. Para estabilizar su produccion
se puede adicionar un agente reductor tal como L-cisteina. Este agente reductor se puede
sustituir por anaerobios facultativos capaces de consumir O, en un medio alcanzando asi las
condiciones anaerdbicas necesarias. Yokoi et al. (1998) cocultivaron, un microorganismo
anaerobio estricto, Clostridium sp., y un microorganismo anaerobio facultativo, Enterobacter
sp., y los resultados obtenidos indican que el empleo de cocultivos es mas econémico mediante
la eliminacion del agente reductor caro, y asimismo mejora la produccion de H» (Yokoi et al.,

1998; Elsharnouby et al., 2013).

1.7.4.1.2 Cocultivo de microorganismos anaerobios degradadores de sustrato complejos y

microorganismos productores de H;

El procedimiento de fermentacidn oscura mas comun empleada para generar H, a partir de
sustratos complejos, como la celulosa, implica realizar procesos caros de pretratamiento, tales
como la deslignificacion, y la hidrdlisis. Liu et al. (2008) realizaron un cocultivo de una bacteria
anaerobia termofilica, Clostridium thermocellum, IN4 con Thermoanaerobacterium

thermosaccharolyticum GD17 para la produccién de H, empleando celulosa como sustrato. El C.
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thermocellum JN4 puede descomponer la celulosa, pero no puede utilizar completamente los
productos generados de esta reaccion como la celobiosa y la glucosa, mientras que el T.
thermosaccharolyticum GD17 puede utilizar esos monoazucares. Se observd en un reactor en
condiciones termdfilas que cuando C. thermocellum JN4 se cocultivd con T.
thermosaccharolyticum GD17, la produccidn de H; se duplicd, en comparacidn con un cultivo de
C. thermocellum JN4 puro, y el rendimiento de H, aumentd de 0,8, en cultivo puro, a 1,8 moles

H,/mol glucosa, en cocultivo (Liu et al., 2008).

1.7.4.1.3 Microorganismos acidotolerantes productores de H, y bacterias productoras de H>

Debido al impacto inhibidor de acidos orgdnicos producidos durante la fermentacién en los
productores de H,, las condiciones neutras o acidas débiles son necesarias para alcanzar altos
rendimientos de H,. Sin embargo, el control del pH es antieconémico debido a la gran cantidad
de productos quimicos necesarios. Los microorganismos acidotolerantes pueden producir H; a
pH bajos, por lo tanto, reduce o incluso elimina los requisitos de tamponamiento. Por lo tanto,
el uso de una bacteria productora de H, cocultivadas con microorganismos acidotolerantes

puede lograr una produccién de H, estable y alta a pHs bajos (Lu et al., 2007).

El papel de los microorganismos tales como Enterobacter aerogene, Klebsiella sp., Klebsiella
oxytoca, Pseudomonas sp. y Burkholderia cepacia promueven produccidon de H, mediante el
mantenimiento de un ambiente anaerobio estricto y por ruptura de sustratos complejos. Por lo
tanto, la eficiencia de la produccién de H2 depende tanto de bacterias productoras de H2 como

de otras poblaciones (Elsharnouby et al., 2013).

1.7.4.1.4 Sinergia entre bacterias electroactivas y fermentadoras

Se ha reportado la cooperacién entre bacterias electroactivas (Geobacter) y bacterias
fermentadoras (Clostridium). En este caso los microorganismos acoplan sus flujos de electrones
mediante transferencia de electrones interespecies (IET) para llevar a cabo las reacciones que

serian termodinamicamente desfavorables (Moscoviz et al., 2017).

En la publicacion de Mozcoviz y col. (2017) se realizd la fermentacién de glicerol con un cocultivo
de Geobacter sulfurreducens y Clostridium pasteurianum. Como resultado, se demostré que
Geobacter sulfurreducens podia crecer usando Clostridium pasteurianum como Unico aceptor
de electrones. G. sulfurreducens es un microorganismo electroactivo con capacidades
metabdlicas muy limitadas. Entre los metabolitos encontrados en la fermentacion G.
sulfurreducens utiliza el acetato como donante de electrones. Ademas, los aceptores de

electrones conocidos que pueden ser utilizados por G. sulfurreducens también es limitado
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consistiendo en algunos iones metalicos, azufre elemental, malato y fumarato o un electrodo.
Sin embargo, al crecer junto con C. pasteurianum, G. sulfurreducens puede utilizarlo como
aceptor de electrones a través de mecanismos de transferencias de electrones interespecie. Un
comportamiento similar se informd previamente en un cocultivo de Desulfovibrio vulgaris y
Clostridium acetobutylicum en el que D. vulgaris pudo crecer en presencia de C. acetobutylicum
y sin aceptor de electrones externo. Consistentemente, el patrén metabdlico de C.
acetobutylicum se modificé hacia una mayor disipacién de electrones a través de la produccion

de H, (Moscoviz et al., 2017).
1.7.5. Sustratos utilizados para la produccion de H;

Los sustratos mas empleados para la produccién de H; han sido la glucosa, sacarosa y el almiddn.
También se han empleado residuos orgdnicos aunque pueden presentar estructuras
moleculares complejas dificiles de asimilar por los microorganismos pudiendo requerir un

tratamiento previo (Hawkes et al., 2002).

Sin embargo, para que esto sea un proceso sustentable ambientalmente y darle un valor real a
la sociedad, el H, deberia producirse a partir de materias primas renovables (residuos reales).
Estas pueden ser biomasa, productos biolégicos de residuos agricolas, productos
lignoceluldsicos (madera y residuos de madera), residuos de procesamiento de alimentos,

plantas acuaticas, algas, agricolas y excrementos animales (Elsharnouby et al., 2013).

Los rendimientos reportados de H; a partir de biomasa utilizados como sustratos varian mucho
de aproximadamente 20 % a mas del 90 % de los 4 moles tedricos de H, por mol de hexosa. La
diversidad de los materiales y los métodos de pretratamiento dificilmente permite una

comparacién de la eficiencia de la produccién de H; (Elsharnouby et al., 2013).

Los cultivos que contienen azucar (por ejemplo, el sorgo dulce y remolacha azucarera), cultivos
de maiz y trigo, lignocelulésicos (por ejemplo, la hierba de forraje) a base de almiddn, y
subproductos de la industria alimentaria son todos los tipos de biomasa utilizados como
sustratos que se reporta en la literatura. Sin embargo, la reaccién del publico es cada vez mas

negativa al uso de alimentos para producir biocombustibles (Elsharnouby et al., 2013).

Los subproductos industriales son considerados prometedores enfoques para la produccién de
H, sostenible pero los rendimientos informados de la utilizacién de estas aguas residuales siguen
siendo bajos en comparacién con los materiales de alimentacion tradicionales sostenibles. Se
requiere investigacién adicional en la utilizacion de estos sustratos a través de la fermentacion

oscura, y en los métodos de tratamientos previos adecuados (Balachandar et al., 2013).
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1.7.5.1. Agregado de nutrientes

Para el crecimiento celular y para la produccién de H; en los procesos fermentativos se requiere
de nitrégeno, fosfatos y algunos iones metalicos. El nitrégeno forma parte de los acidos
nucleicos, proteinas y enzimas. Los fosfatos presentan valor nutricional y capacidad de

tamponamiento siendo también necesarios para la produccién de H; (Balachandar et al., 2013).

Los iones de magnesio, sodio, zinc y hierro son importantes para la producciéon de H, siendo
necesarios para los cofactores enzimaticos, procesos de transporte y las enzimas
deshidrogenasas. Por otro lado, los metales pesados como el Cu, Ni-Zn, Cr, Cd, Pb han sido

reportados como téxicos para la produccion de H; (Balachandar et al., 2013).

El hierro es también un elemento esencial que forma Fd y se requiere para la hidrogenasa. Zhang
y Shen (2006) sugirieron que cuando la temperatura ambiente es relativamente baja, las
bacterias necesitan mds iones ferrosos para activar la hidrogenasa de modo que podria oxidar

Fdeq para producir mas H, molecular.

1.7.5.2.  Utilizacion de residuos y aguas residuales para la produccion de H,

Los efluentes industriales representan productos residuales que generan grandes problemas
ambientales. Es importante conocer el origen del vertido (industrial, doméstico, comercial, etc.)
para determinar la cantidad de contaminantes e incidencia en el medio. Las aguas residuales
pueden contener contaminantes como: grasas, aceites, metales pesados, residuos de materia
fecal entre otros (Chong et al.,, 2009). Para evaluar la calidad del agua se consideran tres
parametros: demanda bioquimica de oxigeno (DBO), demanda quimica de oxigeno (DQO) y
sélidos suspendidos totales (SST). La DBO y la DQO se utilizan para determinar la cantidad de
materia organica presente en el efluente. La DBO determina la cantidad de materia organica
biodegradable, la DQO mide la cantidad total de materia organica. Los SST hacen referencia al
material sélido que se mantiene en suspension en el efluente (Heponiemi y Lassi, 2012). En la

tabla 4 se indican algunos efluentes industriales estudiados en la produccidn de hidrégeno.

La produccién de H; a partir de residuos industriales es muy ventajosa ya que permite valorizar
estos subproductos. En Uruguay existe una gran variedad de sustratos alin no estudiados. Como
la produccién de H, depende de la composicidon quimica del sustrato es importante investigar el

potencial de estos sustratos y las limitaciones de éstos.
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Tabla 4. Produccion de Hz obtenida en distintos efluentes industriales (datos extraidos de Castell6 et al.,

2020; Lin et al., 2012; y Show et al., 2011).

Tipo de residuo Microorganismo Modo de operacién Maximo rendimiento de H,
Aguas residuales de la bodega de arroz cultivo mixto continuo 2.14 mol/mol hexosa
Desechos alimentarios cultivo mixto termofilico batch 1.8 mol/mol hexosa

Lodos de depuradora de residuos alime cultivo mixto mesofilico batch 122.9 ml/g COD carbohidrato
Aguas residuales de lacteos cultivo mixto mesofilico continuo -

Melaza cultivo mixto mesofilico continuo -

Suero de queso cultivo mixto mesofilico batch 5.9 mol/mol lactosa

Aguas residuales de lacteos cultivo mixto mesofilico batch 17.2 mmol/g COD

Pulpa de aceituna cultivo mixto mesofilico continuo 0.19 mol/kg sélidos totales
Aguas residuales de aceite de oliva cultivo mixto mesofilico continuo 196.2 ml/g hexosa
Fabricacién de bebidas de café cultivo mixto termofilico continuo 2.57 mol H,/mol hexosa
Aguas residuales de la fabrica de azucar cultivo mixto mesofilico continuo

Aguas residuales de almidén cultivo mixto mesofilico batch en secuencia 5.79+0.41 mmol H,/gCOD agregado
Aguas residuales textiles cultivo mixto mesofilico Reactor de tanque agitado de flujo intermitente 0.97 mol H2/mol hexosa
Residuos de alimentos hidrolizados enz cultivo mixto mesofilico Reactor de lodo inmovilizado mixto continuo

Vinaza de cafia de azucar cruda cultivo mixto mesofilico continuo 3.3 mol/mol sustrato
Glicerol cutivo mixto termofilico batch 6.03 mmol/g COD

1.7.5.2.1 Residuos urbanos e industriales

Estos contienen altos niveles de carbohidratos y proteinas. En la actualidad, los desechos de
alimentos de la industria se tratan en su mayoria en condiciones anaerobias. Por estar
constituido principalmente por carbohidratos podria ser un sustrato potencial para la

produccién de H; anaerdbico (Chong et al., 2009; Kim et al., 2004).
1.7.5.2.2 Materiales lignoceluldsicos

Estos se componen de celulosa, hemicelulosa y lignina. Estos son productos de la fotosintesis y
componentes estructurales de la pared celular vegetal. Sin embargo, la limitacién es el proceso
de pretratamiento requerido para degradar la celulosa en azucares simples. La utilizacién de
bacterias celuloliticas seria una forma alternativa de degradar la celulosa (Urbaniek y Bakker,
2015). En un estudio se reportd una cepa de Clostridium sp. aislado de termitas que produjo con
éxito H2 a partir de xilano de avena con un rendimiento de 18,6 mmol por gramo de sustrato.
Posteriormente utilizaron celulosa hidrolizada para la produccién de H; utilizando la misma
bacteria. Durante 81 h de cultivo estacionario, la bacteria consumié 0,92 mmol de glucosa/ hy

produjo 4,1 mmol de Hy/h (de Taguchi et al., 1996).
1.7.5.2.3 Glicerol

El glicerol es un residuo generado de la produccion de biodiesel. Con cada 50 Kg libras de
biodiesel producidos por transesterificacion de aceites vegetales o grasas animales se generan
5 Kg de glicerol en bruto. El glicerol se aplica actualmente como un ingrediente de los

cosmeéticos, pero un mayor aumento en la produccién de combustibles biodiesel plantearia el
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problema de tratar de manera eficiente los residuos que contiene glicerol a partir de esta

industria (Sakai et al., 2007).
1.7.5.2.4 Residuos de la industria ldctea

El suero de queso es un ejemplo y contiene alrededor de 5 % de lactosa, que puede ser un
sustrato para los propdsitos de fermentacidn. Para la produccién de 1 kg de queso se necesitan
10 kg de leche, originandose 9 kg de suero de queso (Prazerers et al., 2012). A nivel mundial, la
produccién mundial de suero de leche supera los 160 millones de toneladas por afio con una
tasa de crecimiento anual del 1 al 2 % (Okamoto et al., 2019). La Unidén Europea aporta el 31 %
de la produccién, siguiendo de Estados Unidos con casi 83 millones de toneladas, constituyendo
el 19 % del total. En Asia se destaca China con un incremento del 19 % en produccion, teniendo
una participacién creciente en el mundo junto con India. Brasil es el mayor productor en América

del Sur con casi 25 millones de toneladas (Chong et al., 2009; Prazeres et al., 2012).

A pesar del valor nutritivo del suero de queso, el 47 % de lactosuero es descargado al drenaje
llegando a rios y suelos, causando problemas serios de contaminacion. La descarga continua de
este efluente a los ecosistemas altera sus propiedades fisicoquimicas. En los suelos, se
disminuye el rendimiento de las cosechas y ademas provoca lixiviaciéon. Esto se debe a que el
lactosuero presenta nitréogeno soluble en agua, el cual es arrastrado a través de diversas capas
llegando hasta los mantos fredticos y convirtiéndose en un peligro para la salud de los animales

y humanos. Por estas razones este efluente debe ser tratado (Saddoud et al., 2007).
2. Objetivos de este capitulo
En este capitulo se presentan los resultados obtenidos para cumplir los siguientes objetivos:

1. Aislar y caracterizarlas bacterias productoras de H; y competidoras de importancia en
reactores hidrogenogénicos.

2. Determinar el maximo rendimiento en H, que pueden obtener las bacterias productoras
de Hz.

3. Determinar el efecto de sinergia y de competencia con otros microorganismos aislados
del reactor.

4. Conocer la relevancia de la homoacetogénesis como causante del bajo rendimiento y la

inestabilidad en la produccién de H..
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Trabajo 1. Work scheme to isolate the different microorganisms found in hydrogen-producing

reactors: a study of effectiveness by pyrosequencing analysis

Objetivos especificos abarcados en este trabajo

Los objetivos 1, 2 y 3 se presentan el trabajo “Work scheme to isolate the different
microorganisms found in hydrogen-producing reactors: a study of effectiveness by
pyrosequencing analysis”. En el mismo se detallan las técnicas de aislamientos utilizadas para el
estudio de los microorganismos presentes en un reactor de produccidon de H, a escala de
laboratorio a partir de suero de queso. Se obtuvieron varios aislamientos correspondientes a
microorganismos productores y no productores de H,. En los microorganismos productores se
estudian los rendimientos de H,. Posteriormente se realizaron ensayos de cocultivo para estudiar
los efectos de la sinergia y competencia entre los microorganismos productores y no productores

de Hz.

Contribucion del autor de la tesis

La contribucidn del autor en este trabajo fue el disefio y la realizacién de los experimentos de
aislamiento, caracterizacién, estudios de produccién de H; de los aislamientos y la
caracterizacion de la comunidad microbiana por pirosecuenciacién. La Dra. Elena Castelld y la
Mag. Lucia Braga contribuyeron con la operacidn del reactor del cual se tomaron las muestras.
El trabajo fue dirigido por la Dra. Etchebehere. El manuscrito fue escrito por el autor en el marco

de esta Tesis bajo la supervisiéon de la Dra. Etchebehere.
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Abstract

Aim. The aim of this research was to create a work scheme for the isolation of the different
microorganisms commonly found in hydrogen-producing reactors and to test its effectiveness.
Methods and results. Methods were selected to isolate anaerobic spore-forming fermenters,
anaerobic fermenters that do not form spores, facultative aerobic fermenters, and lactic acid
bacteria. The methods were tested in two samples taken from a hydrogen-producing reactor
fed with cheese whey. 16S rRNA gene sequences from isolates were compared with
pyrosequencing analysis from the same samples. The isolates represented more than 88 % of
the abundance detected by pyrosequencing. Organisms from the genera Clostridium, Rahnella,
Megasphaera, Lactobacillus, Propionibacterium, Bifidobacterium, Chryseobacterium, and
Acetobacter were isolated. Hydrogen-producing capacity was confirmed for the Clostridium,
Rahnella, and Megasphaera isolates. Co-culture experiments indicate that Megasphaera

prevented the total inhibition of Clostridium by Lactobacillus.

Conclusion. The work scheme proposed was effective to isolate most of the microorganisms
detected by pyrosequencing analysis. Physiological studies suggested a key role of

Megasphaera.

Significance and Impact of Study. We showed the high culturability of the microbial
communities from hydrogen-producing bioreactors. The isolates can be used to perform

physiological studies to understand the H, producing process.

Key words: bio-hydrogen, hydrogen-producing reactors, pyrosequencing, isolation, Clostridium,

Megasphaera, Ranhella, Lactobacillus

Abbreviations

COD, chemical oxygen demand

HRT, hydrogen retention time

HY, hydrogen yield

H,, hydrogen

RT, roll tube

CSTR, continuous stirred tank reactor
OTUs, operational taxonomic units

OLR, organic loading rate
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1. Introduction

Cheese whey is a by-product that is generated from cheese manufacturing at high volumes in
Uruguay (155.986 m3year?, (Benzano et al., 2016)). It contains high levels of carbohydrate (70—
80% lactose), protein (9%), and minerals salts (8—20%) (Carvalho et al., 2013). Because of the
high organic content of this by-product, it is necessary to find treatment alternatives before its
disposal. One treatment alternative is the production of hydrogen by dark fermentation.
However, the main problems identified with dark fermentation are the persistence of
microorganisms that compete for the substrate or consume the hydrogen produced (Carrillo-
Reyes et al., 2014). Thus, it is necessary to understand the role of the microorganisms involved

in the process to avoid competition and increase hydrogen production.

The microbes from hydrogen-producing reactors are mainly composed of hydrogenic
microorganisms, such as Clostridium and members of the Enterobacteriaceae family, and other
microorganisms with metabolic pathways that are not associated with hydrogen production
(Hung et al., 2011, Cabrol et al., 2017). The role of the non-hydrogen-producing microorganisms
is not clear, they have been associated with negative aspects such as competition for substrate
or production of inhibitors (such as bacteriocines), but they may also be involved in consumption
of dissolved oxygen, which generates a favorable atmosphere for strict anaerobes (Hung et al.,

2011).

To understand the behavior of hydrogen-producing reactors, it is necessary to know the
microbial communities that are selected during hydrogen production. To do this, molecular tools
based on DNA are frequently used because they are fast and several samples can be analyzed at
the same time. For hydrogen-producing reactors DGGE (Hung et al., 2007), T-RFLP (Castell6 et
al., 2009), SSCP (Quéméneur et al., 2010), FISH (Hung et al., 2007), cloning, and Sanger
sequencing (Castelld et al., 2009) were used to reveal the microbial communities involved. More
recently, high through-put sequencing was used to identify the taxonomic composition of
several reactor samples (Chojnacka et al., 2011; Etchebehere et al., 2016). With these methods,
both cultured and non-cultured microorganisms could be detected. This is an important
advantage because most microorganisms from nature remain uncultured. However, different
ecosystems present different culturability (Amann et al., 1995). The culturability of the

microorganisms selected in hydrogen-producing reactors has not yet been evaluated.

Culture-dependent methods permit the isolation and characterization of bacteria that can be
critical for reactor performance, and subsequently, the physiological capacity of the

microorganisms can be studied in pure culture. For hydrogen production systemes, this is crucial
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because different fermentation pathways have different hydrogen vyields. The role of some
frequently reported microorganisms in hydrogen reactors is not completely clear, such as for
members of the Veillonelaceae family or the Lactobacillus genus (Etchebehere et al., 2016). The
isolates could also be used for hydrogen production in pure cultures or constructed consortiums
to inoculate the hydrogen-producing reactors or in bioaugmentation strategies (Wang et al.,
2007). There are few studies that focus on isolation of microorganisms from hydrogen-
producing reactors (Ueno et al., 2001; Porwal et al., 2008; Castell6 et al., 2011; Perna et al.,
2013; Gomes et al., 2015; Poleto et al., 2016), and most of these studies focus only on one

particular group of microorganisms and not on the complete community.

Anaerobes that are frequent in nature and anthropogenic ecosystems are generally key players
in these environments. The versatility of these microorganisms could be used in several
industrial processes such as bioremediation, fermented foods, biosynthesis, biocatalysis,
anaerobic treatment of waste, and bio-fuel production. The study of these microorganisms
requires the development of specialized techniques for culture and manipulation of these
microbes. Development of these methods is important for several technical applications and for
studying different natural ecosystems including the human gut microbiota (Strobel, 2009). Thus,
further research is necessary to develop these techniques and use them to study different

anaerobic environments.

Based on our previous experience (Castelld et al., 2009; Perna et al., 2013; Etchebehere et al.,
2016) and the work of other researchers (Hung et al., 2011; Elsharnouby et al., 2013; Cabrol et
al., 2017), it is possible to conclude that microbial communities in hydrogen-producing reactors
are composed of four different physiological groups of microorganisms: anaerobic spore-
forming fermenters (such as Clostridium), anaerobic fermenters that do not form spores (such
as members of the Veillonelaceae family), facultative aerobic fermenters (such as members of
Enterobacteriaceae and other Proteobacteria), and lactic acid bacteria (such as Lactobacillus).
Based on the physiological characteristics of these four groups of microorganisms described by
Bergey et al. (2009), it is possible to select specific methods to isolate them from hydrogen-

producing reactor samples.

The aim of this research was to create a work scheme for the isolation of the different
microorganisms commonly found in hydrogen-producing reactors and to test its effectiveness.
The isolation procedures were tested in two samples taken from a biohydrogen-producing
reactors fed with raw cheese whey. To determine the overall effectiveness of our isolation

methods, we analyzed the samples used for isolation using 16S rRNA gene pyrosequencing.
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Phylogenetic trees were constructed to compare the sequences obtained in the pyrosequencing
analysis and the 16S rRNA genes sequences from the isolates. Hydrogen yield was also
determined in the pure cultures and their possible role in hydrogen-producing reactors was
postulated. The interaction of representative isolates with different physiological characteristics

was tested using co-cultures.
2. Material and methods
2.1 Samples

Samples were taken from a continuous stirred tank reactor (CSTR) used for hydrogen production
from raw cheese whey (Braga et al., 2015). The temperature of the reactor was maintained at
30°C using an electric jacket. The reactor was inoculated with kitchen waste compost without
heat treatment (Castelld et al., 2018). Samples (50 mL) from the liquid mixture of the reactors
were taken during two operation conditions and stored at 4 °C for the culturing approach (within
the 24 h of sampling), or were stored at —-20 °C for further DNA extraction. The reactors were
fed with diluted raw cheese whey. The chemical oxygen demand (COD) concentration of raw
cheese whey was 60 + 5 g L' (10 samples of different production days in a period of 30 days
were analysed). An organic loading rate of 30 gCOD Ld* was used, the hydraulic retention time
(HRT) was 24 h, and the pH was set to 5.5. Two samples were chosen in order to cover a period
of low production of hydrogen (sample 1) and a period of high production of hydrogen (sample
2). Sample 1 was taken during a first operation when the hydrogen production was null on the
sampling day. Sample 2 was taken during a second operation, on day 22, when the reactor
performance was better (hydrogen yield was 2.09 moly, MOliacose™ and volumetric hydrogen

production rate was 0.3 Ly, (Ld)™ on the sampling day).
2.2 Microbial community isolation methods

Four different microbial communities were isolated: 1) anaerobic spore-forming
microorganisms; 2) anaerobic non-spore-forming fermentative microorganisms; 3) facultative

fermenters and aerobic microorganisms; and 4) lactic acid bacteria (Table 1).
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Table 1. Method used for isolation

Method for  Target group Pre-treatment of
Medium Atmosphere Isolation technique*
isolation the sample

. Dilution to extinction/
Spore-forming

1 Heat treatment PYG N>
anaerobes
roll tubes
Direct isolation on the
2a
plate
Non-spore-
2b forming No PYG N, Dilution/spread into plate
anaerobes
Dilution to extinction/
2c
roll tubes
3a Aerobic and Direct isolation on plate
facultative No TSA Air
Dilution/spread into
3b fermenters
plate
Lactic acid Dilution/spread into
4 No MRS Air enriched in CO;
bacteria plate

*The culture media, the atmosphere of incubation and the isolation technique are shown for each

method. All the incubations were performed at 30 °C.
Community 1. Isolation of anaerobic spore-forming microorganisms

To eliminate the vegetative cells and select spores-forming microorganisms, heat treatment (95
°C, 15 min) was applied to a biomass subsample (10 mL). For the isolation, serial dilutions (1:10)
were performed ten successive times using treated samples. For the dilutions, 1 mL of the
samples was used to inoculate 25 mL vials with 9 mL of anaerobic PYG media. The PYG media
contained 10 g L glucose (Sigma-Aldrich, MO, USA), 5 g L yeast extract (Difco Laboratories,
Detroit, MI, USA), 5 g L peptone (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA), and 5 g L' meat extract
(Frigonal, Uruguay) at pH 6.8 and sparged under a nitrogen atmosphere (The Linde Group,
Montevideo, Uruguay) (Perna et al., 2013). The cultures were incubated for one week until
macroscopic evidence of growth was observed. Then, the dilution method for isolation was
repeated in order to select a single microorganism. For colony isolation, a sample was taken
from the culture presenting macroscopic evidence of growth inoculated with the highest

dilution, and the roll tubes (RT) technique was used to obtain single colonies under anaerobic
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conditions (Hungate and Macy 1973). The same PYG medium was used and supplemented with
agar in RT (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA, 13%). RT were then incubated until the presence
of colonies was detected. Colonies were removed using a syringe and transferred to a new vial

with PYG liquid anaerobic media.
Community 2. Isolation of anaerobic non-spore-forming fermentative microorganisms

The same procedure explained above was used for the isolation of non-spore-forming
fermentative microorganism, but without heat treatment of the samples. In addition to RT
(method 2c), two other isolation techniques were used. The sample was tenfold diluted in vials
with anaerobic PYG medium as was previously explained. Then, 0.1 mL from the dilutions 8 to
12 were transferred to petri dishes with PYG medium (P) supplemented with agar (13%, Difco
Laboratories, Detroit, Ml, USA). The plates were incubated in anaerobic bags (Anaerocult® A
mini, Merck, Germany) (method 2b). Direct isolation (DI, method 2a) of the samples was
performed streaking the samples with a loop in plates with PYG medium supplemented with

13% agar. These plates were incubated in anaerobic conditions using anaerobic bags (Table 1).
Community 3. Isolation of facultative fermenters and aerobic microorganisms

The sample was tenfold diluted in tubes with sterile physiological saline solution (NaCl, 9 g L-1).
For that, 1 mL of the first dilution was transferred to a second tube containing 9 mL of the saline
solution. This procedure was performed twelve successive times. Then, 0.1 mL from the
dilutions 8 to 12 were transferred to petri dishes with TSB medium (Oxoid, Hampshire, UK)

supplemented with 13% agar (method 3b).

The cultures were incubated aerobically to isolate facultative fermenters and other aerobic
microorganisms (Table 1). Direct isolation of the samples was also performed by directly

streaking the sample with a loop in plates with the same media (method 3a).
Community 4. Isolation of lactic acid bacteria

The sample was ten fold diluted in tubes with sterile physiological saline solution (NaCl, 9 g L'%),
as was previously explained. Then, 0.1 mL from the dilutions 6 to 11 were transferred to petri
dishes with MRS-agar (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA). The plates were then incubated in
a CO,-enriched atmosphere (Perna et al., 2013) using a steel cylinder container with a lit candle

at the top (Bhatia et al., 1989) (Table 1).

All media were sterilized using a standard-cycle autoclave (15 min, 1219C) before use. For the

four methods used, the incubations were carried out at 302C until growth was detected. The
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colonies presenting different morphologies were purified by re-streaking a single colony in
plates with the same medium used for the isolation incubated under the same atmosphere
conditions mentioned before. To confirm the purity of the isolates, liquid cultures obtained from

a single colony were observed under the microscopy using GRAM stain (Doetsch, 1981).
2.3 Characterization of the isolates using 16S rRNA gene sequence analysis

Approximately 6 mL of culture were centrifuged at 3,000 g and the DNA was extracted from 100
mg of wet biomass using the kit ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™ (Zymo Research, CA, USA).
16S rRNA gene amplification was performed using 27F and 1492R bacterial primers, as
previously described (Castellé et al., 2011). The PCR products were purified and sequenced using
the 27F primer at Macrogen Inc. (Seoul, Korea). 16S rRNA sequences obtained from individual
isolates were compared to other sequences deposited in the National Center for Biotechnology
Information (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) database using a nucleotide-BLAST search

(Edgar et al., 2010).
2.4 Production of hydrogen by the isolates

Hydrogen production was tested for all isolated strains. Liquid cultures were performed in 25
mL vials with 10 mL of PYG medium. The hydrogen production was determined by analyzing the
composition of the biogas in samples taken from the headspace at the end of the incubation.
Three hydrogen-producing strains from different genera were selected and their hydrogen yield
was determined using two different media (PYG and cheese whey diluted 1:1). These cultures
were performed in triplicate. The volume of the gas produced by the cultures was determined
by water displacement and the hydrogen concentration was determined by gas chromatography
as described below. Sugars were determined by the technique of Miller (DNS) in the liquid
samples at the beginning and at the end of the experiments (Miller et al., 1960). A standard
curve was performed using a solution of lactose. The hydrogen yield was determined as
MOlH2.MOlsygar reduced * that was consumed in each experiment. All the media were prepared under
anaerobic conditions, as previously described (Castellé et al.,, 2011), and sterilized using a
standard-cycle autoclave (15 min, 121 °C). All the incubations were performed at 30 °C without
agitation. Statistical analysis was made to determinate the significant differences among HY
values obtained for the cultures performed in the two media tested. ANOVA test was performed

using ANOVA One-was Analysis function of MS Excel.
2.5 Co-cultures with the different isolates

The co-culture studies were focused in evaluating the effect of Lactobacillus on the production
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of hydrogen by Megasphaera and by Clostridium. The interaction between the three strains and
the interaction between the two hydrogen-producing bacteria were also evaluated. The co-
cultures were performed in the following combinations: 1) Megasphaera sp. (PR2AD2) with
Lactobacillus sp. (M15), 2) Clostridium sp. (RT3) with Lactobacillus sp. (M15); 3) Lactobacillus sp.
(M15) with Clostridium sp. (RT3) and Megasphaera sp. (PR2AD2) and 4) Clostridium sp. (RT3)
with Megasphaera sp. (PR2AD2). The strains were initially grown in PYG liquid medium until the
exponential phase was reached. An aliquot of each culture was then taken and diluted to the
same optical density (OD). 0.3 mL of each culture with the same OD (0.1) was used for co-
inoculation. The OD was determined using a spectrophotometer (Erma Inc. Model AE-22). The
biogas volume was determined by water displacement and the composition of the gas was
determined by gas chromatography in samples taken from the head space. Sugars were
determined by the technique of Miller (DNS) in samples taken from the liquid medium at the
beginning and the end of the experiments (Miller et al.,, 1960). The hydrogen yield was
determined as previously described. All media were prepared under anaerobic conditions, as
was previously described (Castelld et al., 2011) and sterilized using a standard-cycle autoclave
(15 min, 121°C). All the incubations were performed at 30°C. A statistical analysis was performed
to determine the significant differences among HY values. One way ANOVA, Tukey’s pairwise

analysis was performed using PAST software (Hammer et al., 2001)

2.6 Chemical analysis

Hydrogen was determined in the biogas samples using gas chromatography (Chromatograph SRI
310C) equipped with a 6" Hayesep-D column (SRI Instruments, CA, USA) and a TCD detector. The

column temperature was set to 35°C.

2.7 DNA extraction and 16S rRNA gene pyrosequencing analysis

The same samples taken from the reactors and used for bacterial isolation were stored at -20°C
for molecular analysis. The biomass was separated by centrifugation at 12,000 g for 3 min and
DNA extraction was performed using the PowerSoil DNA Kit (Mo Bio Laboratories, Carlsbad, CA,
USA), as described by the supplier. DNA purity was verified using 0.8 % agarose gels stained with
Goodview (SBS Genetech, Beijing, China). DNA was then dehydrated using ethanol and sent to
the Institute for Agrobiology Rosario (INDEAR, Rosario, Argentina), where a pyrosequencing
analysis was performed using a Roche Genome Sequencer FLX Titanium system. The 16S rRNA
genes were amplified using the primer sets V3-357F and V5-923R (Sim et al., 2012) and
sequenced using a Roche Genome Sequencer FLX Titanium system. The raw sequences were

analyzed using the QIIME software (Caporaso et al., 2010). De novo chimera detection was
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performed with Usearch 6.1 software (Edgar, 2010). Denovo operational taxonomic units (OTUs)
were chosen and its taxonomy was assigned using the UClust tool on the basis of 97 % sequence
identity with Greengenes (http://greengenes.Ibl.gov/cgi-bin/nph-index.cgi) reference
sequences dataset. Sequence alighments were performed with PyNAST. The sequences were
submitted to the NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) under accession BioProject ID

PRINA347863.

2.8 Phylogenetic analysis

The 16S rRNA gene sequences from the isolates and the sequences from closely related
organisms, resulting from BLAST search comparison, were compiled and used to generate a
phylogenetic tree using MEGA version 5.1 (Tamura et al., 2011). Sequences from predominant
OTUs obtained in the pyrosequencing analysis were also included. Alignment files were
generated using ClustalW, a function within MEGA 5.1 (Tamura et al., 2011). A phylogenetic tree
was performed using the Neighborhood Joining test with 1,000 bootstrap replicates. Sequences
from the isolates were deposited to the NCBI database under accession numbers from KX131181

to KX131230.

3. Results

3.1 Strains isolated using the four methods

Fifty strains were isolated from the two reactor samples. 16S rRNA gene analysis showed that
most of their sequences had a high degree of homology with sequences from previously
described microorganisms (Table 2). In most of the cases, the sequences belonged to
microorganisms from genera with fermentative metabolism (Bifidobacterium, Clostridium,
Lactobacillus, Megasphaera, Propionibacterium, and Rahnella), indicating that fermentative

metabolism predominates in the reactors (Table 2).

The methods used successfully isolated the target group of microorganism. Strains classified
within the Clostridium genus were isolated using previous heat treatment of the sample
(method 1) and direct plating (method 2a) without heat treatment that were incubated under
anaerobic conditions. Non-spore-forming anaerobic microorganisms were not found using

method 1, indicating that the treatment successfully eliminated vegetative cells (Table 3).

With method 2 (PYG plates incubated under anaerobic conditions), a wide variety of
microorganisms were isolated and classified into six different genera. In particular, when using

dilution to extinction and subsequent isolation on plates, strains classified into Lactobacillus
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were frequently isolated. This indicates that Lactobacillus was favored under these conditions.

One strain (PR2AD2) classified within the Megasphaera genus was isolated only by direct

isolation on plates incubated under anaerobic conditions (method 2a) (Table 3).

Table 2. Identification of the isolates according to 16S rRNA gene analysis. The length of the sequences

were between 800 and 1000 bp. The closest relative according to BLAST search tool and the % of sequence

similarities are shown. The metabolisms of the species detected according to bibliography (Bergey’s et al.,

2009) are indicated. The numbers in brackets are the accession number of the sequences from the closest

relative according to BLAST in the NCBI database.

Closer relative according 1o suser

Strains Sample % sequence similarnity Metabalism

M1 1 Acetobacter indonesiensis A
99% (NR_028616.1)

PR4, PRE 2 Bifidobactenum psychraerophium F
999 (NR_029065.1)

Ma 1 Chryseobactenum bovis A
98% (NR_044166.1)

P14, RT1, RT2, RT3, RT4, RTT1, RTT2, RTT4, RTTS 1and 2 Costridivm tyrobutiricum F
99% (NR_044718.2)

P10, M2, M4, M, M10, M15, RST3, RST2, MR1, P16 1and 2 Lactobacilius casei F
98-100% (NR_075032.1)

M13 1 Lactobacilius fementum F
995 (NR_104927 1)

PR2, PRS, MRE, MRS 2 Lactobacilius harbinensis F
99% (NR_113969.1)

P12 2 Lactobacilius hilgardi F
98% (NR_044708 2)

P3, PE, P9 2 Lactobacilius kefranofaciens F
98-99% (MR_042441.1)

PRIAD 2 Lactobacilius kefii F
99% (NR_113336.1)

P2 2 Lactobacilius otakiensis F
99% (NR_041657.1)

M17 1 Lactobacilius parabuchen F
99% (NR_041294.1)

P7, M11 2 Lactobacillus parafaraginis F
99% (NR_041468.1)

MR4, MR7 2 Lactobacilius delbruecki F
99-100% (NR_043183.1, NR_113387.1)

PR2AD2 2 Megasphaera corevisiae F
99% (NR_044650.1)

M3, M7 1 Mioocoorus yunnanenss A
99% (NR_116578.1)

R3, RE 2 FPeoudockavibacter solf A
965 (NR_041614.1)

P4, PE 2 Fropionibacterium agws F
99% (NR_0T74675.1)

R2, R4, RS, RY 2 Rafnella aguatilis F

99% (MR_074921.1)

A, aerobic respiration; F, fermenter.

As expected, strains classified into genera from strict aerobic microorganisms, such as

Acetobacter, Micrococcus, and Chryseobacterium were only isolated using plates incubated

under aerobic conditions (method 3). A strain classified as belonging to the Pseudoclavibacter

genus was also isolated only by direct isolation and incubated under aerobic conditions (method
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3a). Additionally, one strain (R4) classified within the Rahnella genus from the

Enterobacteriaceae family could only be isolated using the aerobic plate approach (Table 3).

Using the strategy designed for lactic acid bacteria (method 4), it was possible to isolate strains
classified within nine different species of Lactobacillus. Strains affiliated with the species L.
delbrueckii, L. fermentun, and L. parabucheri were only isolated using method 4 and not using

other methods (data not shown).

Table 3. Genera of the isolates retrieved by the different methods applied for culture. Community 1:
spore-forming anaerobes; Community 2: non-spore-forming anaerobes; Community 3: aerobic and
facultative fermenters; Community 4: lactic acid bacteria. The method of isolation was also indicated (DI,

direct isolation; DE/RT, dilution to extinction and Roll Tube; P, spread on plates).

Isolation methods

1 2 3 4
@ (o (@ @ (b

Genus DE-RT DI P DE-RT DI P P
Acetobacter X
Bifidobacterium X
Chryseobacterium X X
Clostridium X X
Lactobacillus X X X X X
Megasphaera X
Micrococcus X
Pseudoclavibacter X
Propionibacterium X
Rahnella X X

3.2 Community analysis by 16S rRNA gene pyrosequencing

To determine if the isolates were representative members of the community that developed in
the reactor samples, the same samples used for isolation were analyzed using 16S rRNA gene
pyrosequencing. From the two samples analyzed, a total of 24,229 high quality reads were
obtained: 7,738 in sample 1 and 16,491 in sample 2. The reads were subsequently grouped into
operational taxonomic units (OTUs) based on 97% sequence similarity, obtaining a total of 224
OTUs. The classification at the genus level showed a prevalence of fermentative microorganisms
in both samples, with a high abundance of lactic acid bacteria, particularly in sample 1 (Table 4).

Sample 2 was more diverse than sample 1 and showed three genera from potential hydrogen-
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producer bacteria (Clostridium, Megasphaera, and Rahnella). An important abundance of the
Clostridium genus was detected in sample 2 (20.9%), while in sample 1, organisms from the
Lactobacillus genus were dominant (89.1%) (Table 4). Strains from most of the genera detected
in both samples were isolated using the methods applied, indicating a high coverage of the
community using the culture approach. The coverage of the culture methods was determined
using the sum of the relative abundance of the genera detected by both methods; these results
showed that for sample 1, 98.8% of the abundance was detected using both methods, while for

sample 2, 88.1% of the abundance was detected by culturing and molecular methods.

When the analysis was performed at the OTU level, a strong correlation between the
classification of the sequences from the most abundant OTUs and the sequences from the

isolates was also found (Table S1).

Table 4. Classification of the reads obtained by 16S rRNA gene pyrosequencing of the two reactor samples.
Only results from the reads with more than 0.1% relative abundance are shown, reads with lower
abundance are only shown in the cases of reads classified in genera observed by the culture approach.
The total coverage of isolation was determined as the sum of the relative abundance of genera detected

by both methods (isolation and pyrosequencing).

Relative abundance (%)

Phyylurm Family Genera Sample 1 Sample 2
Actinobacteria Bifidobacteriaceae Other 13 2.6
Actinobacteria Propionibacteriaceae Propionibacterium —~ 0-03
Actinobacteria Propionibacteriaceae Other -~ 0.05
Bacterioidetes Flavobacteriaceas Chryseobactedvim —~ 0.2
Firmicutes Clostridiaceae Clostridi 03 209
Firmicutes Lactobacillaceae 891 20-8
Firmicutes Lactobacillaceae 07 198
Firmicutes Streptococ@mea Lactococaus * 0.7 3.4
Firmicutes Viillonel Mogasphasra 000 0.3
Firmicutes Streptococcace as Streptocoocus® 54 3.2
Protecbacteria Acetobacteriaceae Acetobacter 13 104
Protecbacteria Enterchacteriaceas Other —~ 63
Protecbacteria Entercbacteriaceae Rahnalia 003 01
Total abundance detected by both methods 9848 881

“The genera lactococcus and Streptococcus wene not observed in the strains isolated.

3.3 Phylogenetic studies

For an in-depth comparison of the sequences retrieved from the pyrosequencing analysis and
the sequences from the isolates, four phylogenetic trees were constructed, which included
sequences from representative organisms deposited into the database (NCBI). The phylogenetic
trees showed that sequences from OTUs and from isolates cluster together and presented very

low phylogenetic distance between them (Fig. 1).

According to the phylogenetic analysis, isolates with the capacity to produce hydrogen
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presented sequences with high phylogenetic relationships to sequences from Clostridium
tyrobutyricum, Rahnella aquatilis, and Megasphaera cerevisiae. With respect to non-hydrogen-
producer bacteria, the sequences were related to the sequences from Acetobacter
indonesiensis, Bifidobacterium psychraerophilum, Chryseobacterium bovis, Micrococcus
yunnanensis, Propionibacterium acnes, and Pseudoclavibacter soli. The lactic acid bacteria
showed sequences closely positioned with sequences from Lactobacillus casei, L. fermentum, L.
harbinensis, L. hilgardii, L. kefiranofaciens, L. kefiri, L. otakiensis, L. parabucheri, and L.

parafarraginis (Fig. 1).

A)
QRTT5
e P14
ORTT4
@ RTT2
@ RTT1
ag| @RT4
ICEE
@RT2
QRT1
Clostridium tyrobutyricum ATCC 25755 |NR_044718.2|
{0 oTus2
QOotur24
100 Clostridium autoethanogenum DSM 10061 |NR_121758.1
_| Clostridium ljungdahlii DSM 13528 |[NR_074161.1|
Clostridium perfringens ATCC 13124 [NR_121697.1|
Bﬂ: Clostridium beijerinckii JOM 1390 |[NR_113388.1|
L Clostridium magnum DSM 2767 |[NR_119084.1|
Clostridium aciditolerans JW/YJL-B3 |NR_043557.1|
Clostridium carboxidivorans P7 |NR_104768.1|
— 98! Clostridium drakei FP INR_114863.1|
—— Megasphaera elsdenii DSM 20460 |NR 102980.1|
@ PR2AD2
% Megasphaera cerevisiae JCM 6129 |AB971803.1|
0O oTu3s
0 o1u180
L— Acidaminococcus fermentans VR4 [NR_037018.1|

99

93

P
0.1
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B)

®R2

0O 0TuU143

® R

®R5

®r7

Rahnella aquatlis DSM 4594 |NR_025337.1|

Rahnella aquatlis HX2 [INR_074921.1|

Serratia liquefaciens strain ATCC 27592 |NR_122057 .1|
Serratia liquefaciens strain ATCC 27592 |NR_122057.1|
Yersinia enterocolitica 8081 |NR_074308.1|

Yersinia wautersii strain 12-219N1|NR_134230.1|
Yersinia pestis strain KIM10+ |[NR_075053.2|

0O OTu46

18

|3

0O 0Tu105

— 0 0TU107
nBL—00oTU1s3

—— Klebsiella pneumoniae R-70 |NR_037084.1|

002

Ralstonia solanacearum GMI1000 |NR_074551.1|
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0

Bifidobacterium psychraerophilum T16 [INR_029065.1|

Bifidobacterium crudilacts FR62/6/3 [INR_115342.1|
@ rre

® PR4

100

100

O oT1u158
0O 0oTU39
100 | Bifidobacterium mongoliense YIT |[NR_041686.1|

74/ @ M7
100 | Micrococcus yunnanensis YIM 65004 |[NR_116578.1|

o M3

Pseudodavibacter soli KP02 |NR_041614.1|
®R3

0O oTué61

®R8

100 [ O oTu197
Propionibacterium freudenreichii CIRM-BIA1 [NR_102946.1|

gg 0 OTU47
Propionibacterium jensenii DSM 20535 [NR_042269.1|

% ®Frs

@
100
Propionibacterium acnes KPA171202 |NR_074675.1|
g3, 0 0TU219
Acelobacter lovaniensis JOM 17121 [NR_113551.1|

100 | — Acetobacter persici T-120 |AB906406.1|
M1
K. L
- O oTu31
Acetobacter indonesienss NBRC 16471 |[NR_113847.1|

M8
Chryseobacterium hominis NF802 [NR_042517.2)

0.05

100
Chryseobacterium bovis H9 [INR_044166.1|

OoTU6
Chryseobacterium molle DW3 |NR_042160.1|

Thermotoga maritma FJSS3-B.1|AJ401021.1|
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D) ~ 0 0TU196

Lactobacillus sunkai YIT 11161 |[NR_041656.1|
Lactobacillus parabuchneri DSM 5707 |NR_112755.1|
d Lactobacillus ofakiensis YIT 11163 |[NR_041657.1|
Lactobacillus kefiri strain JCM 5818 |AY579584.1|
dovi7er @i

Lactobagllus rapi YIT 11204 [NR_041659.1|

59 || Lactobacillus buchneri JCM 1115|NR_041293.1|

0O OTU156
®F7

3| | Lactobacillus hilgardii NBRC 15886 |NR_113817.1|
0 OTU53@ P12
Lactobacillus farraginis NRIC 0676 |AY579584.1|
® M4

SMIGM2OMI5@®MIO
Lactobacillus casei LC3 |AY675252.1|
Lactobacillus paracasei NBRC 15906 |[NR_113823.1|
100 | Lactobacillus zeae RIA 482 [INR_037122.1|

OOTU76 @ MR1@ P10 @ P16 @ RST2@ RST3

oM13
974100'

Lactobacllus fermentum NBRC 15885 [NR_113335.1|
\— Lactobaallus ingluviei KR3 [NR_028810.1|
Lactobacillus perolens |NR_029360.1|
O oTu14
Lactobacllus harbinenss NBRC 100982 [NR_113969.1|
100 a8 ® MR6 @ MRS
64|00 OTU45
@ FPR2 @FR5
Lactobacillus paralimentanus 203 |AY681134.1|
- unﬂ.PS.PQ.PBDOTUSZ
Lactobacillus kefiranofaciens ZW3 INC 015602.1|
Lactobacllus delbrueckii subsp. sunki strain YIT 11221 |NR_113387.1|
@ MR7 O OTU63
93 | Lactobacllus delbrueckii BCRC 12195 |NR_043183.1|
& 4O MRIOOTUO
Staphylococcus aureus JH1 |[NR_074925.1|

YR
taaooaallus parafarraginis NRIC 0677 |NR_041468.1|
58

97

002

Figure 1. Phylogenetic tree illustrating the evolutionary position of the 16S rRNA gene sequence from the
isolates (black circle) and OTU sequences retrieved from pyrosequencing (white square). Bootstrap values
(1000 replicates) above 50 % are shown at the nodes. The Neighbor-Joining tree was constructed using
500-bp length sequences. Sequences retrieved from the NCBI database were included (the accession
numbers are included). The scale bar represents five nucleotide substitutions per 100 nucleotides. A)

Phylogenetic tree illustrating the evolutionary position of the 16S rRNA gene sequence from the isolates
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with capacity to produce hydrogen from Firmicutes phylum and OTUs sequences retrieve from
pyrosequencing. Acidaminococcus fermentans VR4 (NR_037018.1) was used as the out-group. B)
Phylogenetic tree illustrating the evolutionary position of the 16S rRNA gene sequences from strains with
hydrogen-producing capacity from Enterobacteriaceae family and OTUs sequences retrieved from
pyrosequencing. Ralstonia solanacearum GMI1000 (NR_07455.1) was used as an out-group. C)
Phylogenetic tree illustrating the evolutionary position of the 16S rRNA gene sequences from strains with
no capacity to produce hydrogen and OTUs sequences retrieved from pyrosequencing. Thermotoga
maritima FJSS3-B.7 (AJ401021.1) was used as an out-group. D) Phylogenetic tree illustrating the
evolutionary position of different isolated Lactobacillus based on 16S rRNA sequencing and OTUs
sequences retrieved from pyrosequencing. Staphylococcus aureus JH1 (NR_074925.1) was used as an out-

group.
3.4 Hydrogen production by the isolates

Fourteen strains classified as Clostridium, Megasphaera, and Ranhella produce hydrogen during
fermentation. One representative strain from each genus with the capacity to produce hydrogen
was selected and the hydrogen yield was determined in a rich medium (PYG) and in diluted
cheese whey (Fig. 2). According to statistical analysis, the hydrogen yields obtained in the two
different media were different for the Clostridium sp. and Rahnella sp. strains. Strain RT3
characterized as Clostridium sp. showed a higher hydrogen yield (HY=2.4 molesy, mole™sgar
reduced) iN PYG medium compared to the yield obtained using cheese whey (HY=0.5 molesy; mole”
Liugar reduced). However, the strain R4 characterized as Ranhella sp. presented a higher yield when
the cheese whey was used as a substrate (HY= 1.2 molesu; moleLsygar reduced) cOMpared with PYG
(HY= 1.0 molesp, moletsgar reduced) (Fig. 2). However, strain PR2AD2 that was classified as

Megasphaera sp. showed a similar performance using both substrates.
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Figure 2. Hydrogen yield obtained in pure culture from hydrogen-producing strains classified as
Clostridium sp. (strain RT3), Megaphaera sp. (strain PR2AD2), and Ranhella sp. (strain R4). The trials were
performed in PYG ( black) and a medium compose by cheese whey diluted 1:1 (stripes). The experiments
were performed in triplicates, the average value is shown, and the standard deviation for the triplicate
experiments is indicated by bars. Initial concentration of the reducing sugars was 19.2 g L-1 in cheese whey
and 10 g L-1 in PYG. Values marked with different latter differ significantly (p < 0.05) according to ANOVA

statistical analysis.
3.5 Interaction between the different strains studied using co-culture experiments

Organisms from the Lactobacillus and Clostridium genera dominate the microbial community in
sample 2. To test the interaction between these two microorganisms, co-culture experiments
were performed. The Lactobacillus sp. strain M15 completely inhibited hydrogen production by
the Clostridium sp. strain RT3 (Fig. 3). However, when the Megasphaera sp. strain PR2AD2 was
incorporated into the co-culture, inhibition was not complete and hydrogen production was
observed. Statistically significant differences were observed between the yields obtained in the
co-culture experiments compared to the monoculture experiments, except for the co-culture
performed with the two hydrogen-producing strains (Clostridium sp. strain RT3 and
Megasphaera sp. strain PR2AD2). The yield obtained for the co-culture of the three strains
(HY=0.48 molxz MOlreducing sugars -) Was 79 % lower than the mean yield obtained for the Clostridium
strain monoculture, and it was 35% lower than the yield obtained for the Megasphaera strain.

The inhibition effect of the Lactobacillus sp. strain M15 was not complete for hydrogen
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production by the Megasphaera sp. strain PR2AD2. A reduction of 46 % was observed compared

to the monoculture.
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Figure 3. Hydrogen yield obtained from co-culture experiments using different combinations of hydro-gen-
producer strains belonging to Clostridium sp. (RT3), Megasphaera sp. (PR2AD2), and the non-hydrogen-
producer strain Lactobacillus sp. (M15). The trial was performed in PYG medium. The experiments were
performed in triplicate, the average value is shown by the bars, and the standard deviation for the triplicate
experiments is indicated. Initial concentration of glucose was 10 g L-1 in PYG. Values marked with the same

latter do not differ significantly according to Turkey’s pairwise comparison.
4. Discussion
4.1 Coverage of the culture methods

Microorganisms present in low and high abundance according to pyrosequencing analysis were
isolated, indicating a wide range of coverage using the isolation techniques. Although it has been
frequently reported that most microorganisms from nature remain uncultured (Ward et al.,
1990), we showed here that in the samples tested from the hydrogen-producing reactor, most
microorganisms present could be isolated. This is probably because of the special characteristics

of this kind of ecosystem. The high restrictions imposed on these reactors (low pH, high organic
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loading rate (OLR), low HRT) select microbial communities with a low diversity and a high
abundance of a particular genus (Etchebehere et al., 2016). Moreover, the microorganisms
present in these ecosystems are mainly fermenters, which are easily cultured in the lab if the
appropriate conditions are applied. A similar result was obtained by Liu et al. (2016), who
analyzed samples from Chinese traditional sourdough. The authors studied the microbial
composition of different sourdough samples and found a high predominance of some
Lactobacillus species in the samples, using both culturing and pyrosequencing methods. This
ecosystem is also an example of a high acidic environment with a predominance of fermentative
microorganisms. A high correlation was also obtained by Delgado et al. (2013) who studied the
microbial composition of different raw milk samples. The samples were also dominated by lactic
bacteria and most of them were cultured in the laboratory. Thus, it can be concluded that the
microbial composition of communities dominated by fermentative microorganisms can be
covered by traditional culturing methods. However, the role of microorganisms that were not

retrieved by the isolation methods remains unknown.

The four methods applied in this research were successful in retrieving the target
microorganisms. Three different isolation methods were used (dilution to extinction and
isolation in RT, dilutions and plating, and direct isolation by directly streaking the sample in a
plate). Among these, the method of isolation by direct streaking of the sample onto plates and
incubating them under anaerobic and aerobic conditions showed higher coverage compared
with the other isolation methods. This result is convenient because these are simple and rapid
isolation methods that can be performed in any microbiology laboratory with no special

anaerobic requirements; commercial anaerobic bags can be used for the anaerobic incubation.

Strains classified within the genus Clostridium were isolated using a previous heat treatment of
the sample or by direct isolation on anaerobic plates. This confirms the effect of the heat
treatment favoring the growth of spore-forming microorganisms that eliminate other competing

microorganisms.

Only one isolate was classified within the genus Megasphaera (strain PR2AD2) within the family
Veillonelaceae, and this strain was only isolated by direct isolation on plates with PYG medium
and incubation under anaerobic conditions. This strain might not compete in liquid culture
media because of its slow growth rate (Russell and Dombrowski, 1980) and low abundance in

the community.

Only organisms classified within the Lactobacillus genus were isolated in the strategy used for

lactic acid bacteria (MRS media incubated in an enriched CO, atmosphere), confirming the
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selectivity of the culture procedure. Lactic acid bacteria were mostly isolated from sample 1,
which was taken during low hydrogen production, and it presented a high abundance of

members from this genus, according to the pyrosequencing results.

Based on these results, a work scheme is proposed to isolate the predominant microorganisms
from hydrogen-producing reactors in Figure 4. Using these four simple isolation methods, a high
proportion of the communities could be retrieved. The isolates could be used to construct
artificial consortia and to study the physiological role of the different microorganisms in the

reactors.
= —
/

Figure 4. Work scheme to isolate predominant microorganisms in hydrogen producing reactors.

Reactor sample

4.2 Comparison of sequences from isolates and from pyrosequencing analysis

A high similarity was observed between sequences retrieved from isolates and sequences from
the pyrosequencing analysis. The phylogenetic trees confirm that the sequences from OTUs and
isolates cluster together, and they show a low phylogenetic distance between them in most
cases (Fig. 1). This confirms that the isolation methods retrieved most of the abundance present
in the communities. However, there were some disagreements within both methods, as follows:
sequences from isolates and OTUs clustered together in the phylogenetic tree but they were not

closely related; sequences from isolates were not found in the pyrosequencing analysis; and
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some sequences retrieved by pyrosequencing were not related to any sequence from the

isolates.

The sequences from OTUs 105, 107, 153, and 43 were classified within the Rahnella genus
according to QIIME software analysis, but in the phylogenetic tree, these sequences were closely
related to sequences from other genera from the Enterobacteriaceae family (Fig. 1B). Members
from the Enterobacteriaceae family were reported to show high homology in the 16S rRNA gene
sequence, and thus, it is not possible to differentiate between the different genera using this
gene (Drancourt et al., 2001). A similar result was obtained for the sequences classified within
the Propionibacterium genus, and it was not possible to find a close relationship between the
sequences from the isolates and from the OTUs (OTU 47 and OTU 197). This disagreement could
be because of the problems with classification using sequences with short lengths that are
retrieved using the pyrosequencing method, and because of the high similarity within the

sequences from the group (Liu et al., 2016).

Sequences from the isolate M13 (which showed 99% sequence homology with Lactobacillus
fermentum) were not closely related to any sequence retrieved in the pyrosequencing analysis
(Fig 1D). A similar result was obtained by Liu et al. (2016). The authors found some isolates that
were not observed in the pyrosequencing analysis. The authors had two explanations for these
results: 1) the species may exist in the samples at a very low number and thus not enough DNA
was extracted for pyrosequencing; and 2) pyrosequencing analysis may not be able to
distinguish certain species from their close relatives with a limited length of DNA sequences.
Two strains isolated from sample 2 were characterized within the genus Micrococcus and no
sequences from this genus were retrieved in the pyrosequence analysis. Micrococcus is
frequently found in air and skin (Bergey et al., 2009), so it was not possible to discount

contamination of the plates by this microorganism.

Organisms from the Lactococcus and Streptococcus genera were present in a relative abundance
of 5.4% and 3.4%, respectively, according to the pyrosequencing analysis, but no representative
of these genera were detected using the culture approach. These microorganisms are usually
used as starters in cheese production (Beresford et al., 2001). It was previously reported that S.
thermophilus was inhibited by some strains of Lactobacillus delbrueckii and that Lactococcus
lactis was also weakly inhibited by this strain (Viderola et al., 2000). S. thermophilus has an
optimum growth temperature between 35°C and 42°C (Radke-Mitchell and Sandine, 1986),
which is above the incubation temperature used in our study (30°C). Thus, these two strains

could be either inhibited by other strains in the media used for isolation, or the incubation
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temperature did not favor their growth.

The other microorganisms that were not isolated using culture-based methods had a low
proportion in the 16S rRNA gene pyrosequencing analysis. Because of their low abundance, it is
likely that these microorganisms did not compete with the predominant microorganism in the
culture medium used. Moreover, the molecular approach based on DNA was not indicative of
viable cells. Because of the persistence of DNA in the environment after cells had lost their
viability, DNA-based detection methods cannot differentiate between live and dead

microorganisms (Nocker et al., 2006).
4.3 Physiological role of the microorganism observed in the reactor samples

The microbial composition of the communities observed using both techniques was in
agreement with the expected results, according to the performance of the reactor at the time
of sampling. A higher abundance of the genera Clostridium and Megasphaera was observed in
the sample taken from the reactor during high hydrogen production, whereas high prevalence
of Lactobacillus and low dominance of hydrogen-producing microorganisms were observed in
the sample taken when no hydrogen was produced. The presence of Lactobacillus was
frequently reported in hydrogen-producing bioreactors fed with cheese whey (Castello et al.,
2009; Carrillo-Reyes et al., 2014; Gomes et al., 2015). This microorganism is part of the cheese
whey microbiota and it persisted under the operating conditions used for hydrogen production
(Gomes et al., 2015). However, the role of lactic acid bacteria in hydrogen-producing reactors is
controversial because it was found that the relative abundance of Lactobacillus was high in
samples with low and high hydrogen production (Etchebehere et al., 2016). We also observed
the presence of organisms from the Veillonelaceae family from the Megasphaera genus. This
organism was reported to consume organic acid and produce small amounts of hydrogen, and
it increases hydrogen production after sugar consumption (Won et al., 2013). Moreover, we
demonstrate here that the presence of this microorganism partially prevents the inhibition of
lactic acid bacteria when hydrogen is produced by Clostridium. Thus, this microorganism may
play a key role in hydrogen-producing reactors. The relative abundance of this microorganism
was higher in sample 2, where the hydrogen yield production was also higher, but in both

samples, the abundance was low.

An advantage of using the culturing approach is the possibility of studying the physiological
capabilities of the isolates using raw substrates. Thus, three hydrogen-producing strains
belonging to different genera (Clostridium, Megasphaera, and Rahnella) were selected and their

hydrogen yields were determined using two different media. Different behavior was observed

77



for the three strains. When using a rich medium with glucose as a substrate (PYG), higher yields
were obtained for the strains classified as Clostridium (strain RT3), but when cheese whey was
used as the substrate, higher yields corresponded to the strain classified as Rahnella (strain R4).
The potential for hydrogen production by Rahnella aquatilis using cheese whey was also
reported by Debowski et al. (2014). They analyzed the biogas production in a solution of cheese
whey powder using different isolated strains and reported the highest hydrogen production by

the strain identified as Rahnella aquatilis (Debowski et al. 2014).

Strain PR2AD2, classified as Megasphaera, presented similar hydrogen production in both
media, indicating that this organism may have an important role in hydrogen production in the
reactor fed with cheese whey. A high hydrogen yield from a Megasphaera isolate was also
observed by Ohnishi et al. (2010). Organisms from this genus have been reported in previous
research performed by our group (Castelld et al., 2009) using a 16S rRNA gene cloning library,
and it has been also isolated from other hydrogen-producing reactors (Chien et al., 2004). The
presence of these organisms could contribute to the stability of the process and may also be

responsible for the low yield detected in some reactors (Etchebehere et al., 2016).

Other organisms that are unable to produce hydrogen were also detected in both samples taken
from the reactor. These microorganisms may compete for the substrate, reducing the efficiency
of the process. However, their presence could also have a positive effect, helping the growth in
the hydrogen-producing reactors. According to Hung et al., Bifidobacterium sp. breaks down
starch into small molecules first and the simplified organic compounds could be used by

Clostridium species for hydrogen production (Hung et al., 2011).

Strains isolated only under aerobic conditions were classified into the genera Acetobacter,
Micrococcus, Chryseobacterium, and Pseudoclavibacter. Among these, Acetobacter and
Chryseobacterium were previously reported in hydrogen-producing reactors (Chang et al., 2008;

Castelld et al., 2011).

4.4 Interaction between the different strains

Another advantage of the isolation techniques is the possibility to use the isolates in an
artificially constructed inoculum. To determine the possible interaction between the
Lactobacillus and Clostridium strains, co-cultures were performed. The results indicate that
Lactobacillus sp. strain M15 completely inhibited hydrogen production by Clostridium sp. strain
RT3. However, when the Megasphaera sp. strain PR2AD2 was incorporated, the inhibition was

not complete and hydrogen production was detected. Onishi et al. (2010) reported a high
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production of hydrogen in a reactor with a co-dominance of Lactobacillus and Megasphaera.
The authors explained that the lactic acid produced by the Lactobacillus strain was likely
consumed by the Megasphaera strain, improving hydrogen production. These results will allow
progress in the synthesis of defined inocula for stable hydrogen production using industrial

effluents.

Currently, although a culture-dependent method would not be practical to use in the analysis of
the microbial communities’ compositions, it is a useful tool for understanding the different roles
of microorganism in bioreactors. Moreover, the isolates can be used to construct artificial
consortia to inoculate reactors. Ueno et al. highlighted the importance of co-cultures in
obtaining hydrogen gas with high efficiency (Ueno et al., 2001). Thus, physiological studies of
hydrogen-producing microorganisms are important for the development of a stable process for

hydrogen production by anaerobic microflora.

This work shows the high culturability of the microbial communities from hydrogen-producing
bioreactors. The methods used successfully isolated the predominant microorganisms in this
ecosystem. More than 88% of the abundance detected using the pyrosequencing analysis was
represented in the isolates. It was possible to capture a high proportion of the diversity using
the method of direct isolation in PYG agar plates incubated under anaerobic and aerobic
conditions. These are simple methods that can be applied in any microbiology laboratory. Based
on the results obtained, a work scheme was proposed to isolate the predominant
microorganism from hydrogen-producing reactors (Fig 4). The tests performed with the isolates
demonstrated that although the isolate from the Clostridium genus presents the highest yield in
PYG, isolates belonging to the Rahnella and Megasphaera genera might be more important
when using cheese whey as substrate. The inclusion of Megasphaera in the consortium partially
avoids the inhibition of Clostridium by lactic acid bacteria. These isolates could be further used
to design artificial consortia to improve hydrogen production. This consortium could reduce COD

and consequently the pollutant capacity of the waste.
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SUPPORTING INFORMATION

Table S1. Classification of representative sequences of the OTUs and comparison of the results

obtained in the same samples by culturing

Sample in which strains

OTU code No. of reads Classification of the OTU :iI::i‘Iarit:ig\:‘lith Stilui;:s
Sample 1 Sample 2 sequence were isolated

OTU O 29 2932 Lactobacillus delbrueckii 2

OoTU 6 1 23 Chryseobacterium sp. 1

OTU 14 0 26 Lactobacillus harbinensis sp. 2

OTU 31 0 132 Acetobacter sp. 1

OTU 38 0 14 Megasphaera sp. 2

OTU 39 73 105 Bifidobacteriaceae 2

OTU 45 43 3220 Lactobacillales land2
OTU 46 0 595 Enterobacteriaceae 2

OTU 47 0 3 Propionibacterium sp 1

OTU 52 6051 23 Lactobacillus kefiranofaciens 2

OTU 53 523 26 Lactobacillus hilgardii 2

OTU 61 0 3 Pseudoclavibacter soli 2

OTU 62 7 231 Clostridium tyrobutiricum land2
OTU 63 4 125 Lactobacillus delbrueckii 2

OTU 76 22 157 Lactobacillus sp. land?2
OTU 105 2 3 Rahnella aquatilis 2

OTU 107 0 1 Rahnella aquatilis 2

OTU 124 10 2931 Clostridium tyrobutiricum land?2
OTU 143 0 2 Rahnella aquatilis 2

OTU 153 0 9 Rahnella aquatilis 2

OTU 156 23 1 Lactobacillus sp. land?2
OTU 158 0 289 Bifidobacteriaceae 2

OTU 180 0 37 Megasphaera sp. 2

OTU 196 41 3 Lactobacillus sp. land?2
OTU 197 0 5 Propionibacteriaceae 1

OTU 219 102 1575 Acetobacter sp. 1
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Trabajo 2. Knowing the enemy: homoacetogens in hydrogen production reactors

Objetivos especificos abarcados en este capitulo

En el siguiente trabajo titulado se presentan los resultados para cumplir el objetivo especifico 4.
Se estudié la comunidad homoacetogénica de 19 reactores de produccién de H; operados en
Chile, México y Uruguay. Es un trabajo en colaboracién realizado en el marco de la Red
Latinoamericana de Hidrégeno. Se abordan varias técnicas para el estudio de estos
microorganismos como la secuenciacidon masiva y gPCR del gen funcional de fthfs. También se
aplica la gPCR del gen hydA para cuantificar la poblacién de microorganismos productores de
hidrégeno. Con los datos obtenidos se realizaron comparaciones con los parametros
opreacionales de los reactores. En el siguiente articulo se detallan los materiales y métodos,
resultado, discusion y conclusidn de los resultados obtenidos. Asimismo, en el Anexo 1 se detalla

la puesta a punto de la técnica de qPCR para la amplificacion del gen de la fthfs.

Contribucion del autor de la tesis

La contribucién del autor en este trabajo fue la puesta a punto de los métodos de gPCR y
secuenciaciéon masiva del gen fthfs y la aplicacion de estos métodos a las muestras de los
reactores. Los co-autores de Uruguay (Lucia Braga, Elena Castelld), y de Chile (Alejandra Vesga,
Estela Tapia-Venegas) operaron los reactores proporcionando las muestras y los datos de los
reactores de Uruguay y Chile. Los co-autores de México (Dr. Rodolfo Palomo-Briones, José de
Jeslis Montoya-Rosales y Elias Razo-Flores) proporcionaron las muestras de los reactores de
México y ademas realizaron los estudios estadisticos de los datos. El trabajo fue dirigido por la
Dra. Etchebehere. El manuscrito fue escrito por la autora en el marco de esta Tesis bajo la
supervisién de la Dra. Etchebehere y con la colaboracidn de los co-autores de México. El trabajo

esta en proceso de correccidn por los co-autores para ser enviado a publicar.
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Abstract

Hydrogen (H;) production through dark fermentation has been largely referred as a potential
alternative for the replacement of fossil fuels. Nevertheless, it has been reported that the
efficiency of the process is limited by the presence of detrimental metabolisms such as
homoacetogenesis, where H, and CO; are consumed to form acetate. In this work, the gene
encoding for the formyltetrahydrofolate synthetase (fthfs) was used to investigate the diversity
of homoacetogens as well as their phylogenetic relationships through quantitative- PCR and
next-generation amplicon sequencing. A total of 70 samples from 19 different H,-producing
bioreactors with different configurations and operating conditions were analyzed. The
abundance of the fthfs and hydrogenase (hyd) genes was dependent on the type of substrate,
being systems fed with glycerol the highest number of fthfs gene copies. Massive sequencing
reveled homoacetogens diversity was quite low across all samples investigated. In systems fed
with glucose Acetobacterium woodii was predominant. Systems fed with cheese whey powder
resulted in the codominance of Blautia coccoides and unclassified species within
Sporoanaerobacer. In systems fed with glycerol Eubacterium limosum and Selenomonas sp.
were dominant. Two phenomena around homoacetogenesis can be mentioned 1) a metabolic
change in the same group of microorganisms or 2) a change in the microbial community in which
a homoacetogenic microorganism could displace a H2-producing microorganism. These
population dynamics were influenced by the inoculum used, the substrate and the operating
conditions. fthfs gene would be a good marker to detect homoacetogenesis in an H2- producing

reactors.

Keywords: Biohydrogen, Homoacetogenesis, Formyltetrahydrofolate synthetase, quantitative-

PCR, amplicon sequencing.
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1. Introduction

H, is considered as the best option for clean and sustainable energy (Acar, and Dincer, 2019). H,
can be produced through dark fermentation which is carried out by anaerobic microorganisms
that consume organic matter to produce H,, CO; and short chain carboxylic acids (e.g. acetate
and butyrate). Nevertheless, H; yields and productivities are hindered by the persistence of
metabolic pathways that either compete for the substrate or consume H; produced, including

methanogenesis, lactic acid fermentation, and homoacetogenesis (Castell6 et al., 2020).

Homoacetogenesis is a biological process where H, and CO, are consumed to form acetate

through the Wood-Ljungdahl pathway (WLP) according to equation 1 (Drake et al. 2008):
4H,+2HCO; + H" » CH;C00~ + H,0 (AG® = —104k])) (1)

In recent years, homoacetogens have been identified as the main concern in H,-producing
systems. Different studies have estimated that they account for 27-57 % of total acetate
observed (Arooj et al., 2008b; Luo et al., 2010). Different approaches have been followed in
order to reduce the effects of homoacetogenesis in H, production, including the operation at
thermophilic temperatures, the decrease of dissolved H, concentration, and alkaline
fermentation. It has been reported that the homoacetogenesis presents product inhibition by
the accumulation of acetate (Dinamarca et al., 2011). The operating temperature of the reactor
influences the kinetics of the processes involved and the solubility of gases. At higher
temperatures, the solubility of gases is lower thus decreasing the availability of H, for
homoacetogenic bacteria but, on the other hand, the reaction will be faster so there are two
competing phenomena (Saady, 2013). Wan et al., (2016) reported that, thermophilic, anaerobic
alkaline fermentation (55 °C and pH 10), for the long term could inhibit of homoacetogenesis
and increase the H, production from waste activated sludge (Wan et al., 2016). In a study carried
out by Buitrén et al., 2019, it was observed that homoacetogenic activity could be reduced
through headspace recirculation at gas upflow velocities higher than 17.8md-1 with a
drecreased of 70% in hydrogen consumption by homoacetogenesis in a CSTR reactor fed with
winery effluents (Buitron et al., 2019). The main difficulty in controlling homoacetogenesis is
that, unlike the methanogens, many of the homoacetogenic microorganisms are H, producers
and some of them are sporulated and can resist heat treatments and extreme pH conditions

(Buitrén et al., 2019).

Although the importance of homoacetogenesis in hydrogen producing process by dark

fermentation, little is known about the microorganisms involved. Therefore, a better
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characterization of homoacetogens and their role in H, producing systems is required. 16S rRNA-
based methods have been successfully used to characterize microbial communities in H;
production (Carrillo-Reyes et al., 2014; Etchebehere et al., 2016; Fuentes et al., 2018). However,
the use of the 16S rRNA gene to characterize homoacetogens is not the best alternative due that
homoacetogens do not form a mono-phylogenetic group. They are a functional group spread in
different genera and families. Therefore, identifying and targeting specific genes among
homoacetogens is necessary. In this regard, certain genes encoding WLP enzymes, such as
formyltetrahydrofolate synthetase (FTHFS), have been identified as potential markers for
homoacetogens (Henderson, 2010). The FTHFS enzyme catalyzes the ATP-dependent activation

of formate in the acetyl-CoA pathway of acetogenesis (Lovell et al., 1990).

Different set of primers have been previously used for the study of homoacetogens (Leaphart
and Lovell (2001) Xu et al. (2009)) designed and tested primers for PCR amplification of the fthfs
gene achieving a considerable potential for environmental applications. These primers can be
used for homoacetogens quantification using gPCR. However, the simple use of gPCR is not

enough for characterizing the composition of homoacetogens in dark fermentation.

Massive parallel sequencing allows the study the microbial community by using one or a few
phylogenetic marker genes being a cost-effective culture-independent method. The most
commonly used phylogenetic marker is 16S rRNA gene (Kulski, 2016). However, it could be also
used specific gene markers such as fthfs gene. To date only Sight et al., (2020) have reported
high-throughput sequencing fthfs gene to determine homoacetogenic community structure in

an anaerobic methanogenic digester treating food waste.

The aim of this work was to evaluate the prevalence and taxonomic composition of
homoacetogens in H,-producing reactors fed with different substrates and operated at different
conditions. In the frame of the Latin America Biohydrogen Network, samples were taken from
lab scale reactors operated in different laboratories from Mexico, Chile and Uruguay. qPCR and
massive parallel sequencing of the fthfs gene amplicons were used. The novel use of both
techniques together allowed us to better understand the behavior of homoacetogenesis in dark
fermentative systems. A link between the microbial composition and operational data was
performed in order to determine the conditions that favored the homoacetogenesis in H»-

producing reactors.
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2. Material and methods

2.1 Selection of H2-producing reactors: experimental conditions and monitoring

General description of samples collected. To evaluate the prevalence of homoacetogenesis in
H,-producing reactors and its relationships with operating conditions and H, production
performance, a total of 70 samples from 19 H,-producing continuous reactors operated in
laboratories in Chile, Mexico and Uruguay were used. The complete list of systems, as well as
their operation conditions and performance, is shown in Table 1. For identification purposes, a
specific ID was assigned to each of the samples under study; the ID includes information about
the country where the system was operated as well as the consecutive number of reactors and

sample.

The reactors were fed with agave enzymatic hydrolysates of lignocellulosic biomass (4 reactors,
28 samples), cheese whey (1 reactor, 10 samples), glucose (3 reactors, 15 samples) and glycerol
(11 reactors, 17 samples). The experimental conditions of the reactors used in our study will be

briefly explained in the following paragraphs.

Experiment 1-Different reactor configuration (TBR and CSTR) using enzymatic hydrolysates of

agave bagasse

Reactors fed with hydrolysates. Reactors MX-R1 to MX-R4 were fed with enzymatic hydrolysates

of agave bagasse at organic loading rate (OLR) ranging from 43 to 100 g COD/L-d.

TBR fed with hydrolysates. The reactor MX-R1 was a trickling-bed reactor (TBR) fed with
hydrolysates prepared with the commercial enzyme Stonezyme, where H, production is driven
by biofilms rather than suspended cultures as it occurs in CSTR. The operating conditions were
identical to mesophilic CSTR systems fed with hydrolysates, with pH, temperature and hydraulic
retention time (HRT) automatically controlled at 5.9, 37 °C and 6 h, respectively. The experiment
was carried out with the aim of evaluate the production of H, in a fixed biomass reactor and

compare its results with CSTR systems.

Mesophilic CSTR fed with hydrolysates. MX-R2 and MX-R4 were continuous stirred-tank reactor
(CSTR) systems fed with hydrolysates prepared with commercial enzymes, Cellulase 50XL
(ENZIQUIM, Ciudad de Mexico, Mexico) and Stonezyme (Banner Quimica S.A de C.V., Estado de
Mexico, Mexico) (Montoya-Rosales et al. 2019; Valencia-Ojeda et al. 2020). These reactors were
operated with pH, temperature and hydraulic retention time (HRT) automatically controlled at

5.9, 37 °C and 6 h, respectively. The aim of these studies was to evaluate different types of
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enzymatic agave bagasse hydrolysates in the production of H; in a suspended biomass reactor.

Thermophilic CSTR fed with hydrolysates. The reactor MX-R3 was a CSTR fed with hydrolysates
prepared with Celluclast 1.5 L-Viscozyme (Novozymes, Bagsvaerd, Denmark) at OLR of 5-46 g
COD/L-d. This system was operated at thermophilic conditions (55 2C), pH of 5.5 and HRT values
in the range of 15 to 63 h (Montiel-Corona et al., 2020). The aim of this investigation was to
evaluate two types of inoculum and their effect on the thermophilic H; production and microbial
communities; however, in the present research we considered only the system inoculated with

thermophilic origin inoculum.
Experiment 2. H, production system with biomass recycling

Reactor fed with cheese whey. The reactor with ID:MX-R5 was CSTR with intermittent biomass
recycling (Montoya-Rosales et al. 2020). It was fed with cheese whey powder at OLR of 191-220
g COD/L-d. HRT, temperature and pH were automatically controlled at 6 h, 37 °C and 5.9,
respectively. In brief, the operation of this reactor consisted in intercalated stages where
biomass was either at basal concentrations or “increased” concentrations by means of biomass
recycling. This study aimed to evaluate a novel strategy for controlling the biomass

concentration and its relationship with H,-producing performance.
Experiment 3. Effect of HRT using glucose as substrate

Description of reactors fed with glucose. Samples identified as UY-R1, UY-R2, and UY-R3, were
obtained from a CSTR (3 L working volume) fed with glucose at an OLR of 30 g COD/L-d. These
were operated at HRT values of 6 h (UY-R2), 10 h (UY-R1) and 24 h (UY-R3). Each reactor was
operated at least 20 HRT (e.g. 120 h at HRT of 6 h). The aim of this experiment was to evaluate
the impact of HRT on H; production performance and metabolic pathways. Details are found in

supplementary material.
Experiment 4- Effect of HRT and pH using glycerol

Description of reactors fed with glycerol. Samples identified as CL-R1 to CL-R5 were obtained
from eleven CSTR (2 L working volume at 37 °C) systems fed with glycerol at OLR of 24-37 g
COD/L-d, pH of 5.5-6.5, and HRT values of 8, 10 and 12 h (Silva-lllanes et al., 2017). Operation

details are in supplementary material.
Experiment 5- Effect of ORP control

Description of reactors fed with glycerol. Samples CL-R6 to CL-R11 were taken from a CSTR
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operated at different oxidation-reduction potential (ORP). Two chemical products (oxidant
reagents) were used to modify and control the ORP value: potassium ferricyanide (Ks[Fe(CN)g])
(samples CL R6-R8) and hydrogen peroxide (H,0,) (samples CL R9-R11). Three different ranges
were investigated: -480 to -500 mV (CL R6, CL R9), -505 to -525 mV (CL R7, CL R10) and -530 to -

550 mV (CL R8, CL R11). Details are found in supplementary material.

2.2 Source of inoculum in systems under study

Mesophilic systems fed with cheese whey powder and hydrolysates of agave bagasse (MX-R1,
MX-R2, MX-R4 and MX-R5) were all inoculated with heat-treated anaerobic sludge obtained
from a full-scale upflow anaerobic sludge blanket (UASB) reactor treating tequila vinasses (Casa
Herradura, Mexico). The thermophilic system fed with lignocellulose hydrolysate (MX-R3) was
inoculated with a thermophilic-origin inoculum (TOI) from an anaerobic thermophilic reactor (55
°C) used for the digestion of purge sludge of an aerobic wastewater treatment plant (Querétaro,

México).

Systems fed with glucose (UY reactors) were inoculated with heat-treated anaerobic sludge from
a full-scale UASB treating dairy wastewater. Finally, systems fed with glycerol (CL reactors) were
inoculated with activated sludge from a domestic wastewater treatment plant (La Farfana,

Santiago de Chile) previously treated by aeration as described by Silva-lllanes et al., (2017).

2.3 Volumetric H, production rate and other key indicators of H; production performance

A series of relevant parameters and response variables were determined for each of the samples
described in the previous section. For samples obtained from reactors CL R1-R5 and MX R1-R5,
the required parameters and response variables were gathered from already published articles
(Silva-lllanes et al. 2017; Montiel Corona and Razo-Flores 2018; Montoya-Rosales et al. 2019;

Montoya-Rosales et al. 2020).

For samples obtained from reactors UY R1-R3, volumetric H, production rate (VHPR) was
determined as described elsewhere (Castelld et al., 2009), the concentration of acetate and
butyrate was determined by gas chromatography (GC-14B Shimadzu, Japan), while lactate was
determined by high performance liquid chromatography (HPLC, Shimadzu, detectors RID-10A
and SPD-20 A), following the methodology described by Castellé et al. (2018). Finally, the
determination of chemical oxygen demand and suspended solids was performed in accordance

to the standard methods (APHA/AWWA/WEF 2012).

For samples obtained from reactors CL R6-R11, glycerol and metabolites such as volatile fatty
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acids (VFA), ethanol, and 1,3-propanediol were quantified using HPLC according to Silva-lllanes

etal., 2017.

Table 1. Bio Hydrogen reactors and their operating conditions

Country Reactor | Aim of the study | Substrate Reactor OLR (g H2 yield Sample ID
configuration | COD/L-d) (LH2/gCODfed)
Mexico Rl Effect of OLR Agave TBR 432-81 0.024-0.028 MXRI-1 to MX
and different hydrolizates R1-6
R2 enzimatic CSTR 44-100 0.016-0.028 MXR2-1 to MX
hydrolisis process R2-6
R3 using agave 5-46 0.010-0.090 MXR3-2 to MX
wastes R3-10
R4 (Experiment 1) 44-120 0.061-0.099 MX R4-1 to MX
R4-8
RS Biomass control Cheese 124-220 0.063-0.153 MX R5-1 to MX
(Experiment 2) whey R5-10
Uruguay R1 Effect of HRT Glucose CSTR 30 0.047-0.242 UY R1-1 to UY
(Experiment 3) R1-5
R2 30 0.020-0.075 UY R2-1to UY
R2-5
R3 30 0-0417 UYR3-1to UY
R3-8
Chile Rl Effect of the HRT | Glycerol CSTR 37 0.036 CLRI-1
R andpH 37 0.047 CLR2-1
(Experiment 4)
R3 20 0.051 CL R3-1
R4 24 0.124 CLR4-1
RS 24 0.011 CL R5-1
R6 Effect of adding 249 0.0292-0.0337 CL R6-1and CL
different ORP R6-2
R7 contol agents 249 0.0449-0.034 CLR7-1and CL
(Experiment 3) R7-2
RE8 249 0.0756-0.036 CL R8-1and CL
R8-2
RO 249 0.0323-0.0345 CL R9-1and CL
R9-2
R10 249 0.0327-0.0405 CLR10-1 and CL
R10-2
R11 249 0.035-0.106 CL 11-1 and CL
11-2

2.4 Sampling and DNA extraction

Samples were taken from the biomass of the reactors operated in the different conditions.
Biomass was separated by centrifugation at 10,000 rpm during 5 min. The resulting pellets were
stored at -20°C until their use. In samples from reactors MX R1-R5 and UY R1-R3, genomic DNA
was extracted with the Quick-DNA Fecal/Soil Microbe (Zymo Research, CA, USA) extraction kit
following the manufacturer's instructions. In samples from reactors CL R1-R11, DNA was
extracted using the PowerSoil DNA isolation kit (MO BIO Laboratories, Carlsbad, CA, USA)

following the manufacturer’s instructions.
2.5 Quantification of homoacetogens by qgPCR

To quantify the proportion of homoacetogenic microorganisms across the different
conditions/reactors investigated, the copy number of the fthfs gene was determined through

qPCR. The primers FTHFS-f (5-TTY ACW GGH GAY TTC CAT GC-3') and FTHFS-r (5'-GTA TTG DGT
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YTT RGC CAT ACA) were used (Leaphart and Lovell 2001). These were synthesized at Macrogen
Inc. (Seoul, Korea). The gPCR reaction was performed in a final volume of 25 uL containing
12.5uL master mix (Rotor-Gene SYBR® Green PCR Kit, Qiagen, Germany), 1 uL of each primer 10
UM, 5uL DNA sample (between 5 ng/uL and 50 ng/ulL), and 5.5 pL H,0. The gPCR program and
melting curve was performed according to Xu et al., (2009). DNA samples from two non-
homoacetogenic strains (Pseudomonas sp. and Raoultella sp. both isolated in our laboratory)

were used as negative controls.

To construct the calibration curve, a homoacetogenic strain: Acetobacter woodii DSMZ 1030
(Balch et al., 1977), was used. A culture of the strain was performed in liquid media (media 135
A. woodii DSMZ 1030) (Egli et al., 1988), the culture was incubated at 30°C. DNA was extracted
from the liquid culture with the ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™ (Zymo Research, CA, USA)
extraction kit following the manufacturer's instructions. fthfs gene was amplified using the
primers reported by Leaphart and Lovell (2001) and the PCR program used by Xu et al. (2009).
The size of the amplicon was determined in agarose gel electrophoresis. The PCR product (1.1
kb) was ligated to the TOPO-3.9kb vector (Invitrogen, CA, USA) following the manufacturer's
instructions. E. coli TOP 10 strain cells were transformed with de ligation by heat shock. The
plasmid with the insert was extracted according to Engebrecht et al., (1991). The calibration
curve was then constructed using successive dilutions (1:10) of this plasmid extraction. All
reactions were made by triplicate. The results were expressed in copy number/ng DNA. The
standard curve presented a value of efficiency of 0.90 and R2 of 0.99. DNA was quantified
withNanoDrop® ND-1000 UV-Vis (Thermo Scientific)

2.6 qPCR Fe-Fe hydrogenase gene

To quantify H,-producing bacteria, the copy number of Fe-hydrogenase (hydA) gene was
determined by gPCR according to Perna et al. (2013). This enzyme catalyzes the reversible
oxidation of molecular H; (Fang et al., 2006). To construct the standard curve, the clone of the
hydrogenase enzyme gene A10 was used (Perna et al., 2013). The standards were prepared by
making successive dilutions 1:10. All reactions were made by triplicate. The results were
expresed in copy number/ng DNA. The standard curve presented a value of efficiency of 0.91

and R2 of 098. DNA was quantified withNanoDrop® ND-1000 UV-Vis (Thermo Scientific).
2.7 Homoacetogenic community composition studied by fthfs gene amplicon sequencing

Homoacetogenic community composition was studied by sequencing the fthfs gene. For this

objective, ten samples were selected, namely MX R1-1, MX R2-6, MX R3-9, MX R4-7, MX R5-1,
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UY R1-1, UY R2-1, UY R3-3, CL R1-1 and CL R6-1. The selection of these samples was based on
the different operating conditions and the quantification of copy number of fthfs genes/ngDNA

from the gPCR (samples with the highest values were selected).

Prior to sequencing, a nested PCR was performed to increase PCR specificity and obtain an
adequate fragment size (<400bp) to sequence in lon Torrent platform. The first PCR was
performed using the primers FTHFS-f and FTHFS-r (Leaphart and Lovell 2001) following the PCR
program reported by Xu et al. (2009). The resulting amplicon (1.1 kb) was recovered and purified
using the Zymoclean™ Gel DNA recovery kit (Zymo Research, CA, USA) following the
manufacturer's instructions. 2uL of PCR product was used to perform a second PCR using the
fhsl (5'-GTW TGG GCW AAR GGY GGM GAA GG- 3') (forward primer) and FTHFS-r (reverse
primer), following the PCR program reported by Xu et al. (2009). The resulting amplicon (250 bp)
was recovered and purified using the Zymoclean™ Gel DNA recovery kit. Sequencing of the fthfs
gene amplicon was carried out on the lon Torrent Personal Genome Machine (PGM) at the
Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (Montevideo, Uruguay). The
sequencing analysis was performed with QIIME (Caporaso et al. 2010). All sequence reads were
sorted out based on their unique barcodes. It was filtered the low-quality reads (coefficient >25),
trimmed the primers, adapters and barcodes, and filtered reads with a length of <200 bases. The
chimeras and noise in the sequencing reads were further removed. Sequences were clustered
into operational taxonomic units (OTU) using the UClust algorithm (Edgar 2010), based on the
97% identity threshold (de novo-based OTU picking strategy). OTUs represented by one
sequence (singletons) were removed from the analysis. For sequence classification analysis, only
those OTUs sequences which had a relative abundance greater than 1% in any of the ten samples
were selected to analyze by the Basic Local Alignment Search Tool searching protein databases
using a translated nucleotide query (BLASTx). The raw data were deposited at National Center

for Biotechnology Information (NCBI) under the BioProject: PRINA659251
3. Results
3.1 Summary of reactors performance

In this research, 19 different lab-scale reactors for H, production located in Chile, Mexico and
Uruguay were investigated. In particular, three different reactors configuration were evaluated:
CSTR, CSTR with biomass recycling, and TBR. These reactors were fed with different substrates,

including glucose, cheese whey powder, glycerol and enzymatic hydrolysates of agave bagasse.

An overview of H, production performance from reactors studied in this research is shown in
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Figure 1. In general, the VHPR was clearly linked with the increase of OLR (B = 0.696, p < 0.05)
(Figure 1-A), while the relationship between H; yield and OLR was less evident (A= 0.199, p =
0.10) (Figure 1-B). A maximum VHPR value of 30.8 L H,/L-d was observed in the CSTR system fed
with cheese whey with biomass recycling. On the contrary, the lowest VHPR values among

systems reviewed were obtained with glucose (~ 0.00 L H,/L-d) and glycerol (0.19 L H2/L-d).

However, OLR beyond 50 g COD/L-d were not used in the reactors fed with glucose and glycerol.
In regard with the H, yield, the systems with the highest value were also those fed with glucose
and cheese whey (0.42 and 0.16 L H,/g COD respectively), while other substrates remained at
values below 0.10 L H2/g COD.

In most of reviewed systems, acetate, butyrate and lactate were the main carboxylic acids
produced during H, fermentation, reaching concentrations in the ranges of 0.01-6.56, 0.00-
12.20, and 0.00-19.49 g/L, respectively. In general, the concentration of acetate and butyrate
were positively associated with the OLR (Figure 2, Table S2 in supplementary material).
Nevertheless, the concentration/production of lactate was not clearly associated to OLR.
Altogether, the observations on carboxylic acids were consistent with the relationship observed

between VHPR and OLR.
3.2 Main relationships between H, production performance and homoacetogens abundance

The quantitative analysis of the gene fthfs through gqPCR showed that homoacetogenic
microorganisms were present across all systems investigated. The abundance of the fthfs gene
ranged from 1.92 to 5.40E+04 copies/ng DNA. In general, it was found that the abundance of
the fthfs gene was inversely associated to the OLR, VHPR and H; yield (Figure 3 A-C). Moreover,
it was also found that the abundance of the fthfs gene was strongly dependent on the type of
substrate, being systems fed with glycerol the highest number of fthfs gene copies. On the other
hand, the hydA gene was found to be positively related to the OLR, VHPR and H; yield (Figure 3
A-C). It was also observed that the type of substrate had a relevant impact on the hydA
abundance (Figure 4). In this case, the system fed with cheese whey showed the highest levels
of hydA gene abundance, followed by systems fed with hydrolysates prepared with Cellulase
50XL and glycerol. On the other hand, the lowest values of hydA abundance were found in CSTR

systems fed with glucose and hydrolysates prepared with Celluclast 1.5L.

Despite that, the relationship between OLR, VHPR and H; yield with each of the two genes was
quite clear, there was not an observable relationship between hydA and fthfs genes abundances

(Figure 4).
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A further analysis on functional genes and H, production performance showed that the
concentration of acetate and butyrate in effluents was higher in systems showing relatively high
abundance of the hydA gene but relatively low abundance of the fthfs gene (Figure 3, D-E).
Moreover, it was also found that the concentration of lactate was mainly affected by the

abundance of the hydA gene, while it seemed to be unrelated to the abundance of the fthfs gene

(Figure 3-F).
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To identify the homoacetogenic organisms involved in the process, the fthfs gene was
sequenced from 10 selected samples. The gene was specifically amplified by Nested-PCR
approach. Representative samples with high proportion of homoacetogens according to qPCR
results were selected from the different reactors. The Nested-PCR strategy applied give positive
results for all the samples with a total of 20,341 high-quality reads (with the following
distribution: UY R1-1, 680; MX R3-9, 823; UY R2-1, 1,312; UY R3-3, 1,536; CL R1-1, 2,202; CL R6-
1, 2,228; MX R1-1, 2,491; MX R4-7, 2,870; MX R2-6, 3,054; MX R5-1, 3,145 reads respectively).
The reads were subsequently grouped into OTUs based on 97 % sequence similarity, obtaining
744 OTUs in total. The OTUs with a relative abundance >1 % in at least one sample were selected

and classified by comparison with the databases.

In general, the homoacetogens diversity was quite low across all samples investigated; in all
cases, only one species accounted >50 % of relative abundance and up to 90 % in certain cases

(Table 2).

The results from the classification showed that the genus/species of homoacetogens that
dominated during H, production was mainly determined by the type of substrate used. In
systems fed with glucose (samples UY R1-R3) the homoacetogens population was dominated by
Acetobacterium woodii. Systems fed with cheese whey powder (sample MX R4) showed the
codominance of Blautia coccoides and an unclassified species of the Sporoanaerobacer genus.

In systems fed with glycerol (samples CL-R1 and CL-R6), the most abundant homoacetogens
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were identified as Eubacterium limosum and Selenomonas sp. In the case of systems fed with
enzymatic hydrolysates, the taxonomy of homoacetogens not only depended on the type of
substrate but also on the type of reactor as well as the temperature regime of operation. The
mesophilic CSTR systems (samples MX-R2 and MX-R5) were dominated by Clostridium
carboxidivorans, the thermophilic CSTR system (sample MX-R3) was dominated by the
thermophilic homoacetogen Caloramator sp., while the mesophilic TBR system (MX-R1) was co-
dominated by homoacetogens belonging to Blautia coccoides, Clostridium carboxidivorans, and
Clostridium indicum species. A phylogenetic tree was constructed with the sequences from the
OTUs and their closest relatives. A similar result was obtained as the sequences were grouped
according to the type of substrate (Figure S2, supplementary material). Table 3 resumes the
principal group of homoacetogen detected in the ftfhs sequence analysis and type of

homoacetogenesis according to the bibliography.

Table 2- Classification of the reads according to BLAST-X analysis. The relative abundance of the different
OTUs in each community is shown with a color scale (red color higher abundance, green color lower

abundance).

#0TUD MXRI-1 Per. Ident  Arcessio Number

MXR26 MXR39 MX R4-1 MX R3-7 UT R1-1 UY R2-1 UTR3-3 CLRI-1 CL Ré-1

87.1% WP_101693477.1

0.13% . i . 100.0% WP_038693219.1
77.1% WP 073248839.1
97.7% WP_007060798.1
83.5% WP 073248839.1

100.0% GU124179.1
98.2% WP_031586078.1

0.85% 431%

0TU218 83.1% WP 073248839.1
0TU223 0.67% 0.38% 68.6% WP 040638956.1
OTU246 97.2% WP_014355320.1
oTu27 96.6% WP 080907463.1
0TU300 93.8% AAK20251.1

0TU371 98.5% WP_007060798.1
OTU403 100.0% WP 13435207011
OTU414 60.0% WP_071146451.1
0TU421 74.7% WP 040684099.1
OTU423 74.7% WP 040684099.1
OTU446 100.0% WP_117415553.1
OTU47 39.01% Eubacterium limosum 100.0% AAK20251.1

OTU491 0.05% Arthrobacter sp. ZXY-2 100.0% WP 071416245.1
OTU306 Acetobacterium woodi 86.1% WP_014355320.1
OTUs14 Caloramator proteoclasticns 77.8% WP 073248839.1
0TU3s22 Clostridium carboxidivorans 100.0% WP_007060798.1
0OTU334 60.7% WP_073248839.1
OTUS64 79.7% WP 073248839.1
0TU368 97.4% WP_007060798.1
OTU38 87.0% CDF39176.1

OTU384 93.2% WP 007060798.1
OTU644 Selenomonas sp. WCA-380-WT-3B 74.6% WP_154619892.1
OTU638 0.56% 0.36% unclassfied Sporanaerobacter 98.6% WP 071139966.1
OTU661 1.03% 1.22% 0.10% Bhuta coccoides 100.0% ADR66334.1

OTU698 5.03% Eubacterium limosum 100.0% AAK20251.1

OTU73 Uncultured microorgansm 100.0% BAF74430.1
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Table 3- Principal group of homoacetogen detected in the ftfhs sequence analysis and type of

homoacetogenesis according to the bibliography.

Sample Reactor configuration Principal microorganism Principal end products (H2 and CO2) Suggested type of homoacetogenesis

MX R1-1 TBR Clostridium carboxidivorans* and acetate, ethanol, butyrate, butanol, hexanol by change in Clostridium metabolism and change in
Blautia coccoides* acetate microbial population

MX R2-6 CSTR Clostridium carboxidivorans* acetate, ethanol, butyrate, butanol, hexanol by change in Clostridium metabolism

MXR3-9 CSTR Caloramator sp** Not known by change in microbial population

MX R4-7 CSTR Clostridium carboxidivorans* acetate, ethanol, butyrate, butanol, hexanol by change in Clostridium metabolism

MXR5-1 CSTR Blautia coccoides * and acetate by change in microbial population
Sporoanaerobacter*** not known

UY R2-1 CSTR Acetobacterium woodii* acetate by change in microbial population

UY R1-1 CSTR Acetobacterium woodii* acetate by change in microbial population

UY R3-3 CSTR Acetobacterium woodii* acetate by change in microbial population

CLR1-1 CSTR Eubacterium lismosum* acetate by change in microbial population

CL R6-1 CSTR Selenomonas sp**** not known by change in microbial population

References * Schiel-Bengelsdorf y Dirre, 2012; ** Ciranna et al., 2014; *** Hernandez-Eugenio et al.,

2002, **** Scheifinger et al., 1973

4. Discussion
4.1 What do we learn from gathered reactor performance?

The analysis of H, production performance across the 19 lab-scale reactors showed a strong
positive relationship between OLR and VHPR. The relationship was independent of the type of
substrates and reactor configuration, which indicates that such relationship was a general
characteristic among H,-producing systems. The highest OLR and VHPR values were reached in
systems fed with cheese whey, which is a substrate rich in lactose, an easy to metabolize
carbohydrate. Moreover, cheese whey contains other different compounds (lipids, proteins,
amino acids, minerals, etc.) that enrich the substrate and make it ideal for dark fermentation.
On the other hand, the CSTR system fed with agave bagasse hydrolysates prepared with the
enzyme Celluclast 1.5L showed the lowest values of OLR and VHPR. This was probably due to
the thermophilic regime (55 °C) of such a system as well as other specific conditions required to
maintain biomass in the system (e.g. relatively large HRT but low substrate concentration). The
others substrates evaluated were arranged in accordance to multiple parameters such as the

complexity of substrates but also in accordance to the specific objectives of each study.

The OLR also affected the concentrations of acetate and butyrate, which increase as expected
consequence of the increase of available substrate to perform dark fermentation. However, the
present study revealed that the increase of acetate and butyrate along the OLR scale was not
equal; the acetate to butyrate ratio changed from 0.09 up to 139 (mol/mol) as the OLR (and also

the VHPR) increases. The acetate to butyrate ratio has been previously referred to as an
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indicative of H, production performance. For instance, Fang et al. (2006) reported that the
acetate to butyrate ratio can be affected by pH, ranging from 0.44 at pH 4.0 to 1.15 at pH 7.0.
The best acetate to butyrate ratios for H, production were in the range of 0.41 to 0.7 (pH 4.5-
5.5). Hafez et al. (2010) investigated the effect of OLR on H; production in a CSTR reactor with
biomass recycling; they found that the acetate to butyrate ratio was positively associated to the
H, yield. In the present study, the acetate to butyrate ratio can be associated to higher VHPR

values, but its association to the H; yield is rather a weak association.

4.2 Two rings to rule them all: fthfs and hydA genes as “predictors” of H, production

performance

The analysis of the genes encoding FTHFS and HydA (key enzymes involved in homoacetogenesis
and H, production, respectively) revealed that their abundance was mainly affected by the OLR
and type of substrate. The impact of the type of substrate can be explained by the different
microbial communities developed in each of the H,-producing systems, which is dependent on

the type of substrate and operating conditions.

The relationship between high OLR values, high hydA and low fthfs copy number suggested that
H,-producing bacteria outcompeted homoacetogens in conditions of high substrate availability
(high OLR). It is hypothesized that the high availability of substrate led to the selection of
microorganisms performing fermentation linked to H, production, which is a highly energetic
metabolism (AG”= - 206 kJ/mol from glucose) (Fang et al., 2015), while microorganisms
performing homoacetogenesis were incapable to compete due to the low energy obtained
through such pathway (AG*=- 104 kJ/mol (Saady, 2013). At low OLR, it is possible that
homoacetogens find proper conditions for their growth; however, this could also depend on
other factors (dissolved H, concentration, acetate concentration, inoculum, mass transfer rate,
etc) (Saady, 2013). Interestingly, the observed relationship between OLR and fthfs copy number
seems to be contrary to previous studies arguing that homoacetogenesis was favored at high
OLR due to the higher accumulation of H, expected at such conditions (Palomo-Briones et al.
2018); however, such investigation was conducted in systems showing high values of H,
production, where the accumulation of H; could indeed be an issue. Evidence found in the
present study shows that the relationship between OLR and the presence of homoacetogens

was positive across different systems fed with different substrates.

Furthermore, results on H, production performance and genes quantification revealed that

samples with relatively high VHPR were characterized by high abundance of hydA gene and low

103



abundance of fthfs gene. This phenomenon was similar when considering H; yield instead of

VHPR.

Moreover, the high abundance of the hydA gene was associated to the acetate and butyrate
concentrations, indicating that such metabolic products were mostly produced through dark
fermentation, not homoacetogenesis. This observation suggests, contrary to expectations, that

the presence of homoacetogens was not associated with an increase of acetate concentrations.

Finally, the negative relationship between lactate and the hydA gene clearly showed that

metabolisms leading to H, and lactic-acid were usually presented in different stages/conditions.

Homoacetogenesis has the effect of lowering H, performance and it is not in competition with
lactate processes. As lactate production pathway is not H, consuming, it would not compete
with homoacetogenic miroorganisms, On the other hand, lactate productions would compete
with H; production for the substrate. This would explain why, without hydA genes, there is no
production of H, and lactic acid is present. Therefore, it could be suggested a competition
between H; producing bacteria and lactic acid bacteria in this case. The role of lactic acid bacteria
in hydrogen-producing reactors is controversial because it was found that the relative
abundance of these microorganisms was high in samples with low and high hydrogen production
(Etchebehere et al. 2016; Fuentes et al., 2018). There are reports of microorganisms able to

consume lactic acid and produce H,. Megasphaera sp. is an example of this (Won et al. 2013).

4.3 Predominance of particular homoacetogens in each reactor

In general, it is reported the low diversity of microorganisms in hydrogen producing reactors
(Etchebehere et al., 2016; Fuentes et al., 2018). Therefore, the low diversity of homoacetogenic
microorganisms in this reactors was not an exception. Moreover, as homoacetogenesis is not a
distributed property, a very large diversity is not expected. A predominance of Clostridium
carboxidivorans and Acetobacterium woodii were observed (Table 3). Both microorganisms have

been extensively studied and are reported as homoacetogenic.

Samples MX R1-1, MX R2-6 and MX R4-7 taken from reactors fed with agave hydrolisate showed
a high abundance of Clostridium carboxidivorans achieving a relative abundance of 80.62% (MX
R2-6). C. carboxidivorans is a strictly anaerobic homoacetogenic bacterium that produces
acetate, ethanol, butanol, and butyrate. C. carboxidivorans can express all the genes of the
Wood-Ljungdahl pathway for CO; fixation. It can grow autotrophically with H, and CO; or CO. It
can also grow chemoorganotrophically with simple sugars. This microorganism presents both H,

production and homoacetogenesis pathways (Liou et al., 2005).
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On the other hand, Acetobacter woodii is a homoacetogenic able to grow using H, and CO; as
source of carbon and energy to produce acetate as sole product. A. woodii was firstly isolated
from black sediment of a marine estuary with H,/CO; as substrate (Balch et al. 1977; Drake et
al., 2013). A. woodii is also able to use organic compounds such as fructose to produce acetate
(Braun and G.Gottschalk.1981). This microorganism selectively produces acetate under
autotrophic conditions, but is limited at high acetate concentrations (Straub et al., 2014). This
organism can also use formate as sole energy and carbon source and possesses a novel enzyme
complex, the hydrogen-dependent CO; reductase that catalyzes oxidation of formate to H; and

CO,. A. woodii was predominant in samples from the reactors fed with glucose.

Other microorganisms reported as homoacetogenic were also detected, a high relative
abundance of Blautia coccoides and Eubacterium limosum was found in some samples. B.
coccoides is an homoacetogenic bacteria that has been investigated for a better understanding
of the metabolic characteristics of homoacetogens in mixotrophic cultures. It can grow with H;
as a sole carbon source and achieving an acetate yield of 5.32 g/g dry cell weight after 240 h of
incubation (Lui et al., 2015). In samples fed with glycerol, sequencing analysis indicates the
presence of the Eubacterium limosum bacterium present in 76% abundance within
homoacetogens (CL R1-1). This is a homoacetogenic microorganism able to grow at high CO or
CO; concentrations. It has also the ability to utilize methanol and a variety of energy sources
such as sugars, polyhydroxylalcohols, isoleucine, valine and lactate. Grew well under lithotrophic
conditions with (Genthner and Bryant, 1982; Chang et al., 2001). Homoacetogenic utilization of
substrates only occurs with H,-CO; and formate. With other substrates, butyrate and H, are also

produced (Drake et al., 2013).

In the samples from the reactor fed with glucose (UY samples), the presence of homoacetogenic
microorganisms from the genus Oscillibacter (4-14 %) was also observed. In particular,
Oscillibacter valericigenes, was described as a mesophilic, homoacetogenic, non-spore forming,
anaerobic fermentative bacterium that grow with optimum pH of 6 to 6.5 and 30 °C (lino et al.,
2007). However, it has been reported in semi-continuous sludge fermentation bioreactor at pH
values of 4.0 (Maspolim et al.,, 2015). This microorganism has been associated to low H;
production during the pH decrement strategy in H,- producing reactors (Carrillo-Reyes et al.,

2014).

According to the metabolic pathways, we observed two types of homoacetogenic
microorganisms, some that consume H, and CO; to produce acetate litotrophically and others

capable of produce H; by fermentation and consume it when H, accumulates. Therefore, it
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could be suggested that when C. carboxidivorans predominates (samples MX R1-1, MX R2-6, MX
R4-7), homoacetogenesis is a result of metabolic changes rather than a coexistence of different
group of microorganisms. On the other hand, when a homoacetogenic non-hydrogen producer
microorganism predominates (e.g A. woodii in samples UY R2-1, UY R1-1, UY R3-3),
homoacetogenesis could be a result of the coexistence between homoacetogeneic and H;

producing microorganism.

On the other hand, microorganisms not reported as homoacetogens were detected
(Caloramator sp, Sporoanaerobacter and Selenomonas sp.), whose genes were found in the
database. Furthermore, these microorganisms were reported as H;-producers. It could be
suggested that either these microorganisms have the gene but it is not active, or that

homoacetogenesis has not been yet studied in these microorganisms.

Sample MX R3-9 taken from a reactor operated at thermophilic conditions presented high
relative abundance of fthfs gene from Caloramator sp. Within Caloramator genera, C.
proteoclasticus was isolated from mesophilic granular methanogenic sludge. However, its
optimum growth occurred at 55 °C and at pH values between 7.0 and 7.5, with a doubling time
of 30 min (Tarlera et al., 1997). Homoacetogenic nature of this organism has not been

established.

Sporanaerobacter sp. is neutrophilic and heterotrophic H, producer (Hernandez-Eugenio et al.,
2002). S. acetigenes is reported as non- homoacetogenic bacterium (Ljungdahl et al., 1989;

Hernandez-Eugenio et al., 2002).

In CL R6-2 sample, fed with glycerol, almost 91% of relative abundance of fthfs genes
corresponds to a Selenomonas sp. Within Selenomonas genera, S. ruminantium is a non-spore
forming anaerobe that ferments carbohydrates primarily to lactate, propionate, acetate and
CO,, Ha. It is reported that H, can be used by S. ruminantium in the formation of propionate,
which is produced via the succinate pathway (Scheifinger et al., 1973). Some strains produce

traces of H, from glucose, lactate, or glycerol (Chen et al., 1977).

In particular, sample UY R3-3 presents a low relative abundance of OTU 491 whose closer
relative was the fthfs gene from Arthrobacter sp ZXY-2. Liu et al., (2016) reported the presence
of fthfs in this bacterium studying the sequestration of CO; in petroleum reservoir using fthfs as
biomarker (Liu et al., 2016). However, this microorganism is aerobic and has not been reported
as homoacetogen. The presence of aerobic microorganisms in dark fermentation reactor have

been previously reported. They could have a role in consuming the oxygen present in the reactor
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(Chang et al. 2008; Castell6 et al. 2011).

It should be noted that fthfs gene is present in both homoacetogenic and syntrophic acetate
oxidation bacteria. Syntrophic acetate-oxidizing bacteria (SAOB) have been identified by biogas
production in protein rich substrates. They produce H; using the WL pathway. However, when
they grow in syntrophy with methanogens, they reverse this pathway and oxidize the acetate to
H, and carbon dioxide (Hori et al., 2011). Clostridium ultunense, Thermacetogenium phaeum,
Thermotoga lettingae and Syntrophaceticus schinkii are examples of this group of
microorganisms. fthfs is also reported in bacteria that are capable of oxidizing purines
(purinolytics) and in sulfate-reducing bacteria. In reducing sulfate, fthfs gene has an insert not
allowing its expression as a functional FTHFS enzyme (Hori et al., 2011; Mdller et al., 2016). We
did not detect any microorganism of this microorganism. Therefore, the fthfs gene would be a

good marker to detect homoacetogenesis in H2- producing reactors.

The massive parallel sequencing allowed us to identify the microorganisms that presented the
fthfs gene. However, as we worked with DNA the expression of this gene was not evaluated. In
this case, it becomes important to evaluate the activity of these microorganisms by detecting
AGVs that are indicative of the presence of metabolic pathways. The use of several techniques

together allowed us to draw conclusions.

In conclusion, the homoacetogenic population dynamics are influenced by the inoculum used,
the substrate and the operating conditions. Two phenomena around homoacetogenesis can be
mentioned. It can be due to 1) a metabolic change in the same group of microorganisms or 2) a
change in the microbial community in which a homoacetogenic microorganism could co-exist
with Hx-producing microorganism. In the CSTR fed with glucose the phenomenon of the change
of the microbial community would be applied. The same could apply to the reactors fed with
glycerol. While in the case of CSTR reactors fed with agave enzymatic hydrolysates, there would

be explained by a change of microbial metabolism (Table 3).
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Supplementary material
CL samples

The inoculum was taken from a domestic wastewater treatment activated sludge plant located
in La Farfana, Santiago de Chile. Before use, the sludge was pre-treated by aeration for 24 h in
the same feeding medium using to feed the reactor, this strategy to enrich in H, producing
bacteria was previously described by Silva-lllanes et al., (2017). The medium was composed of
10 gL of pure glycerol and the following nutrients (in mgL?): NH4Cl 1,000; KH,PO4 250;
MgS04*7H,0 100; NaCl 10; Na,Mo04*2H,0 10; CaCl,*2H,0 10; MnSO4*H,0 9.4; FeCl, 2.78.

The experiments were carried out in a 2 L (working volume) glass continuous stirred tank reactor
(CSTR). After inoculation with the pre-treated biomass (5 gSSV L-1), nitrogen gas was fluxed for
15 min to reach the anaerobic conditions. The temperature was controlled and maintained at
37 °C with an external jacket and automatic control, the agitation was maintained at 150 rpm.
pH was monitored and regulated by a sensor/controller connected to a pump with a NaOH 0.8

M solution and the HRT was set with the feeding flux.

Experiments from CL R1 to R5 vary the pH and HRT as is shown in Table S1. They correspond to
five reactors operated at different pH and HTR. The operation conditions are described in Silva-

Illanes et al., (2017).

Experiments from CL R6 to R11 correspond to six reactors operated at different oxidation-
reduction potential (ORP) and applying oxidant agents. Two chemical products (oxidant agents)
were selected to adjust the redox potential value: potassium ferricyanide (Ks[Fe(CN)e]) (samples
from CL R6 to CL R8) and hydrogen peroxide (H.02) (samples from CL R9 to CL R11). ORP values
were selected according to the ORP measured in a continuous system of H, production with
glycerol as a substrate at pH 5.5, HRT of 12 h and ORP value varying between -530 to -580 mV.
Therefore, ORP was fixed in three range -480 to-500 mV (CL R6, CL R9), -505 to -525 mV (CL R7,
CL R10) and -530 to -550 mV (CL R8, CL R11), by varying the amount of oxidant agent addition.
Oxidant agent addition was carried out using a sensor/controller devise (Thermo scientific Alpha
pH/ORP 190 1/8 DIN) connected to a pump adding an oxidant agent solution of 0.3 M. Each
condition was intercalated with control conditions; therefore, a total of six steady states lasting
at least 30 HRT equivalents were investigated (referred as number 1, e.g. CL R8-1 is the control
of reactor 8), obtaining twelve samples in total (table 1). This experiment was performed with
the aim of investigate the role of ORP and its potential use as a control tool. The reactor was

operated in each condition for at least 30 HRT at steady-state taking control samples. The agents
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were subsequently added and again after at least 30 HRT at steady state were taken samples at
each experience. The steady-state hydrogen yield and metabolite production values were

determined when the variation of hydrogen yields was not higher than 15%.
UY samples

A 3 L continuous stirred tank reactor (CSTR) was inoculated with a heat pre-treated anaerobic
sludge from a UASB reactor treating as substrate dairy waste. The inoculum was heat treated 90
minutes at 100 °C, as reported by Wongaret et al., (2007) and fed with glucose, mineral medium

(Davila-Vazquez et al., 2009) and yeast extract (3,0 g/L).

Three different HRT reactor conditions were tested, at HRT 6 h (UY R2), 10 h (UY R1) and 24 h
(UY R3) (table 1). Each operation lasted 20 HRTs (120 h in the operation with HRT 6 h, 200 h in
the operation with the HRT 10 h and 480 h in the operation with HRT 24 h). The reactor’s OLR

(30gCOD/ Ld) was kept constant during each operation.
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Table S1. Reactors operation conditions and results of H2 production, qPCR of fthfs and qPCR of hydA copy

number
H2.yield hyd A (copy

Sample Reactor HRT (h) Substrate, description C?)IE)TL(-?:I) \ll_leleR_ é;‘ (LHZIgCODfe nurT]:tthf/ E]ZOE));\I A) nunl;bN% ng
MX R1-1 TBR (37 °C) 6 hydrolyzed agave bagasse (Stonezyme) 43.2 1.23 0.028 4.57E+02  9.93E+07
MXR1-2  TBR(37°C) 6 hydrolyzed agave bagasse (Stonezyme) 52.9 131 0.025 2.18E+02  1.96E+07
MX R1-3 TBR (37 °C) 6 hydrolyzed agave bagasse (Stonezyme) 60.5 1.61 0.027 6.58E+01 3.09E+07
MXR1-4  TBR(37°C) 6 hydrolyzed agave bagasse (Stonezyme) 69 1.78 0.026 9.32E+01  2.40E+07
MX R1-5 TBR (37 °C) 6 hydrolyzed agave bagasse (Stonezyme) 81 1.98 0.024 3.99E+01
MXRIL-6  TBR(37°C) 6 hydrolyzed agave bagasse (Stonezyme) 81 1.96 0.024 5.54E+01
MX R2-1 CSTR (37 °C) 6 hydrolyzed agave bagasse (Stonezyme) 44 0.72 0.016
MXR2-2  CSTR(37°C) 6 hydrolyzed agave bagasse (Stonezyme) 52 1.1 0.021 7.31E+02  3.79E+08
MX R2-3 CSTR (37 °C) 6 hydrolyzed agave bagasse (Stonezyme) 60 1.7 0.028 4.71E+02  7.07E+08
MXR2-5  CSTR(37°C) 6 hydrolyzed agave bagasse (Stonezyme) 100 2.25 0.023 2.35E+03  8.82E+08
MX R2-6 CSTR (37 °C) 6 hydrolyzed agave bagasse (Stonezyme) 100 2.23 0.022 1.20E+02 4.49E+07
MXR3-2  CSTR (55 °C) 63 hydrolyzed agave bagasse (Celluclast) not detected
MX R3-3 CSTR (55 °C) 63 hydrolyzed agave bagasse (Celluclast)
MXR3-4  CSTR(55°C) 48 hydrolyzed agave bagasse (Celluclast)
MX R3-5 CSTR (55 °C) 48 hydrolyzed agave bagasse (Celluclast)
MXR3-6  CSTR(55°C) 48 hydrolyzed agave bagasse (Celluclast) 6.46E+07
MX R3-7 CSTR (55 °C) 36 hydrolyzed agave bagasse (Celluclast) 18 0.99 0.055
‘MXR3-8  CSTR (55 °C) 30 hydrolyzed agave bagasse (Celluclast) 22 1.05 0.048
MX R3-9 CSTR (55 °C) 24 hydrolyzed agave bagasse (Celluclast) 30 1.23 0.041
‘MXR3-10  CSTR (55 °C) 15 hydrolyzed agave bagasse (Celluclast) 46 1.47 0.032 3.54E+01 not detected
MX R4-1 CSTR (37 °C) 6 hydrolyzed agave bagasse (Celluclast) 44 3.7 0.084 5.11E+02  2.62E+09
MXR4-2  CSTR(37°C) 6 hydrolyzed agave bagasse (Celluclast) 52 4.7 0.090 2.82E+01  4.97E+09
MX R4-3 CSTR (37 °C) 6 hydrolyzed agave bagasse (Celluclast) 80 6.3 0.079 1.41E+09
MXR4-4  CSTR (37 °C) 6 hydrolyzed agave bagasse (Celluclast) 100 9.9 0.099 5.55E+09
MX R4-5 CSTR (37 °C) 6 hydrolyzed agave bagasse (Celluclast) 120 11.6 0.097 6.97E+01 5.56E+09
MXR4-6  CSTR(37°C) 6 hydrolyzed agave bagasse (Celluclast) 60 5.3 0.088 3.03E+01  1.92E+09
MX R4-7 CSTR (37 °C) 10 hydrolyzed agave bagasse (Celluclast) 72 4.7 0.065 2.56E+02 1.42E+09
MXR4-8  CSTR(37°C) 8 hydrolyzed agave bagasse (Celluclast) 90 55 0061 [ 105E+01 3.66E+08
MXR5-1  CSTR(37 °C) 6 whey (Biomass recycling) 124 131 0.106 7.30E+01  6.83E+08
MXR5-2  CSTR-r(37°C 6 whey (Biomass recycling) 124 13.9 0.112 9.06E+01  3.65E+09
MXR5-3  CSTR-r (37 °C 6 whey (Biomass recycling) 124 14.1 0.114 8.36E+01 [IN4I22E%11]
MXR5-4  CSTR-r(37°C 6 whey (Biomass recycling) 124 16.3 0.132 7.26E+01  3.79E+09
MX R5-5 CSTR (37 °C) 6 whey (Biomass recycling) 0.129 6.69E+01 3.96E+09
MXR5-6  CSTR-r(37°C 6 whey (Biomass recycling) 0.153 _ 3.20E+09
MX R5-7 CSTR (37 °C) 6 whey (Biomass recycling) 14.4 0.066 1.54E+02 6.19E+08
MXRS5-8  CSTR-r(37°C 6 whey (Biomass recycling) 13.9 0.063 7.33E+01  4.35E+07
MX R5-9 CSTR-r (37 °C 6 whey (Biomass recycling) 17.2 0.078 4.34E+01  3.34E+09
MXR5-10  CSTR-r (37 °C 6 whey (Biomass recycling) 0.161 6.61E+01  3.66E+09
UY R1-1 CSTR (37 °C) 10 Glucose 30 0.98 0.242 8.19E+01 5.06E+07
UY R1-2 CSTR (37 °C) 10 Glucose 30 0.047 2.62E+02 5.05E+07
UYRL5  CSTR(37°C) 10 Glucose 30 0.072 8.56E+02 ' 2:80E+06/
UY R2-1 CSTR (37 °C) 6 Glucose 30 0.020 1.53E+02 2.90E+07
UY R2-2 CSTR (37 °C) 6 Glucose 30 0.045 5.03E+01
UY R2-3 CSTR (37 °C) 6 Glucose 30 not detected
UY R2-4 CSTR (37 °C) 6 Glucose 30 I 2.56E+01 4.60E+07
UY R2-5 CSTR (37 °C) 6 Glucose 30
UY R3-1 CSTR (37 °C) 24 Glucose 30
UY R3-3 CSTR (37 °C) 24 Glucose 30
UY R3-4 CSTR (37 °C) 24 Glucose 30
UY R3-5 CSTR (37 °C) 24 Glucose 30
UY R3-6 CSTR (37 °C) 24 Glucose 30 3.97E+01
UY R3-7 CSTR (37 °C) 24 Glucose 30 1.47E+02
UY R3-8 CSTR (37 °C) 24 Glucose 30 1.43E+02
CLRI-1 CSTR (37 °C) 8 Glycerol, pH 6.5 37 2.37E+07
CLR21  CSTR(37°C) 8 Glycerol, pH 5.5 37 1.04 0.047 2.40E+02  1.40E+08
CLR3-1  CSTR(37°C) 10 Glycerol, pH 6.0 29 1.28 0.051 2.29E+04  5.08E+07
CLR4-1  CSTR(37°C) 12 Glycerol, pH5.5 24 2.11 0.124
CLR51  CSTR(37°C) 12 Glycerol, pH 6.5 24 2.98E+03  2.18E+07
CL R6-1 CSTR (37 °C) 12 Glycerol, R6 control 24.9 1.04 0.034 3.71E+04  5.55E+09
CLR6-2  CSTR(37°C) 12 Glycerol, ORP [-480/-500 mV] 24.9 0.9 0.029 9.27E+03  5.56E+09
CLR7-1 CSTR (37 °C) 12 Glycerol, R7 control 24.9 0.72 0.034 3.86E+03  1.92E+09
CL R7-2 CSTR (37 °C) 12 Glycerol, ORP [-505/-525 mV] 24.9 0.88 0.045 4.66E+03 1.42E+09
CL R8-1 CSTR (37 °C) 12 Glycerol, R8 control 24.9 0.6 0.036 8.14E+03 3.66E+08
CL R8-2 CSTR (37 °C) 12 Glycerol, ORP [-530/-550 mV] 249 0.92 0.076 6.15E+03 5.72E+07
CL R9-1 CSTR (37 °C) 12 Glycerol, R9 control 24.9 0.7 0.032 2.74E+03 4.86E+07
CLR9-2  CSTR(37°C) 12 Glycerol, ORP [-480/-500 mV] 24.9 0.78 0.035 7.73E+03
CL R10-1  CSTR(37°C) 12 Glycerol, R10 control 249 0.61 0.033 8‘25E+02-
CL R10-2 CSTR (37 °C) 12 Glycerol, ORP [-505/-525 mV] 24.9 1.06 0.041 1.26E+03 3.97E+07
CLR11-1 CSTR(37°C) 12 Glycerol, R11 control 24.9 0.59 0.035 1.62E+04 1.62E+08
CLR11-2  CSTR(37°C) 12 Glycerol, ORP [-530/-550 mV] 24.9 2.41 0.106 1.69E+04  1.30E+07
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Table S2. Reactor VFA production and % homoacetogenesis

Sample Acetate Lactate Butyrate Propionate Ethanol Succinic Formic 1,3 Propanediol ~ %homoacetogenesis
g/L g/L g/L /L g/L g/L g/L g/L
MXR1-1 5.03 Not measured 57.25%
MXR1-2 428 Not measured 51.43%
MXR1-3 3.30 Not measured 45.67%
MXR1-4 3.93 Not measured 44.69%
MXR1-5 3.36 Not measured 42.88%
MXR1-6 3.72 Not measured 74.74%
MXR2-1 1.99 Not measured 56.64%
MXR2-2 1.62 Not measured 56.85%
MXR2-3 248 Not measured 55.68%
MXR2-5 4.72 Not measured
MXR2-6 5.07 Not measured
MX R3-2 0.65 Not measured
MXR3-3 Not measured
MXR3-4 Not measured
MXR3-5 Not measured
MXR3-6 Not measured
MXR3-7 Not measured
MXR3-8 Not measured
MXR3-9 Not measured
MXR3-10 Not measured
MXR4-1 Not measured
MX R4-2 Not measured
MXR4-3 Not measured
MX R4-4 Not measured
MXR4-5 Not measured
MXR4-6 Not measured
MXR4-7 Not measured
MX R4-8 Not measured
MXR5-1 Not measured
MXR5-2 Not measured
MXR5-3 Not measured
MXR5-4 Not measured
MX R5-5 Not measured
MXR5-6 Not measured
MXR5-7 Not measured
MXR5-8 Not measured
MXR5-9 Not measured
MX R5-10 Not measured
UYRI1-1 Not measured -
UYR1-2 Not measured
UYR1-3 Not measured
UYR1-4 Not measured
UYR1-5 Not measured -
UYR2-1 Not measured -
UYR2-2 Not measured -
UYR2-3 Not measured
UY R2-4 Not measured
UYR2-5 Not measured
UYR3-1 Not measured
UY R3-2 Not measured -
UYR3-3 Not measured
UY R3-4 Not measured
UYR3-5 Not measured
UY R3-6 Not measured
UYR3-7 Not measured -
UYR3-8 Not measured -
CLR1-1 Silva-lllanes et al., 2013 Not measured Silva-lllanes et al., 2013 31.90%
CLR2-1 Silva-lllanes et al., 2014 Not measured Silva-Illanes et al., 2014 52.54%
CLR3-1 Silva-lllanes et al., 2015 Not measured Silva-lllanes et al., 2015 31.26%
CLR4-1 Silva-lllanes et al., 2016 Not measured Silva-Illanes et al., 2016 37.48%
CLR5-1 Silva-lllanes et al., 2017 Not measured Silva-Illanes et al., 2017 -
CLRe-1 [ 016 Not measured 453 50.94%
CL R6-2 0.95 Not measured 1.22 69.93%
CLR7-1 0.49 Not measured 0.61 44.76%
CLR7-2 0.95 Not measured 0.97 36.65%
CLR8-1 0.70 Not measured 1.86 37.02%
CLR8-2 1.04 Not measured 1.89 -
CLR9-1 Not measured 224 24.25%
CL R9-2 Not measured 3.10 -
CLR10-1 Not measured 225 82.11%
CL R10-2 0.72 Not measured 181 79.93%
0.57 Not measured 1.05 88.90%
Not measured k 1.14 83.41%
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Figure S2. Phylogenetic analysis of deduced FTHFS amino acid sequences. Phylogenetic tree was
performed using the Neighbor-Joining Test with 1000 bootstrap replicates. GenBank accession numbers
of reference sequences are shown before the species names. Bootstrap values of > 50% are shown at
nodes. The scale bar represents 10% sequence divergence. Phylogenetic tree was performed based on
amino acid sequence according to Gagen et al., (2010). For this, representative sequences obtained from
BLAST-X were download from GenBank to make sequencing alignment. Amino acid sequences were

aligned by ClustalW, a function within MEGA 5.1 (Tamura et al. 2011)
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ANEXO 1

Puesta a punto de la técnica de qPCR del gen fthfs

Para poner a punto el método de qPCR en nuestro laboratorio se testaron varios set de primers.
Se utilizé el método descripto en Leaphart y Lovell (2001), con los primers FTHFS-f y FTHFS-r. El
tamafio del producto de PCR esperado es de 1,1 kb. También se probaron los primers forward
descriptos por Xu y col. (2009) fhs1 y fhs2. Xu y col. (2009) reportaron una mejor especificidad
de los primers fhs1-FTHFS-r (250 pb) en comparacién al uso de los primers FTHFS-f-FTHFS-r (1,1

kb) y fhs2-FTHFS-r (912 pb). Los primers fueron sintetizados en Macrogen inc. Service.

Gen y secuencia amonoacidica parcial de FTHFs (Moorella thermoacetica)

129 136 187 256 266 314 370 385 41.)6 4?7 41 414 41‘9 44‘7 470 480 484 487 494
e va (o] LoAr]  [ee] [P el i [e]Ra] Al va o
FTHFS-f fhs2 fhs1 FTHFS-r

Figura Al. Posiciones de los primers utilizados para PCR en tiempo real para el gen FTHFS en funcidn de
los nimeros de aminoacidos correspondientes a la numeracién de Moorella thermoacetica. En los
cuadrados se indican los residuos de aminodcidos claves, que son Utiles para diferenciar secuencias FTHFS

de acetdgenos conocidos de aquellos de otros no acetégenos.
Curva de calibracion gen fthfs

Se utilizé como organismo de referencia la cepa de bacteria homoacetogénica Acetobacterium
woodii DSMZ 1030 (Balch et al., 1977). El ADN fue extraido de un cultivo de A. woodii en medio
liquido utilizando el kit de extraccidn de ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™ (Zymo Research)
segun las condiciones descriptas por el fabricante. Para hacer la curva de calibracidn se realizé
la amplificacion del gen fthfs mediante PCR segun las condiciones descriptas en Leaphart y Lovell

(2001).

Las concentraciones utilizadas fueron las siguientes 15,25 puL H20, 2,5 uL Buffer Taq 10X, 1,5 uL
MgCl2 25 uM, 0,25 plL BSA, 2 puL dNTP mix (2.5 uM), 1 pL primer FTHFS-f (10 uM), 1 uL primer
FTHFS-r (10 uM), 0,5 uL de Taq polimerasa (Fermentas) y 1 uL de muestra de ADN. El programa
utilizado fue: desnaturalizacion a 94 °C durante 4 minutos, después 9 ciclos de 94 °C durante 45
s, 63 ° Cdurante 45 s (disminuyendo en 1 C por ciclo) y 72 ° C durante 1 minuto. Después de eso,
se realizaron 30 ciclos de 94°C durante 45 s, 55°C durante 45 sy 72°C durante 1 min. Finalmente,
se realizd un paso de extensidon de 72°C durante 5 min. El tamafio del amplicén se determiné
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con GoodView y utilizando 1 ul de Gene

Ruler TM Plus DNA Ladder de 1 Kb (Fermentas) como marcador molecular. Tanto para la
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preparacion del gel de agarosa como del buffer de electroforesis se utilizd Tris-Borate-EDTA
(TBE) 0,5x (Tris-Borate 45mM y 1mM EDTA). La corrida electroforética se realizé a un voltaje de
100 V y colocado por pocillo 10 uL de muestra con 2 pulL de loading buffer (Fermentas). Se
observaron perfiles de ADN bajo luz UV de un transiluminador (Fotodyne, New Berlin, WI, EE.

uu.).

El producto de PCR de 1,1 kb fue ligado al vector TOPO-3.9kb (Invitrogen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. El pldsmido con el inserto se clond en E. coli TOP 10 mediante
transformacidn con shock térmico. Se realizé la extraccidn de los plasmidos seguin Engebrecht
et al., 1991 y los plasmidos con el gen de fthfs inserto fueron utilizados para construir la curva
de calibracién para el gPCR. Los estdndares se prepararon realizando diluciones sucesivas 1:10

del plasmido.

Para realizar la reaccién de gPCR se utilizo el kit de Rotor-Gene SYBR® Green PCR Kit (Qiagen,
Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se prepard la mezcla de reaccién en un
Unico tubo considerando el nimero de muestras y controles para analizar y luego se repartié en
los tubos de gPCR. El volumen final por muestra fue de 25 pL donde se agregd 12,5 uL del Mix
2X, 1 uL del primer FTHFS-ry 1 uL del primer FTHFS-f, 5 uL de muestra de ADN y 5,5 ulL de H20.
El ciclo segun se realizd segun lo descripto por Leaphart y Lovell (2001). El ensayo fue realizado
con el ADN de la cepa de referencia A. woodiiy también se utilizaron ADN de cepas como control

negativo (Pseudomonas sp. y Raoultella sp. ambas aisladas en nuestro laboratorio).

Resultados

En un principio, se llevd a cabo la amplificacién del gen fthfs utilizando ADN de la cepa de
referencia A. Woodii y se logré la amplificacion del gen (Figura 2) utilizando los diferentes
conjuntos de cebadores con los tamafos de los fragmentos reportados en la bibliografia. Las
cepas negativas utilizadas no se amplificaron con los cebadores FTHFS-f y FTHFS-r, lo que indica

la especificidad con este conjunto de cebadores.

En el momento de la puesta a punto de la qPCR se observd que el set de primers FTHFS-fy FTHFS-
r fueron los que presentaron mejor especificidad y los resultados se muestran en la figura 3. Se
detectd amplificacién de muestras de ADN correspondientes a las cepas puras y ADN de una
comunidad microbiana obtenido de ensayos de actividad homoacetogénica en lote. Esta ultima
muestra presenté amplificacion en PCR en Tiempo Real lo cual es consistente con los resultados

obtenidos de esta muestra que presentdé consumo de H2 y produccion de acetato.
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Las curvas de melting muestran un desplazamiento de los picos correspondientes a la muestra
de ADN de la comunidad microbiana en comparacion con los picos de la cepa pura observados
(figura 3). El desplazamiento de la curva puede deberse a las diferentes especies de
microorganismos homoacetogénicos que pueden estar presentes en la muestra. Esto es
consistente con los resultados de Xu et al. (2009). Sin embargo, observamos que los cebadores
FTHFS-f y FTHFS-r presentaron un mejor especificidad en comparacion con los cebadores fhsly
FTHFS-r, por lo que utilizamos el primer conjunto de cebadores para analizar muestras de

diferentes biorreactores.

Figura A2. Gel de electroforesis. MM: marcador molecular, F: amplificacién con cebadores FTHFS-f y
FTHFS-r, fhs1: amplificacidon con cebadores fhs1y FTHFS-r, fhs2: amplificaciéon con cebadores fhs2 y FTHFS-
r, C-1: Raoultella spp usada como control negativo usando cebadores FTHFS-f y FTHFS-r, C-2: control
negativo de Pseudomonas spp usando cebadores FTHFS-f y FTHFS-r, B: control negativo sin muestra de

ADN.

3’

Figura A3. A: Curvas de amplificacién. B: Curva de melting. Flecha negra: A. woodii, Flecha blanca:

muestra de actividad homoacetogénica, Flecha roja: control negativo.

Sin embargo, para los estudios de secuenciacion masiva del gen de fthfs donde se requieren
fragmentos mas cortos (menor a 400 pb) se realizé una nested PCR donde el primer par utilizado

fue el FTHFS-f y FTHFS-r y posteriormente se realizd una segunda PCR para el par fhs1-FTHFS-r.
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Capitulo 3
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1. Introduccion

1.1 Celdas de combustible microbianas

Las celdas de combustible microbianas (en inglés Microbial Fuel Cells, MFC) son dispositivos bio-
electroquimicos (BES) que convierten un sustrato en electricidad mediante la actividad

metabdlica de microorganismos (leropoulos et al., 2005).

Un sistema bioelectroquimico es un tipo de biorreactor en el que pueden tener lugar procesos
bioldgicos y electroquimicos para generar electricidad, H, u otros productos de interés.
Inicialmente, la investigacion de BES se centré en la produccidn de electricidad en las MFC. Los
BES se han utilizado en muchas otras aplicaciones, incluida la produccién de hidrégeno en celdas
de electrdlisis microbiana (MEC), la produccion quimica a partir de la reduccién de CO; en los
procesos de electrosintesis microbiana (MES) y la desalinizacién de agua en celdas microbianas

de desalinizacién (MDC) (Moscoviz et al., 2016).

Las MFC presentan tres componentes: una camara anddica que funciona como dnodo, una
camara catddica que funciona como catodo y un intercambiador de cationes. La cdmara anddica
es el compartimiento de crecimiento, donde se suministran todos los componentes para que
crezcan microorganismos adecuados pudiéndose o no agregar mediadores electroquimicos
(Figura 1). Las reacciones metabdlicas de los microorganismos generan electrones que son
dirigidos al anodo (Min et al., 2005). Por otro lado, en el catodo debe ocurrir una reaccién con
alto potencial redox y rdpida. En general se forma agua por reduccién del oxigeno (catodos
abiertos al aire). Para ello se usa un electrodo de platino que cataliza la reaccién entre las
moléculas. Sin embargo, este tipo de electrodo no es sustentable econdmicamente y se han

buscado otras alternativas mas baratas incluyendo biocatodos (Park et al., 2020).

El intercambiador de iones constituye el compartimento de interconexién del catodo con el
anodo por donde se completa la reaccidn. El intercambiador mas usado es la membrana de

intercambio de cationes Nafion TM que actia como una membrana de intercambio de protones.

Otras membranas también utilizadas son membranas de dialisis, puentes salinos, papel de

carbon y capa de Nafion liquida entre otras (Mohan et al, 2008).

1.2 (Como generan electricidad los microorganismos?

Los microorganismos sobreviven y crecen gracias a la energia que obtienen por transferencia de
electrones a partir de un dador de electrones. Se pueden dar dos procesos por los cuales ocurre

esta transferencia: la respiracion y la fermentacion.
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En la respiracion los microorganismos obtienen los electrones de un sustrato y los transfieren a
través de a una serie de transportadores a un aceptor externo de electrones (oxigeno en el caso
de respiracion aerdbica, nitrato, sulfato y otros en respiraciones anaerdbicas). Durante esta
transferencia se genera un gradiente de protones que luego se disipa con la concomitante
formacidn de ATP. La cantidad de energia obtenida en el proceso estd dada por la diferencia de
potencial redox entre el dador de electrones (sustrato) y el aceptor de electrones (por ejemplo,
el oxigeno) (Madigan, 2000). Estos procesos naturales se utilizan en las MFC para obtener

electricidad.

El dnodo de las MFC es un compartimento que carece de aceptores externos de electrones
(ambiente anaerdbico sin nitrato ni sulfato) en el cual el electrodo de grafito actia como aceptor
externo de electrones. La cantidad de electricidad producida depende de la diferencia de

potencial redox entre el sustrato a degradar y el electrodo (Rahimnejad et al., 2015).

El resultado final es un proceso catalizado por los microorganismos en el cual un sustrato rico
en electrones se transforma en: i) electrones que se transfieren al electrodo en el dnodo ii)
protones que migran al catodo, iii) productos oxidados que salen de la MFC. Los electrones
fluyen a través del circuito eléctrico hacia el catodo donde el oxigeno es reducido a agua (en
catodos quimicos) o en procesos mediados por microorganismos (en catodos microbianos)

(Clauwaert et al., 2007) (Figura 1).

1.3 Microorganismos asociados a la transferencia de electrones al dnodo

Para que funcione una celda microbiana es fundamental que el biodnodo sea colonizado por
microorganismos con capacidad de transferir electrones (microorganismos electroactivos).
Dependiendo del inéculo, del sustrato utilizado, de las condiciones de operacién de la celda, del
diseio de la celda, la comunidad microbiana que se desarrolle va a variar y por lo tanto va a
variar el desempeiio de la celda (Logan y Regan, 2006; Aelterman et al., 2006). Estos consorcios
microbianos se verdn afectados por el tipo de sustrato y la presencia o no de aceptores de
electrones externos y ademas por la presencia del dnodo. El electrodo va a forzar a las células a
transferir los electrones a la superficie de éste y por lo tanto se va a desarrollar un biofilm

eléctricamente activo alrededor del anodo (Rahimnejad et al., 2015).

En la naturaleza, existe una gran diversidad de microorganismos electroactivos. En particular,
organismos de la familia Proteobacteriaceae, Gram negativos, como Geobacter sulfurreducens
o Shewanella oneidensis se han utilizado como microorganismos modelo para investigar los

mecanismos de transferencia de electrones en MFC. Sin embargo, también se ha reportado que
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algunas bacterias Gram-positivas, como diferentes especies del género Clostridium, asi como
algunas especies de arqueas, levaduras y microalgas pueden transferir electrones a través de su

barrera celular a un anodo o aceptar electrones de un catodo (Sydow et al., 2014).
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Figura 1. Esquema de cdmo opera una celda microbiana de combustible (extraido de Rabaey, Verstraete

2005).

Debido a la gran diversidad de microorganismos que se ha reportado en estas comunidades se
piensa que la capacidad de transferir electrones es ubicua en el mundo microbiano. Esto es muy
prometedor ya sea para encontrar nuevos grupos de microorganismos electroactivos como para
la robustez del sistema. Sistemas diversos garantizarian sistemas mads estables y mayor

efectividad en la produccién de electricidad (Aelterman, 2009).

A pesar de que las comunidades desarrolladas en las MFC han sido estudiadas por varios autores
en los ultimos afios, aun queda mucho por saber. Cudl es el rol de cada uno de los grupos, la
importancia de su presencia y como afectan las condiciones de la celda al desarrollo de éstos

son algunos de los temas a dilucidar. En este trabajo se propone profundizar en este aspecto.
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1.4 Mecanismos de transferencia de electrones

Los seres vivos conservan energia al trasladar electrones de un sustrato organico (donante de
electrones) a un receptor de electrones terminal (por ejemplo, oxigeno) a través de reacciones
redox en una cadena respiratoria. En la respiracién cldsica, estas reacciones redox son
intracelulares. Sin embargo, en los microorganismos electroactivos, las reacciones de
transferencia de electrones se extienden mas alla de la superficie celular en un proceso llamado
transferencia de electrones extracelular (EET). EET es una caracteristica metabdlica Unica que
permite a los microorganismos electroactivos utilizar donantes o aceptores de electrones en
estado sélido ubicados fuera de la célula, que de otra forma permanecerian inaccesibles
(Schroder et al.,, 2015). Los microorganismos que 'liberan' electrones en un receptor de
electrones extracelular de estado sélido son electrégenos, mientras que los microorganismos
gue 'recuperan' electrones de un donante de electrones extracelular son electrétrofos. Los
electrégenos son capaces de liberar electrones en una superficie de electrodo (dnodo), que es
cuantificable como corriente eléctrica positiva, mientras que los electrotrofos recuperan
electrones de una superficie de electrodo (catodo), que es cuantificable como corriente eléctrica

negativa (Schrdder et al., 2015).

Las bacterias electrogénicas presentan distintos tipos de trasferencia de electrones al dnodo.
Estos pueden ser directos o indirectos (Figura 2). Los mecanismos directos se caracterizan por
la transferencia de electrones directamente al dnodo sin ayuda de mediadores externos. Los
electrones se transfieren a través de proteinas de membrana como citocromos tipo c, o
prolongaciones denominadas pili que funcionan como “nanowires” (Lovley, 2008). Shewanella

spp., Geobacter spp. presentan este tipo de mecanismo (Malvankar y Lovley, 2012).

Por otro lado, la transferencia indirecta de electrones requiere de la ayuda de mediadores
externos o mediadores producidos por los mismos microorganismos. Estos son mediadores
redox solubles que transportan los electrones desde la bacteria al electrodo. Microorganismos
del género Shewanella producen riboflavinas como mediadores para la transferencia de

electrones (Marsili et al., 2008).

En el caso de las pilinas (proteinas que conforman el pili o nanowire), en Geobacter se
encuentran altamente conservados entre las especies de Geobacter y formando una linea de
descendencia independiente entre las pilinas bacterianas (Reguera et al. 2005; Reguera, 2018).
Cuando las pilinas se ensamblan, forman fibras que, en ausencia de metales y cofactores redox,
conducen electrones a tasas que exceden en gran medida las tasas de respiracion celular

(Lampa-Pastirk et al.2016). Los pili conductores presentes en Geobacter presentan estructuras
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motivos de superficie flexibles que promueven interacciones electrostaticas con los aceptores
de electrones extracelulares y su reduccion. Cuando se da la reduccién de los oxidos de Fe (ll1),
los pili solubilizan parte del metal como Fe (Il) pero también forman magnetita, un mineral
magnético mixto que contiene Fe (lll) y Fe (ll) que permanece unido a los filamentos del pili. El
Fe (l1) soluble proporciona el donante de electrones para los oxidantes de Fe (Il), que reciclan el
hierro (Reguera, 2018). Las propiedades semiconductoras del producto de magnetita pueden
promover la transferencia de electrones interspecies y el acoplamiento sintréfico del

metabolismo de Geobacter con bacterias reductoras de nitrato (Kato, et al., 2012).

También se ha observado que la magnetita estimula las interacciones electro-sintréficas entre
Geobacter y microorganismos metanogénicos (Kato et al., 2012). De hecho, los estudios
ambientales de suelos indican la interaccidon electro-sintréfica entre Geobacter y metanogénicas
con una alta expresidn de los genes de pilina en Geobacter (Holmes et al.2017). Esto sugiere que
los pili estan mediando directa o indirectamente (a través de magnetita) la transferencia de
electrones interespecies con los socios sintréficos. Los nanowires promueven la agregacion
célula-célula y la formacion de biofilms en varias superficies, incluidos los electrodos (Reguera,
2018). El biofilm presenta abundancia de citocromos de tipo C (c-Cyts) y requiere que la red de
nanowires conecte electrénicamente las células. Esto permite que los biofilms continden
creciendo a distancias de micrémetro desde una superficie subyacente de aceptacién de
electrones y recojan la corriente del metabolismo oxidativo colectivo de las células del biofilm

(Steidl et al., 2016).

Por otro lado, se ha reportado que en Shewanella oneidensis MR-1 la transferencia de electrones
extracelular implica interacciones entre cofactores de flavina secretados y c-Cyts especializados
de membrana externa. Originalmente se informé que esta bacteria producia nanowires para EET
(EI-Naggar et al. 2010). Se suponia erréneamente que los nanowires en MR-1 eran pili
conductores, como en Geobacter, aunque la conductividad de los filamentos de pili de MR-1 se
habia descartado anteriormente (Reguera et al. 2005). Ahora se ha establecido que los
nanowires en MR-1 son extensiones de membrana externa formadas por la fusién de vesiculas

de membrana externa (Pirbadian et al. 2014).

Por otro lado, las flavinas secretadas son, de hecho, el mecanismo principal para la reduccion de
aceptores de electrones insolubles por MR-1. Una vez secretados, los cofactores solubles
pueden ser utilizados por otros organismos, incluidos los que carecen de mediadores

(Prokhorova et al.2017).
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Muchos de los microorganismos electrogénicos son reductores de hierro y manganeso, es decir,
utilizan estos metales como aceptores de electrones (Weber et al., 2006). El hierro se encuentra
generalmente en la naturaleza como 6xido de Fe (lll) siendo utilizado como aceptor de

electrones para la oxidacién de la materia organica.
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Figura 2. Mecanismos de trasferencia de electrones al anodo. Extraido de Sayed et al., 2017

1.5 Utilizacion de aguas residuales como sustratos para MFCs

Se ha estudiado diversos compuestos organicos como fuentes de energia en MFCs. Desde
carbohidratos (glucosa, sacarosa, celulosa y almiddn), acidos grasos volatiles (formiato, acetato,
butirato), alcoholes (etanol, metanol), aminoacidos, proteinas e incluso compuestos inorganicos
como sulfuros y drenajes de minas (Cheng et al., 2011, Clauwaert et al., 2008, He et al., 2005,

Heilmann and Logan, 2006, Ishii et al., 2013, Min et al., 2005, Rabaey y Rozendal 2010).

A pesar de que se ha obtenido buenos rendimientos energéticos con sustratos puros, su
aplicacion a gran escala aun no es factible econémicamente. Por otro lado, la utilizacién de aguas
residuales tiene la ventaja de eliminar un contaminante y obtener energia. En este sentido se
ha utilizado un amplio rango de aguas residuales como agua residual doméstica (Liu et al., 2011),
agua residual de produccién cervecera (Feng et al., 2008), agua residual del reciclado de papel

(Huang y Logan, 2008) y efluente de digestores anaerdbicos (Aelterman et al., 2006a).
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Sin embargo, la cantidad de electricidad producida es alrededor de 10 veces menor que la
producida por sustratos puros (Aelterman et al., 2006a, Clauwaert et al., 2008a) por lo cual es
necesario optimizar los procesos. Ademas, se ha reportado que la composicion del agua residual
afecta fuertemente el potencial de las MFCs (Rabaey y Verstraete, 2005). El tipo de agua residual
afecta la composicién microbiana de la comunidad que coloniza el biodnodo por lo cual se
afectara el rendimiento del proceso. Los microorganismos que crecen en la superficie del anodo
de los MFC son los factores clave porque son responsables tanto de la degradacién de
compuestos como de la produccidn de electricidad. Por tanto, las poblaciones y la actividad de
las bacterias en el anodo son muy importantes para la produccion de electricidad (Gao et al.,
2014). No todos los microorganismos presentes en el consorcio de biofilms estdn involucrados
en el proceso EET; sin embargo, pueden participar en otras funciones, como proporcionar

nutrientes organicos a los microbios electrogénicos del consorcio (Lovley, 2008).

En cuanto a las comunidades microbianas que se desarrollan en las celdas, los trabajos basados
en secuenciacion de genes del ARNr de 16S muestran un predominio de secuencias afiliadas a
los filos Proteobacteria, seguido de Firmicutes y secuencias no clasificadas (Aelterman, 2009;

Sciarria et al., 2019).

A pesar de que las comunidades desarrolladas en las MFC han sido estudiadas por varios autores
en los ultimos afios, aun queda mucho por saber, en particular la mayoria de los trabajos se
basan en técnicas independientes de cultivo por lo cual el rol de los diferentes microorganismos

detectados no se conoce.

1.6 Antecedentes

En el marco del tema de produccién de hidrégeno, se decidié estudiar la utilizacién de los acidos
orgdnicos producidos durante la fermentacion como alimentacidn de celdas microbianas. En
este contexto el uso de celdas de combustible microbianas seria una forma de complementar la
produccién de energia luego de la produccion de H,. En el trabajo de posgrado de Wenzel et al.
(2017) se operaron tres celdas de combustible microbianas con diferentes sustratos: 1-suero de
queso, 2- acetato y 3-efluente de salida de un reactor de produccién de hidrégeno alimentado

con suero de queso (Wenzel et al., 2017, Figura 3).
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Figura 3. Celda de combustible microbiana operada en el laboratorio

Al finalizar la operacién de las celdas se tomaron muestras de los dnodos y se realizé el analisis

de la comunidad microbiana mediante secuenciacion masiva del gen del ARNr de 16S.

En este trabajo de tesis nos enfocamos a estudiar los microorganismos responsables de la
transferencia de electrones en estas celdas. Para estudiar estos microorganismos se aplicaron
diferentes métodos para aislar microorganismos electrogénicos. Se logrd aislar varios
microorganismos pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Paracoccus, Raoultella,
Geobacter, Achromobacter, Ochrobactrum, Lactobacillus, Comamonas y Ralstonia. Los
resultados fueron publicados en Wenzel et al. (2017). Uno de los microorganismos aislados se
caracterizd como perteneciente al género Raoultella. Una especie de este microorganismo se
reporté como electrogénica en el trabajo de Kimura et al., 2014. Este género se caracteriza por
ser microorganismos aerobios facultativos que utilizan una amplia variedad de azlcares como
fuente de carbono y energia. Debido a que este género no ha sido muy estudiado como
electrogénico, se decidié profundizar en el estudio de este microorganismo con el objetivo de
caracterizar nuestro aislamiento y profundizar en los mecanismos de electrogénesis para

determinar su rol e importancia en las celdas.

2. Objetivos de este capitulo

Obtener conocimiento que permita mejorar el rendimiento de energia con celdas de

combustible microbianas.

Objetivos especificos

1. Determinar cudles son los microorganismos responsables de transferencia de
electrones en celdas microbianas de catodo al aire operadas previamente en nuestro

laboratorio (Resultados publicados en Wenzel et al., 2017)
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2. Profundizar en la caracterizacién de una cepa electrogénica aislada de previamente de una
MFC operada en nuestro laboratorio (Resultados presentados en Fuentes et al., 2020)
3. Determinar cudles serian los posibles mecanismos de electrogénesis (Resultados

presentados en Fuentes et al., 2020)
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Trabajo 3. Microbial fuel cell coupled to biohydrogen reactor: a feasible technology to

increases energy yield from cheese whey

Objetivos especificos abarcados en este trabajo

En el articulo de Wenzel et al., 2017 se muestran los resultados de las operaciones de tres MFC
operadas con distinto sustrato. El objetivo del trabajo fue estudiar la produccién de energia en
una celda de combustible microbiana con efluente producido por la fermentacién oscura de
suero de queso y comparar su desempeiio con dos celdas de combustible microbianas, una
alimentada con suero de queso y un control alimentado con acetato. En este trabajo se abarca

el siguiente objetivo especifico:

Determinar cuales son los microorganismos responsables de transferencia de electrones en

celdas microbianas de cdtodo al aire operadas previamente en nuestro laboratorio

Contribucion del autor de la tesis

El trabajo del autor se basd en colaborar con la operacidn de las celdas, realizar los aislamientos
de los microorganismos presentes en el biodnodo y la caracterizacién de estos microorganismos
mediante la secuenciacion del gen de bacteria ARNr 16S asi como la interpretacién de los

resultados.
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Abstract

An important pollutant produced during the cheese making process is cheese whey which is a
liquid by-product with high content of organic matter, composed mainly by lactose and proteins.
Hydrogen can be produced from cheese whey by dark fermentation but organic matter is not
completely removed producing an effluent rich in volatile fatty acids. Here we demonstrate that
this effluent can be further used to produce energy in microbial fuel cells. Moreover, current
production was not feasible when using raw cheese whey directly to feed the microbial fuel cell.
A maximal power density of 439 mW/m2 was obtained from the reactor effluent which was
1000 times more than when using raw cheese whey as substrate. 16S rRNA gene amplicon
sequencing showed that potential electroactive populations (Geobacter, Pseudomonas and
Thauera) were enriched on anodes of MFCs fed with reactor effluent while fermentative
populations (Clostridium and Lactobacillus) were predominant on the MFC anode fed directly
with raw cheese whey. This result was further demonstrated using culture techniques. A total
of 45 strains were isolated belonging to 10 different genera including known electrogenic
populations like Geobacter (in MFC with reactor effluent) and known fermentative populations
like Lactobacillus (in MFC with cheese whey). Our results show that microbial fuel cells are an
attractive technology to gain extra energy from cheese whey as a second stage process during

raw cheese whey treatment by dark fermentation process.

Keywords: Microbial fuel cell, cheese whey, biohydrogen, microbial community, amplicon

sequencing, anode bacteria isolation
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1. Introduction

Cheese whey is a liquid by-product that remains after the cheese making process and represent
up to 95% of the initial milk volume and is considered an important pollutant partially due to its
high chemical oxygen demand (0.8—-102 gCOD/L) [1]. Dry matter in cheese whey accounts up to
7% and it is composed by lactose, proteins, salts, lipids, lactic acid, citric acid and nitrogenated
compounds such as urea and uric acids [2]. The typical treatment for this wastewater are
anaerobic lagoons, but more efficient technologies as nutrient and water recovery or anaerobic
digestion have been explored and applied at full scale [1]. One interesting alternative for cheese
whey treatment is dark fermentation where biohydrogen is produced, which we and other
authors have demonstrated feasible [3—10]. However, this option presents some limitations like
strong variations in hydrogen vyields and the incomplete degradation of organic matter
remaining as volatile fatty acids which indicates that further research is necessary to obtain a
stable and efficient system [4, 9, 11]. Within bioelectrochemical systems, microbial fuel cells
(MFC) are emerging as a new alternative for energy recovery during treatment of wastewaters.
In MFCs, the organic matter is converted to CO,, protons and electrons by microorganisms as
part of their metabolism using the anode electrode as a final electron acceptor. The released
electrons are transferred to a current collector and migrate through an external resistor to the
cathode generating electric current. At the cathode, oxygen reduction to water is catalyzed using
the electrons and protons produced on the anode [12]. In a MFC, the development of a biofilm
on the anode surface is essential for an improved bio-catalysis and electron transfer to get
efficient current production. Microbial communities developed on MFC anodes are very diverse
and no typical MFC microbial community has been described [13]. Several phylogenetic groups
have been found to be predominant in MFCs, however, some genera like Geobacter and
Pseudomonas are commonly found in mixed culture MFC anodes and are associated with
current production due to their feasibility of current generation under axenic conditions [14].
Nevertheless, highly diverse communities are detected on anodes [15, 16] and therefore,
predicting electrical power production performances through microbial ecology analysis is still
a challenge. MFCs have been proposed as a possible technology to harness energy from the
remaining organic matter after the dark fermentation process for effluents like cellulose, organic
solid wastes, cane molasses, crude glycerol and sucrose [17-21]. To our knowledge, the effluent
of dark fermentation of cheese whey has never been used for energy production in MFCs. But,
several studies report the use of cheese whey to produce energy in MFCs generally with low
coulombic efficiencies [22-27]. A predominance of alternative pathways instead of current

production were inferred through the low coulombic efficiencies obtained and cheese whey
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sterilization has been recommended to improve MFC performance [23, 24]. No analysis of the
microbial communities associated to anodes of cheese whey fed MFCs have been reported
which is relevant to understand the scarce coulombic efficiencies obtained. Our focus was to
study the feasibility of energy production with effluent produced by dark fermentation of cheese
whey in microbial fuel cells and to compare its performance with two microbial fuel cell, one fed
with cheese whey and a control fed with acetate. We intend to explain the performance of the
microbial fuel cells, in terms of current production and coulombic efficiency, through the
analysis of the microbial communities developed on the anodes and the isolation of bacteria

from the anodes.
2. Materials and methods
2.1 MFC set-up and operation

Three single chamber air cathode MFCs containing graphite felt anodes were built using acrylic
according to Liu and Logan (28). Each MFC consisted of a 4 cm long by 3 cm in diameter chamber
with a measured working volume of 25 mL after installing the electrodes. Graphite felt anodes
(7 cm2) (Alfa Aesar) were connected to a 3 cm titanium wire as current collector. The cathodes
(7 cm2 total exposed surface area) were made by applying a platinum catalyst (0.36 mg Pt/cm2,
Electrodes and more-US) and a Nafion membrane layer (Dupont) on the liquid-facing side of a
carbon cloth (Fuel Cell Earth). Five PTFE (SIGMA—-Aldrich) diffusion layers were added on the air-
facing side [29]. An external resistance of 200 Q was used to connect anode and cathode
electrodes as 218 Q was shown to produce maximum power in a similar MFC fed with acetate
[30]. Medium was recirculated using a peristaltic pump (i150, iPumps-UK) with a flow of 3
mL/min between the anodic chamber and an auxiliary 120 mL flask. MFCs were inoculated (10%
v/v) with liquid from the anodic chamber of a tubular MFC operated in LabMet, Belgium. This
MFC was inoculated with activated sludge and fed with acetate for more than 2 years. The liquid
from the anodic chamber was stored at 4 °C for 6 months before using it as inoculum in the
MPFCs. All MFCs were initially fed with mineral medium containing (per liter) 5.6 g Na;HPO4 -H0,
3 g K;HPO4, 0.5 g NaCl, 1 g NH4Cl, 0.24 g MgS0s, 0.011 g CaCly, 1 mg FeSOs, 0.07 mg ZnCl,, 0.1
mg MnCl, 0.006 mg H3BOs, 0.002 mg CuCl, -2H,0, 0.024 NiCl, -6H,0, 0.036 mg Na:Mos -2H,0,
0.238 mg CoCl, -6H,0 and 2.5 gCOD/L of sodium acetate as organic substrate. Sodium acetate
was replaced by complex substrates (2.5 gCOD/L) when the voltage response after each sodium
acetate addition was similar (aprox. 2—3 months). The complex substrates used were raw cheese
whey for MFC 1 and the effluent from a biohydrogen producing reactor fed with cheese whey

for MFC 2 (full description of the these substrates can be found in the following section). The
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complex substrates were previously diluted in the mineral medium to reach a concentration of
2.5 gCOD/L for MFC 1 and MFC 2, respectively. A third MFC was operated with sodium acetate
(2.5 gCOD/L) as substrate throughout the whole experiment and was used as control MFC. A
complete operation cycle was considered from the feeding start until a cell potential value below
5 mV. MFCs were operated at 30 °C in a thermostatically controlled room and the initial pH was
7.2. Samples (1 mL) were taken from the anodic chamber of the MFCs for reducing sugars and

volatile fatty acids measurements.

2.2 Complex substrates used to fuel the MFCs

Raw cheese whey was provided from a dairy factory in Canelones, Uruguay. The average
composition of the cheese whey was as follows: chemical oxygen demand (COD) 67,000 mg/L
(standard deviation 6000 mg/L, 66 samples); total nitrogen 1335 mgN/L; total phosphorus 310
mg/L; and pH 4.7 (standard deviation 0.9, 66 samples) [3]. The concentration of reducing sugars
was 54.7 g/L (61.4 gCOD/L assuming reducing sugars as lactose) which represents 92% of the
total COD. The main volatile fatty acid (VFA) was lactic acid with a concentration of 0.59 g/L. The
biohydrogen reactor effluent was obtained from a lab scale biohydrogen producing reactor fed
with the aforementioned raw cheese whey operated at the BioProA laboratory (Engineering
Faculty, University of the Republic in Uruguay). The COD of the reactor effluent was 25,000 mg/L
(measured by BioProA group according to standard methods [31]). No lactose was detected in
the reactor effluent and the main VFAs were acetic (8.7 g/L) and butyric (6.6 g/L). Both complex

substrates were homogenized, dispensed in 20 mL falcon tubes and stored at -20 °C until use.

2.3 Chemical analyses

Volatile fatty acids concentration was determined by high performance liquid chromatography
(HPLC) with a Rezex ROA-Organic Acid H+ (8%) (300 x 7.8 mm) column (Phenomenex) and a
diode arrange detector (Waters 2998) at the HPLC platform of the Biological Research Institute
“Clemente Estable” (Uruguay). Prior to the analysis protein content was precipitated for each
sample adding a final concentration of 1 M perchloric acid (Sigma Aldrich) and centrifuged 5 min
at 5000g. The pellet was discarded and the supernatant was filtered through 0.22 um filter
(Sartorius) Reduced sugar concentration was measured by 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) method

[32] and the calibration curve was performed using lactose.

2.4 Electrochemical measurements and coulombic efficiency calculation

Cell potential was registered every 15 min using a datalogger (Keithley, USA) connected to a

personal computer. The coulombic efficiency (CE), the ratio between the charge in coulombs
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recovered and total charge in coulombs in the substrate, was calculated as previously described
for the best operation cycle after adding the complex substrate [33]. Polarization curves were
performed in a three arrange electrodes using a PGZ 301 Voltalab potentiostat and the
Voltamaster 4 software (Radiometer Analytical, France) using the working cell volume (25 mL)
to calculate the power density by cubic meter or the anode geometrical area to calculate the
power density by square meter. The reference and counter electrode were connected to the
cathode and the working electrode was connected to the anode. Before performing polarization
curves, the cell was operated under open circuit conditions for a period of 15 min. The cell
resistance was gradually decreased to obtain the short circuit value. The power density was

calculated assuming an ohmic like system.

2.5 Microbial community analysis

2.5.1 DNA extraction and amplicon sequencing

Microbial communities of the bio-anode biofilm were analyzed at the end of the experiments.
Anode graphite felts were washed with sterile distilled water, chopped in fine pieces and the
genomic DNA was extracted using the Power Soil DNA Kit (Mo Bio laboratories, Carlsbad, CA,
USA) as described by the manufacturer instructions DNA was dehydrated with 95% ethanol and
submitted to the Institute for Agrobiotechnology Rosario (INDEAR, Rosario, Argentina) for 454-
pyrosequencing analysis (Roche Genome Sequencer FLX Titanium system). A fragment of 16S
rRNA genes, corresponding to V3 and V4 regions, were amplified with the primer set 515
forward and 806 reverse [34]. Sequences were analyzed using the Quantitative Insights into
Microbial Ecology (QIIME) software [35]. Chimera detection was performed with USEARCH 6.1
software. De novo OTUs picking and taxonomic assignment were defined using the UClust
algorithm on the basis of 97% sequence identity with Greengenes database reference
sequences. Sequence alighments were performed with PyNAST. Alpha (Dominance, Shannon,
Simpson and Equitability) and Beta (weighted-Unifrac and principal component analysis)
diversity analysis were performed with the QIIME software. Raw sequences were deposited at

NCBI-SRA database (Accession number SRX958299).

2.5.2 Anodic bacteria isolation and 16S rRNA gene sequencing

Anode samples from MFC 1 (raw cheese whey), MFC 2 (biohydrogen reactor effluent) and the
control MFC (acetate) were suspended in sterile PBS buffer and treated with sonication (15 s,
200 kHz) to detach bacteria from the anodes. 1mL from the anode suspensions were inoculated

into25 mL vials with 10 mL of different media (Table 1). The vials were sparged with nitrogen
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gas (99.99%, The Linde Group, Uruguay) to ensure anaerobic conditions. Successive dilutions
were made and then two strategies were followed. (1) Direct plate isolation from dilutions 107
to 107%; (2) dilution to extinction. Vials were incubated until growth was observed and plate
isolation was performed from the last vial showing growth. For isolation, the media were
supplemented with agar (1.3%, Difco). Plates were incubated under aerobic and anaerobic
conditions. For anaerobic conditions, anaerobic bags (Anaerocult® A mini, Merck, Germany)
were used. Different media were selected to cover diverse physiological groups, focusing on
anaerobic respiring bacteria which includes several exoelectrogenic bacteria. Fusibacter media
(DSM 853) was included due to the high abundance of Fusibacter on anodes detected by 16S
rRNA gene amplicon sequencing. Geobacter media (DSM 579) was included as several species

within Geobacter are exoelectrogenic. Media and culture conditions are shown in Table 1.

Table 1. Isolated strains from anodes. Media and culture conditions used to isolate bacteria from the

anodes.
Media and incubation conditions® MFC Strain
Anaerobic. LB with iron® as electron acceptor 1 FE1, FES5, FE7 FE2, FE8
Aerobic. M9 media with acetate® as electron donor 1 01
02,03,05,013, 07
017
2 015,016,018, 019, 020
012,023
022
026
Control 08,011,010, 06,014
09
04
Anaerobic. M9 media with acetate as electron donor and Control N1, N4, N7, N9, N11, N14
nitrate as electron acceptor 7 N2, N3, N5, N6, N10
N8, N12
Anaerobic. Fusibacter media 2 F
Anaerobic. Geobacter media with acetate as electron donor 2 B.NV
and iron® as electron acceptor NAR

AA11 cultures were incubated at 30°C
"Iron was added as ferric citrate 20 mM
“Acetate was added as sodium acetate 1 g/L.

“Nitrate was added as potassium nitrate 20 mM

Colony PCR was performed to amplify the 16S rRNA gene by resuspending a colony in 100puL of
sterile Milli-Q water and heated 15 minutes at 100 °C and then at -20 °C for 20 minutes. The
suspension was centrifuged 15 minutes at 12000 rpm and 2uL were used for the PCR reaction.

PCR was performed using the general Bacteria primers, 27F and 1492R as described previously
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[3, 36]. PCR products were verified in 1% agarose gel and sequenced in Macrogen Sequencing
Service (Korea). Sequences were deposited at NCBI GeneBank database under the following
accession numbers: N1 KX898513, N2 KX898514, N3 KX898515, N4 KX898516, N5 KX898517, N6
KX898518, N7 KX898519, N8 KX898520, N9 KX898521, N10 KX898522, N11 KX898523, N12
KX898524, N14 KX898525, 04 KX898526, 022 KX898527, 023 KX898528, 026 KX898529, FE1
KX898530, FE2 KX898531, FE5 KX898532, FE7 KX898533, FE8 KX898534, O1 KX898535, 02
KX898536, O3 KX898537, O5 KX898538, 06 KX898539, O7 KX898540, 08 KX898541, 09
KX898542, 010 KX898543, 011 KX898544, 012 KX898545, 013 KX898546, 014 KX898547, 015
KX898548, 016 KX898549, 017 KX898550, 018 KX898551, 019 KX898552, 020 KX898553, B
KX898554, F KX898555, NAR KX898556, NV KX898557.

2.6 Phylogenetic analysis

Phylogenetic trees were constructed with sequences from the most abundant OTUs presented
in Table 2 and one phylogenetic tree with the 16S rRNA gene sequences of the isolated strains.
The phylogenetic trees were constructed using the software MEGA 5.2 [37]. Sequences were
aligned using clustalW together with sequences downloaded from GeneBank database (National
Center for Biotechnology Information-NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). The phylogenetic
relationship between sequences was determined using the Neighbor-Joining method [38], and
the bootstrap consensus tree was inferred from 1000 replicates [39]. For the OTUs 225 positions

were considered while for the isolated strains the positions considered were 493.
3. Results
3.1 Electrochemical performance of the microbial fuel cells

After changing the influent from acetate to the complex substrate, a higher potential was
obtained for MFC 2 (fed with biohydrogen bioreactor effluent) compared to MFC 1 (fed with raw
cheese whey) (Fig. 1). The maximum cell potential obtained for MFC 2 was 0.209 V in the first
operation cycle with reactor effluent but dropped to 0.142 and 0.097 V in the second and third
cycles, respectively (Fig. 1). MFC 1 reached only 0.035 V in the first feed cycle with raw cheese
whey and this potential was never exceeded in subsequent cycles (Fig. 1). The control MFC (fed
with acetate) reached almost a constant potential close to 0.2 V in every successive feed cycle
(Fig. 1). Polarization curves performed at the last cycle of operation showed that MFC 2
produced higher optimal current density than MFC 1 (Table 2). However, both produced less
optimal current density than the control. When comparing power densities, MFC 2 produced

1000 times more power density than MFC 1 and the control produced a maximum power density
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1.2 times higher than MFC 2 (Table 2). The coulombic efficiency (CE) (calculated from the current
measured during MFC operation) obtained for MFC 2 was 24%, whereas for MFC 1 the CE was
14% but, the COD removal in MFC 1 was only 42%. Both CEs were lower than the CE of the
control MFC (46%) (Table 2). To determine if the current was related to the consumption of
organic compounds present in the complex substrates reducing sugars and volatile fatty acids
were measured. Reducing sugars were the main substrate at the beginning of the operation
cycle in MFC 1 and were consumed producing VFAs (mainly acetic) which remained in the MFC
until the end of the batch cycle (Fig. 2a). In MFC 2 no reducing sugars were detected in the
substrate and the main VFAs present initially were acetic, butyric and propionic acids. After one
operation cycle, all measured VFAs were completely consumed. The pH in MFC 1 decreased
reaching a value of 4.7 at the end of the batch cycle while pH remained close to 7 until the end

of the experiment in MFC 2 (Fig. 2).

Table 2: Electrochemical performance determined as current densities, power densities and coulombic

efficiencies of the operated microbial fuel cells are presented.

MFC Substrate® Current density  Power density Coulombic effi- COD
(A/m%)e (mW/m?)° ciency (%)° removal
(%)
MFC 1 Cheese whey 1.37 0.34 14 41
MFC 2 Reactor effluent” 1.71 439 24 100
Control Acetate 2.17 504 46 100

*The concentration of each substrate was 2.5 gCOD/L

PThe effluent used was obtained from a biohydrogen producing reactor fed with cheese whey
“Optimum values are presented obtained from polarization curves

dCalculated theoretically from VFA and lactose concentrations
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Figure 1. Potential response for MFC1 and MFC2 compared to the control in consecutive batch cycles.
MFC1 was operated with cheese whey, MFC 2 with reactor effluent and the control with acetate, Time 0
indicates the moment when the influent was changed from acetate to the complex substrate. Arrows

indicate consecutive substrate additions.
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Figure 2.Volatile fatty acids (VFA) concentration, lactose concentration (measured as reducing sugars) and
pH during one batch cycle for MFC 1 (a) and MFC 2 (b). Lactose is only shown for MFC 1 as it was not
detected in MFC 2. pH (open square), Lactose (plus symbol), Acetic acid (closed square), Propionic acid
(closed circle), Lactic acid (asterisk), Isobutyric acid (multiple symbol), Butyric acid (closed triangle). For

the control MFC acetate was completely consumed (data not shown)
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3.2 Microbial community analysis of anodes

To understand the differences in the electrochemical performance of the MFCs through the
anode microbial communities, we performed 16S rRNA gene based high throughput sequencing
analysis. A total of 4877, 5334 and 2673 high-quality reads (average length of 225 bp) were
obtained for MFC 1, MFC 2 and control MFC, respectively. The number of OTUs at 3% distance
were 211 for MFC 1, 213 for MFC 2 and 155 for the control MFC. Alpha diversity indexes
calculated from pyrosequencing data showed that the microbial community on the anode from
MFC 2 presented higher diversity (Shannon indexes) and evenness (Dominance index) than the
microbial communities of the anodes from the MFC1 and control MFC (MFC 1: 2.879 and 0.193;
MFC 2: 3.616 and 0.049 and control MFC 3.073 and 0.097, Shannon and Dominances indexes,
respectively). Weighted UniFrac analysis followed by principal component analysis showed that
the microbial communities from the anode of MFC 2 and control MFC were phylogenetically
more similar than the community from the anode of MFC 1 (Fig. 3a). The microbial communities
from MFC 2 and control MFC anodes share 43 OTUs while only 16 OTUs are shared by the
microbial communities of MFC 1 anodes and the control MFC anodes (Fig. 3b). This indicates a
strong selective pressure of the substrates used on the microbial communities developed on the
anodes. The OTUs analyzed at phylum level were grouped into 28 phyla being the main phyla
Proteobacteria and Firmicutes (Fig. 4). Firmicutes was clearly predominant in MFC 1 anodes
accounting for 73% of the total sequences, whereas both Proteobacteria and Firmicutes were
predominant in MFC 2 anodes (31 and 42%, respectively) and the control MFC anodes (29 and
38%) (Fig. 4). The composition within Proteobacteria showed a predominance of the classes
Alpha, Beta, Gamma and Delta Proteobacteria on the anodes of all MFCs and Firmicutes was
dominated by Bacilli and Clostridia. However, relative abundances of each class changed
depending on the MFC substrate (Fig. 4). Main OTUs within Protebacteria were different in the
different MFC anodes indicating the strong influence of the substrate used. One OTU (429)
predominant in the control MFC (19.2%) and in MFC 2 (6.1%) was, according to the phylogenetic
tree, closely related to Geobacter anodireducens (Table 3; Fig. S1). Several species within the
genus Geobacter have been shown to be exoelectrogenic bacteria and OTU 429 might be
relevant for current production in MFC 2 and the control MFC. OTU 123 classified according to
the phylogenetic tree within the genus Pseudomonas, was more abundant in MFC 2 than OTU
429 (8.7 vs 6.1%) (Table 3; Fig. S1). Pseudomonas aeruginosa has been reported as electroactive
and the genus Pseudomonas has been frequently found, using rRNA 16S amplicon sequencing,
on anodes of MFCs indicating that OTU 123 might also be related to current production in MFC
2 [40]
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In MFC 2 and the control MFC, predominant OTUs within Firmicutes were classified, according
to the phylogenetic analysis as belonging to the genera Fusibacter, Clostridium,
Dethiosulfatibacter and the familiy Peptostreptococaceae and Dethiosulfatibacter sp. (Table 3,
Fig. S1). A completely different community was detected on the anode of MFC 1 where the
predominant OTUs were classified as belonging to the genera Lactobacillus, Streptococcus and

Clostridium (Table 3, Fig. S1).
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Figure 3. A) Weighted UniFrac analysis with principal component analysis (PCA) of pyrosequencing results
for MFC 1 (fed with raw cheese whey), MFC 2 (fed with biohydrogen reactor effluent), the control MFC
(fed with acetate) and the inoculum. The percentage of variation explained is presented on each axis. B)
Overlap of OTUs in bacterial communities from MFC 1, MFC 2 and control MFC. The number in

parentheses indicates the total number of OTUs in the community

The microbial communities developed on the anodes differ strongly from the microbial
community of the inoculum used, presenting high abundance of three OTUs classified within the
phylum Fusobacteria, and the genera Rhodopseudomonas and Arcobacter which were not
present in the microbial communities of the MFC anodes indicated a strong influence of the

substrate and the MFC operation on the anode community selection (Table 3, Fig S1).
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Table 3. Relative abundance of major OTUs (>2% in at least one sample) detected on anodes of MFC1,

MFC 2 and control MFC as well as the inoculum used. Phylogeny is shown based on phylogenetic tree

obtained using MEGA

Relative abundance (%)

Phylogenetic group  OTU Inoculum MFC1 MFC 2 c:,l’l‘:‘g"
Firmicutes
Bacilli OTU 120 (Lactobacillus) 0 3.8 0 0
Bacilli OTU 513 (Streptococcus) 0 9.5 0 0
Clostridia QOTU 95 (Clostridium) 0 0 0
Clostridia OTU 196 (Clostridium) 0.2 1.2 0 0
- OTU 505 (Unc.
Clostridia Pep(ostre;grocoscaceae) 0 01 32 0.1
Clostridia OTU 22 (Unc. Clostridiaceae) 0.1 1.5 2.7 0.9
Clostridia QTU 52 (Fusibacter) 0.2 3.8 12.4 10.7
Tisierella QOTU 340 (Dethiosulfatibacter) 0.1 0.7 27 121
Negativicutes OTU 288 (Unc. Veillonellaceae) 0 2 0 0
Proteobacteria
Alphaproteobacteria  OTU 556 (Rhodopseudomonas) 5.3 0.4 0.1 0.5
Betaproteobacteria OTU 298 (Nitrosomonas) 0 0.1 4.8 22
Betaproteobacteria OTU 577 (Thauera) 0 0 23 0
Gammaproteobacteria OTU 123 (Pseudomonas) 0.1 0 8.7 0.1
Deltaproteobacteria ~ OTU 429 (Geobacter) 0 1.8 61 [Hgz2
Epsilonproteobacteria  OTU 402 (Arcobacter) e o 0 0
Actinobacteria OTU 260 (Actinomyces) 0 3 0 0
Bacteroidetes OTU 94 (Unc. Bacteroidales) 0 0.4 1.2 2'3
Fusobacteria OTU 393 (Unc. Fusobacteriales) BEE o 0 0
ﬁ;gf;g:‘:’e‘  entes OTU 168 (Unc. Hydrogenedentes) 0 0 77 22
Deinococcus-Thermus OTU 154 (Unc. Deinococcales) 0 3.9 0.9
Verrucomicrobia OTU 258 (Unc. Spartobacteria) 0 1.1 1.2 11.5
Unc. Bacteria QOTU 357 (Unc. Bacteria) 0 3.1 0.6

Bacterial phyla

MFC1

MFC 2

Bacterial classes

Control MFC

MFC1

MFC 2

Control MFC

M Unc. Bacteria
W Actinobacteria
W Bacteroidetes
® Chloroflexi
® Deferribacteres
M Firmicutes
W Fusobacteria
M Candidatus Hydrogenedentes
W Planctomycetes
W Proteobacteria
¥ Synergistetes
! Tenericutes
M Deinococcus Thermus
W Verrucomicrobia
Other

® Unc. Bacteria
W Actinobacteria

Bacteroidia irmicutes
m Bacilli
B Clostridia

M Fusobacteria

W Alphaproteobacteria
m Betaproteobacteria

W Deltaproteobacteria

® Epsilonproteobacteria
B Gammaproteobacteria
¥ [Spartobacteria]

®m Deinococci

® Other

Fig. 4 Microbial community composition at phylum level and class level of anodes from MFC 1 (fed with

raw cheese whey), MFC 2 (fed with biohydrogen reactor effluent) and the control MFC (fed with acetate),

obtained by 16S rRNA gene pyrosequencing. Phyla or classes with relative abundances below 1% are

grouped and named “Other”
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3.3 Anode bacteria isolation

45 bacterial strains were isolated from the different anodes using different culture media and
incubation conditions. From the anodes of MFC 2, 19 isolates were obtained classified according
to the phylogenetic analysis to the genera Pseudomonas, Paracoccus, Raoultella, Geobacter,
Achromobacter, Ochrobactrum and Lactobacillus (Table 4, Fig. S2). From MFC 1, 11 strains
belonging to the genera Pseudomonas, Lactobacillus and Comamonas and one strain that could
only be classified as belonging to the family Enterobacteriaceae were isolated (Table 4, Fig. S2).
From the control MFC 13 strains were isolated belonging to the genera Pseudomonas,
Paracoccus and Ralstonia (Table 4, Fig. S2). Most genera detected by the culture approach were
also detected by high throughput sequencing with the exception of the genera Raoultella and
Ralstonia which were isolated but not detected in any of the anode samples by amplicon
sequencing. All the genera detected by the isolation procedure include at least one species
reported as being able to produce current in pure culture with the exception of Achromobacter

(Table 4).

Table 4. Strains isolated from anodes with their phylogenetic affiliation obtained from the phylogenetic

tree (Fig. S2)

Phylogenetic affiliation Number of isolated strains Detected by ampli-  Described as electroactive
con sequencing

MFC1 MFC2 Control MFC

Lactobacillus 5 1 0 Yes (only in MFC 1) L. pentosus [50]

Enterobacteriaceae 1 0 0 Yes (only in MFC 1) Proteus vulgaris [54], Enterobacter sp [55, 56], Klebsiella sp.
[57, 58], Raoultella electrica [48], E. coli [539], Citrobacter
freundii [60]

Pseudomonas 5 6 5 Yes (In all MFCs) Pseudomonas aeruginosa [61]

Comamaonas 1 0 0 Yes (In MFC 1) Comamonas denitrificans [62]

Ochrobactrum 0 2 0 Yes (only in MFC 2) Ochrobactrum anthropic [63]

Achromobacter 0 1 0 Yes (only in MFC 2} No report

Paracoccus 0 7 7 Yes (in all MFCs) P. denitrificans PS-1 [64]

Ralstonia 0 0 1 No Ralstonia eutropha [65]

Geobacter 0 2 0 Yes (in all MFCs) G. sulfurreducens [43], G. anodireducens [44]

Raoultella 0 1 0 No Raocultella electrica [48]

4. Discussion

This is the first report where the effluent from a biohydrogen reactor fed with raw cheese whey
was used to produce current in a MFC. The maximum power density, as well as CE values
obtained were in the range reported for other MFCs using dark fermentation effluent (Table 5).
VFAs present in the influent were consumed completely and pH values were constant

throughout the operation of the MFC. After changing the substrate from acetate to the reactor
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effluent the potential decreased, until the third operation cycle, indicating that the anodic
microbial community had to adapt to the new operation condition. When using cheese whey
directly to feed the MFC, a very low maximum power density and CE were obtained, similarly to
other MFCs using raw cheese whey [25, 26] (Table 5). Endogenous fermenting bacteria present
in the cheese whey are introduced in the MFC favouring fermentation processes instead of
current generation. The low diversity obtained for MFC 1 might be explained by an outgrowth
of lactic acid bacteria which ferment lactose with a concomitant acidification of the medium.
These microorganisms are also known to produce antimicrobial compound as bacteriocins, and
might in this way compete successfully with electrogenic microorganisms [41]. In MFC 1 lactose
was consumed and acetate concentration increased up to a concentration of 0.5 g/L with a
concomitant drop in the pH to values lower than 5 indicating that fermentation of lactose
occurred. In MFC 2, the lactose was consumed in the hidrogenogenic reactor and no
fermentable sugars were fed into the MFC 2. Acetate remained at the end of the cycle and
current production was lost indicating that the acetate was not used by electrogenic bacteria in
this MFC. If the pH would have been controlled more efficiently, probably the acetate would
have been consumed and the performance of MFC1 increased. Zhang et al. [42] operated a
similar MFC with acetate at four different pHs (4, 5, 6 and 7). The authors demonstrated that
the performance decreases when lowering the pH but acetate was still consumed. Moreover,
the performance of the MFCs was restored when increasing the pH in all MFCs except at pH4
probably due to an irreversible damage to the biofilm. The successful current production when
using the effluent from dark fermentation of cheese whey and the poor current production using
raw cheese whey indicates that the combination of biohydrogen production from cheese whey
and current generation from the effluent of the reactor in a MFC is a viable option to completely

treat cheese whey obtaining energy in the forms of hydrogen and current.

High predominance of known exoelectrogenic bacteria were detected on the anodes of MFC 2
and the control MFC anodes while fermenting bacteria were enriched on the anode of MFC 1
explaining the MFC performances. In MFC 2 and in the control MFC a high proportion of reads
classified within the genus Geobacter were observed. Moreover, two strains belonging to
Geobacter were isolated from the anode of MFC 2. Several species within the genus Geobacter
(G. sulfurreducens, G. metallireducens and G. anodireducens) are known electrogenic
microorganisms [43—-45]. Other genera detected on MFC 2 anodes might play a role in power
production, such as Pseudomonas and Thauera. Pseudomonas aeruginosa has been reported as
electrogenic in pure culture [40]and Thauera humireducens strain SgZ-1, isolated from a MFC

anode, was able to use organic acids (acetate, propionate, pyruvate, and lactate) but not
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fermentable sugars (glucose and sucrose) as electron donors in both anthraquinone-2,6-
disulfonate (AQDS) and Fe(lll) reductions [46]. However, it has not been tested for current
production in pure culture and iron reduction does not directly imply electron transfer to anodes
[47]. Several strains isolated from all anodes were affiliated to Pseudomonas and according to
the phylogenetic analysis, the strains isolated from MFC 2 form a separate cluster which might
indicate a particular role in current generation in this MFC. The ability of current generation in

pure culture should be determined to confirm that these strains are electrogenic.

Table 5 Literature overview of the performance of MFC fed with cheese whey

Substrate Substrate concen-  Optimal power ~ Optimal power CE (%) Microbial community analysis References
tration (mgCOD/L) density (Wim?)  density (mW/m?)

RCW with HCO,- 4670 1.3 - 39 nd [22]
SCW 6700 - 46 11 nd [23]
SCW 700 - 40 nd nd [24]
RCW 730 - 18.4 1.9 nd [25]
RCW 96,500 - 04 0.1 SEM [26]
SCW - 188.8 26 nd [27]
RCW 2000 0.009 0.34 14 165 rRNA gene sequencing This work (MFC 1)
DFSW 25,000 209 501 nd nd [18]
CDFE 6250 34.8 — 47 nd [17]
GDFE 7610 - 92 14 nd [20]
SDFE 1622 12.5 - 49 nd [21]
MDFE 6000 3.02 - 25 nd [19]
CWRE 2000 122 439 24 165 rRNA gene sequencing This work (MFC 2)

RCW raw cheese whey, SCW sterilized cheese whey, DFSW dark fermentation synthetic wastewater, CDFE cellulose dark fermentation effluent,
GDFE glycerol dark fermentation effluent, SDFEf sucrose dark fermentation effluent, MDFE molasses dark fermentation effuent, CWRE cheese
whey biohydrogen reactor effluent, nd not determined, SEM scanning electron microscopy

Interestingly, one strain isolated form MFC 2 (strain NAR) presents a 16S rRNA gene sequence
closely related to Raoultella ornithinolytica and Raoultella electrica. Kimura et al [48]
demonstrated that R. electrica is able to produce current from glucose in a H-type MFC.
According to the 16S rRNA gene sequence, strain NAR is more similar to R. ornithinolytica than

to R. electrica but due to the similarities in 16S rRNA gene sequences within of members of the
Klebsiella/Raoultella complex, sequencing of other genes like gyrA, rpoB and parC would be
needed for species-level identification. Current generation in pure culture using other substrates
other than glucose would give more information about the role of this strain in current
production from biohydrogen reactor effluent. No sequence closely related to the 16S rRNA
sequence of Raoultella was detected by pyrosequencing indicating that combining culture
methods with high throughput sequencing are complementary techniques. Cultivation
approach has no PCR bias and we might even detect bacteria that are in very low proportion but

are favored by the culture media.
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In MFC 1, a high proportion of fermenting microorganisms were detected by pyrosequencing on
the anode classified within the genera Clostridium and Lactobacillus. Members of these genera
are able to ferment lactose producing volatile fatty acids decreasing the pH which might hamper
the growth of electrogenic bacteria [49]. Moreover, several strains affiliated to Lactobacillus
were isolated from MFC 1. Even though Lactobacillus species are fermentative, electricity
production by Lactobacillus pentosus has been shown in a microbial fuel cell fed with synthetic
dairy wastewater [50]. The sequences from the Lactobacillus strains isolated in this work were
closely related to other Lactobacillus rhamnosus and L. casei [51]. To understand more on the
role of Lactobacillus in dairy effluent MFCs current production of these strains should be studied

in pure culture.

The relative abundance of Fusibacter spp. in MFC 2 and the control MFC anodes was surprisingly
high. It has been reported that member of the genera Fusibacter ferment several sugars to
acetate, H, and CO,, or reduce thiosulfate and elemental sulphur [52]. Sulfur compounds can be
present in the feeding of MFC 2 as proteins containing amino acids with S can be present in
cheese whey, and therefore, in the biohydrogen reactor effluent (which is used to feed MFC 2)
as cheese whey is used to produce the biohydrogen. Moreover, amino acids with S can be also
present in biomass from cell decay. These compounds together with organic substrates coming
from the decay of biomass could explain the presence of Fusibacter on the anodes. But, their
role on the anodes is not yet clear and must be further investigated. An effort to isolate
Fusibacter from the anodes using Fusibacter media was performed but, no strain isolated using
this media was classified within the genus Fusibacter. One of the problems of biohydrogen
production from raw cheese whey is the stability of the process. We have demonstrated
previously the difficulties in obtaining a stable hydrogen production, mainly due to the negative
effect of non-hydrogen producing fermenters and the low predominance of high-yield hydrogen
producing organisms [3, 4]. Interestingly, when using cheese whey as substrate in a MFC, a high
proportion of Clostridium (39 %) were selected on the anode. The presence of Clostridium is
generally associated with a good performance of biohydrogen production by dark fermentation
[53]. Then, the application of a MFC could be a way to select this high yield hydrogen
microorganism for further hydrogen production. Moreover, the elimination of organic acids
which are a source of instability and low yields in dark fermentation may also result in higher
hydrogen production. An alternative could be a combination of both processes in a single device
operated intermittently as a MFC and as a biohydrogen producing reactor by dark fermentation.
More work is necessary to investigate the way to combine these two processes in order to

achieve a stable process and higher energy recovery.
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In the present work, the differences in the electrochemical performance of two MFCs were
explained through the analysis of the anode microbial communities. Electroactive populations
were enriched on anodes of MFCs fed with biohydrogen reactor effluent while fermentative
populations were predominant on the MFC anode fed directly with raw cheese whey. Effluent
from dark fermentation of cheese whey was successfully used to produce current in MFC. But,
fermentative metabolism prevail in the cheese whey fed MFC resulted in low power production
and acidification which hampered the use of the VFAs produced for current production. Our
results demonstrate that MFC might be an attractive technology to be applied as a second stage
process during raw cheese whey treatment by dark fermentation process, improving energy

recovery or within biohydrogen reactors to stabilize the process.
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Figure S1. Phylogenetic trees constructed with sequences of predominant OTUs shown in Table 3.
Boostrap values were obtained after 1000 replicates. Only bootstrap values higher than 50% are shown.
The evolutionary history was inferred using the Neighbor-Joining method and the evolutionary distances
were computed using the Kimura 2-parameter method. There were a total of 493 positions in the final

dataset. Raw sequences were deposited at NCBI-SRA database (Accession number SRX958299).
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Figure S2. Phylogenetic trees constructed with sequences of isolated strains shown in Table 4. Boostrap
values were obtained after 1000 replicates. Only bootstrap values higher than 50% are shown. The
evolutionary history was inferred using the Neighbor-Joining method and the evolutionary distances were
computed using the Kimura 2-parameter method. There were a total of 493 positions in the final dataset.
Sequences were deposited at NCBI GeneBank database under the accession numbers KX898513-

KX898557.
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Trabajo 4. Taxonomy, physiology and genomics insights of a Raoultella strain able to produce

H2, ethanol and electricity

Objetivos especificos abarcados en este trabajo

En este trabajo se responden los objetivos especificos 2 y 3 dentro del tema de Celdas de
combustibles microbianas. Decidimos caracterizar el aislamiento de la cepa NAR perteneciente
al género Raoultella ya que se habia reportado una nueva especie de Raoultella electroactiva
aislada de una celda microbiana. Se buscé profundizar en la caracterizacidn de esta cepa aislada
de una MFC operada en nuestro laboratorio y determinar cuales serian los posibles mecanismos

de electrogénesis (Resultados presentados en Fuentes et al., 2020)

Contribucion del autor de la tesis

La contribucion del autor en este trabajo abarca toda la parte de aislamiento, técnicas
bioquimicas empleadas, ensayos de electroactividad realizados, microscopia electrdnica,
estudio de quinonas y acidos grasos, estudio de reduccién de hierro y la buisqueda de posibles
genes candidatos de la electroactividad. Para verificar la electroactividad se realizé una pasantia
en el Laboratorio de Bioelectroquimica de Mar del Plata, Argentina, donde contaba con el
equipamiento y la experiencia para hacer estos estudios. Esta pasantia se realizd bajo la
supervisién del Dr. Juan Pablo Busalmen. Por otro lado, se decidi6 realizar el estudio del genoma
de este aislamiento con dos objetivos: determinar su filogenia y estudiar los posibles
mecanismos de transferencia de electrones. Este trabajo se realizd en colaboracion con la
seccion de bioinformatica del Instituto de Higiene, bajo la supervisidn del Dr. Andrés Iriarte que
realizd el ensamblado del genoma, la determinacién del average nucleotide identity (ANI) y los
anadlisis filogenéticos. Los coautores Germdan Schrott y Victoria Ordofez del grupo de
investigacion del Dr. Bulsamen de Argentina, colaboraron con los analisis de electroactividad de
la cepa. Los resultados se encuentran en el siguiente articulo que sera enviado para su

publicacidn. El trabajo fue escrito por la autora de esta tesis bajo la supervisidn de la tutora.
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ABSTRACT

Electrogenesis is widely distribute in several genera of microorganisms but there are still few
isolates with demonstrated electrogenic capability. Electroactivity was mainly studied in
Geobacter and Shewanella members and the mechanism in not yet known in other less studied
genera. Then, the aim of this work was to describe the taxonomy, physiology and genome of a
new strain (Strain NAR) previously isolated from a Microbial Fuel Cell (MFC) fed with the effluent
from a hydrogen-producing reactor by dark fermentation. According to 16S rRNA gene
phylogenetic analysis the strain was positioned within the genus Raoultella, but not closely
related with the only species of electrogenic microorganism described up to now within the
genus (Raoultella electrica). Phylogenetic studies performed with the complete genome
positioned the strain within the species R. ornitolitica, a species without any electrogenic
representative described. The physiological studies showed that the strain is saccharolityc with
aerobic and fermentative metabolisms and produce H,, ethanol, acetic and succinic acid as
fermentation products. The production of H, and ethanol was also observed using glycerol as
substrate, suggesting an important application of the strain in the production of biofuels using
wastes. The strain was able to growth in an anaerobic mineral media with acetate and Fe(lll)
although no Fe*? was observed as product. Strain NAR produce quinones, which are probably
involved in the electro-transfer as electron-shuttle. The electrogenic tests revealed a weak
electrogenic activity. The genome studies showed the presence of several candidate genes
involved in the electroactivity. As far as we know this is the first R. ornithinolytica isolate with
reported weak electrogenic capability and the second species within the genus Raoultella,

suggesting that this genus may play an important role in MFC.
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1. Introduction

Microbial fuel cells (MFCs) are bio-electrochemical devices that are able to convert a substrate
into electricity through the metabolic activity of microorganisms. MFC present three
components: an anaerobic chamber of the anode (it contains graphite that acts as an external
electron acceptor), an aerobic chamber of the cathode and a cation exchanger (leropoulos et
al., 2005). In MFCs, microorganism convert the organic matter into CO,, protons and electrons.
For the effectiveness of the process, it is essential that bio-anode could be colonized by
microorganisms capable of transferring electrons (electroactive microorganisms). These
microorganisms are able to use the anode electrode as a final electron acceptor. They consume
organic matter and transfer the electrons to a current collector. Electrons migrate to the
cathode through an external resistor generating electric current. At the cathode, oxygen is
reduced to water by using the electrons and protons produced on the anode (Rabaey and
Verstraete, 2005). Electricity production depends on the difference in redox potential between

the substrate degraded and the electrode (Logan, 2010).

The microbial community composition of MFC depends on the inoculum, the substrate used,
the operating conditions of the cell, the design of the cell, etc. (Logan, Regan, 2006; Santoro et

al., 2017).

It is important to know the metabolic characteristic of electrogenic microorganism in order to
improve the efficiency and specific application of MFC given that electrogenic bacteria are able
to use certain types of substrates. For example, Shewanella oneidensis oxidizes lactate to
acetate under anaerobic conditions, while Geobacter metallireducens is able to oxidize acetate
but not glucose. Rhodoferax ferrireducens can oxidize acetate, lactate, and glucose but it does

not degrade ethanol, another common fermentation end product (Xing et al., 2009).

Some aspect of extracellular electron transfer (EET) has been elucidated from isolated
microorganism such as Geobacter sulfurreducens (Bond et al., 2003), Escherichia coli,
Shewanella putrefaciens (Kim et al., 2002), Rhodoferax ferrireducens, Rhodopseudomonas
palustris DX-1, and Ochrobactrum anthropic YZ-1 (Xing et al., 2008). The list of electrogenic
bacteria also includes representatives of classes of Proteobacteria, as well as representatives of

Firmicutes and Acidobacteria (Rahimnejad et al., 2015; Santoro et al., 2017).

Whole genome sequencing of different strains, such as Geobacter (Methe et al., 2003) and
Shewanella (Heidelberg et al., 2002), were crucial to elucidate cell-electrode interactions and

the development of a genetic system for this organism.

167



There are direct and indirect mechanisms described for external electron exchange in

electroactive bacteria. Cytochromes, electron shuttles, nanowires have been reported in theses

microorganisms (Von Canstein et al.,, 2008). Flavins, phenazines cysteine produced by

microorganisms are able to facilitate electron transfer to the electrode. Humic substrate, which

are present in the environment, could also act as electron transfer. Theses electron shuttle

(indirect mechanism) could be reduced by c-type cytochromes (direct mechanism) which are

present on the outer surface of the bacteria. Nanowires, presented in some bacteria, are

conductive pilus-like appendages which are able to interact directly with the electrode surface

transferring electrodes (Santoro et al.,, 2017; Logan, 2010). Table 1 shows some proteins

important for electrogenic bacteria.

Table 1. Proteins reported involved in electroactive bacteria

Proteins Identification Role Strain Reference
c-type Shewanella oneidensis

MtrC Nanowires El-Naggar et al., 2010
decahemecytochromes MR-1

MtrB, MtrA c-type cytochrome electron shuttle Shewanella oneidensis | Sydow et al., 2014
c-type Shewanella oneidensis

OmcA Nanowires El-Naggar et al., 2010
decahemecytochromes MR-2

periplasmic CymA

cellular menaquinone

electron shuttle

Shewanella sp.

Von Canstein et al.,

2008

diheme c-type

intermediate

carrier between

electron transfer Geobacter
MacA cytochrome present in Butler et al., 2004
components in the | sulfurreducens
Fe(lll)-respiring
inner and the
outer membrane
putative outer Geobacter
contributes to
OmcB membrane-bound c-type sulfurreducens, Butler et al., 2004
electron transfer
cytochrome Shewanella sp.
triheme, periplasmic c- Geobacter
PpcA electron transfer Butler et al., 2004
type cytochrome sulfurreducens
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GSU1496 and pilin domain proteins Geobacter
Nanowires Reguera et al.,2005
GSU1776, piliA type IV pilins sulfurreducens
OmcS associated to the pili Nanowires Shewanella sp. Reguera et al.,2005
functional element of the | crucial EET
GspD Shewanella sp. Sydow et al., 2014
type Il secretion system components
outer membrane multi-
important proteins
OmcX haem c-type Geobacter sp. Ishii et al., 2013
for EET
cytochromes lipoprotein
c- type cytochrome, 1 Geobacter
GSU3274 electron trasfer Sydow et al., 2014
heme-binding site sulfurreducens
facilitate electron
exchange at the
OmcZ c-type cytochrome G. sulfurreducens Sydow et al., 2014
biofilm/anode
interface
Electron transfer
etfB flavoprotein, beta electron shuttle G. sulfurreducens Sydow et al., 2014

subunit

OmcS and OmcE

c-type cytochrome

required for
optimal Fe(lll) and
Mn(IV) oxide

reduction

Shewanella oneidensis

MR-1

Holmes et al., 2006

cytochrome outer

Shewanella oneidensis

omcX omcT electron shuttle Ishii et al., 2013
membrane MR-1
functional fumarate
contributes to Shewanella oneidensis
fccA reductase tetraheme c Sydow et al., 2014
electron transfer MR-1
type cytochrome
contributes to the
Geobacter
OmcS c-type cytochrome electron transfer Sydow et al., 2014
sulfurreducens

to Fe(lll) oxides

Other compounds
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flavin
electronic transference in

redox reactions
(FMN) and riboflavin

mononucleotide electron shuttle Shewanella sp. Marsili et al., 2008

2,6-DTBBQ Quinone electron shuttle K pneumoniae L17 Deng et al., 2010

Pseudomonas

aeruginosa KRP1

pyocyanine Pigment electron shuttle Rabaey et al., 2005

phenazine-1- Pseudomonas
aromatic compound electron shuttle Rabaey et al., 2005

carboxamide aeruginosa

1,2-
Sphingomonas

dihydroxynaphthale | quinines compounds electron shuttle Keck et al., 2002
xenophaga BN6

ne

In our laboratory, several strains were isolated from a MFC (Wenzel et al., 2017). We decided to
focus in the strain NAR which was classified within the genus Raoultella, Enterobacteriaceae
family, according to the 16S rRNA gene sequence analysis (Wenzel et al., 2017). Within this
genus, Kimura et al. (2014) reported the isolation of a novel species named Raoultella electrica,
which has the capability to produce electricity. In the same genus, Sklodowska, (2018) reported
the isolation of another strain, Raoultella SM1, which was able to reduce Fe (lll) and U (VI).
Raoultella SM1 is characterized by presented a wide metabolic versatility. It is reported to
produce ethanol an H; using glycerol as carbon source. Therefore, the aim of this study was to
characterize the isolate (strain NAR) in order to determine its taxonomy, physiology and possible
role in MFC. For that, a series of biochemical and physiological studies were performed including
the electrogenic capability. The complete genome was sequence and a phylogenetic analysis
was performed using the whole genome. Moreover, the genes candidates to be involved in the

electrogenic capability were studied in the genome.
2. Material and methods
2.1 Isolation

This strain was isolated from a MFC operated in our laboratory. This MFC was initially operated
with M9 medium with acetate as substrate and subsequently fed with effluent from a hydrogen

(H2) producing reactor using cheese whey as substrate (Wenzel et al., 2017). Isolation was made

170



using medium DSMZ 579, with some modifications, in order to growth Geobacter. Briefly, the
medium contain per liter: NH,Cl 1.5 g, Na,HPO, 0.6 g, KCI 0.1 g, Na-acetate 0.82 g, trace element
solution 10 mL, NaHCO; 2.5 g, Fe(lll) citrate 4.9 g. Trace element solution contains per liter:
Nitrilotriacetic acid 1.5 g, MgSO4 x 7 H,0 3 g, MnSO, x H20 0.5 g, NaCl 1 g FeSO4x7 H,00.1 g,
CoS0O4x 7 H,00.18 g, CaCl, x 2 H,0 0.1 g, ZnSO4 x 7 H,0 0.18 g CuSO4 x 5 H,0 0.01 g, KAI(SO4); x
12 H,0 0.02 g, H3BO5 0.01 g, Na,Mo0Os x 2 H,0 0.01 g, NiCl; x 6 H,0 0.03 g, Na,SeOs3 x 5 H,0 0.3
mg, Na,WOsx2 H,00.4 g.

All the cultures were incubated at 30 °C (Wenzel et al., 2017). DNA extraction and 16S rRNA gene

sequence analysis was described in Wenzel et al., 2017.
2.2 Biochemical tests

Biochemical tests were performed using APl 20E (Biomeriux, France) and BBL Enterotube Il (BD,
USA). The optimal growth temperature was determined at different temperatures (5 °C, 10 °C,
30 °C, 37°C, 41 °C, 50 °C) in liquid Peptone Yeast Extract Glucose medium (PYG). PYG medium
were prepared per liter: with 10 g glucose (DIU, Uruguay), 5 g yeast extract (Difco Laboratories,
Detroit, MI, USA), 5 g peptone (Difco Laboratories, Detroit, MIl, USA), and 5 g meat extract
(Frigonal, Uruguay), the pH was set to 6.8 and the vials with the medium were sparged with N,

(The Linde Group, Montevideo, Uruguay) as was described in Perna et al., 2013.

Identification of respiratory quinones analysis and fatty acid analysis was carried out by the
Identification Service and Dr. Brian Tindall from DSMZ, Braunschweig, Germany. The cultures
were pre-grown in PYG anaerobic media at 30 °C. Fatty acid determination was made according
to the method of Miller (1982) and Kuykendall et al., (1988). Analysis of Respiratory Quinones
was performed according to Tindall (1990a; 1990b)

Bacteria growth was tested in four different media conditions at 30 °C for one week. Each test
was performed by triplicate in 25 mL vials with 10 mL of: 1) M9 media using 10 gL glucose
substrate (DIU, Uruguay); 2) M9 with 0.82 gL-! acetate (Sigma-Aldrich, MO, USA) and 20 mM
ferric citrate substrates (Sigma-Aldrich, MO, USA); 3) M9 and 0.82 glL-! acetate; 4) M9 media
with 10 gL-! glucose and 20 mM ferric citrate substrate; 5) M9 mineral media using crude
glycerol as carbon source (2% v/v). In this last case, the media was prepared according to Loaces
et al., 2016. Before use, crude glycerol (50 % v/v) was neutralized to pH 7 with 1 % HCI. After

that, it was filtered through filter paper and sterilized by autoclaving (Loaces et al., 2016).

The production of H, and organic acids and alcohols were tested in these conditions. Media were

prepared under anaerobic conditions by sparging the head space with N> gas (99.9% Linde) as
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was previously described (Castelld et al., 2011). All the media were sterilized by standard cycle

autoclave (15 min, 121 °C) previous to be used.
2.3 Analysis of fermentation products

Biogas volume was determined by water displacement and H, concentration was determined
by gas chromatography (Chromatograph SRI 310C) equipped with a 6" Hayesep-D column (SRI
Instruments, CA, USA) and a TCD detector. The column temperature was set to 30°C. Glucose
was determined by the technique of Miller (DNS) in samples taken from the liquid media (Miller,

1959).

The concentration and composition of organic acids was determined in liquid samples by HPLC
(Waters) with Rezex ROA- Organic Acid H+ (8 %) (300*7.8 mm) column with diode array (Waters
2998) detector, binary bomb (Waters 1525) and automatic injector (Waters 717 plus). Mobile
phase was H,SO; (0.015 M), flow rate 0.3 mLmin?t and isocratic mode. Empower 2 was the
software used for analysis. These analyses were made at the analytical platform from the

Clemente Estable Biological Research Institute.

Glycerol and ethanol were determined in by GC-FID Shimadzu with Aminex 87-H column at 35

°C, 0.6 mLmin, at the analytical platform from Engineering Faculty- UdelaR.
2.4 Fe (Ill) reduction capacity

A colorimetric technique, which evidences the presence of Fe (Il), was used. For this colorimetric
detection of ferrous ion, a ferrozine solution was used (Lovley and Philips 1986). This solution
was prepared with ferrozine 0.1 % (v/v) (Sigma-Aldrich, MO, USA) in 50 mM HEPES-buffer and
pH adjusted to 7 by adding NaOH. Then, 0.1 mL of the pure culture was taken and 0.1 mL of 0.5
N HCl was added. After incubating 15 min at room temperature, 20 pL of the treated culture was
transferred to a 2 mL spectrophotometer cuvette and 200 pL of ferrozine reagent was added.
Finally, 1.5 mL of ultra-pure milliQ water (Simplicity 185, Millipore) was added. The ferrous ion
forms a colored complex with ferrozine which allows its quantification by spectrophotometry at
562 nm using Shimadzu UV- 1800 Series spectrophotometer. A calibration curve was prepared
using Mohr's Salt (FeSO4.(NH4)2S04.6H,0) (Carlo Erba, France) in 0.5 M HCIl using standards
between 2.5 mM and 20 mM (Achtnich et al., 1995)

2.5 Electron microscopy

The morphology of the strain was observed using the electron microscopy service of Faculty of

Sciences (UdelaR, Montevideo, Uruguay). Contrast was made with aqueous 2 % uranyl acetate.
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The grids used were made of copper covered with a formvar/carbon film, 200 mesh. The
observation was made by transmission electron microscope Jeol brand JEM 1010 model

operating 100 kb and the images were recorded by a Hamamatsu camera model c4742-95.
2.6 DNA extraction and genome sequencing

DNA was extracted from cells previously grown in PYG liquid culture using the kit ZR
Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™ (Zymo Research, CA, USA) according to the manufacturer’s

instructions.

Sequencing of the whole genome of the strain was performed by Macrogen Inc. service (Seoul,

Korea) using lllumina HiSeq 2000 100bp paired-end reads, 1 Gigabase.
2.7 Genome analysis

De novo assembly was performed with SPADES Assembler v.3.1.0 using a pre-assembly
approach with Velvet. Open-reading frames (ORFs) and genome analysis were predicted using

RAST (http://rast.nmpdr.org/) server database 2.0. BLAST v.2.0 software was utilized to confirm

the predictions (Almuzara et al., 2017, Agaras et al., 2018).

The ANI score between Shew256 and closely related genomes was estimated. The ANI score is
used to delineate species using genome sequence data. Two-way ANI (reciprocal best hits-based
comparison) was computed among all closely related genomes of NAR strain by means of the
ani.rb script available at enveomics.blogspot.com (Almuzara et al., 2017). As ANI score is a result
from a whole genome comparison, ANI index is used to delineate species from genomes
sequence data. Therefore, if two genomes display an ANI value of 95% or higher, both strains
belong to the same species. Phylogenetic analysis was used to support ANI results (Agaras et al.,
2018). A total of 1830 orthologous genes were identified. The 1830 groups of orthologous genes
were aligned using Muscle. Poorly aligned positions were eliminated using Gblock software with
default parameters and subsequently concatenated for sequence distance estimation. Genomes
displaying a 99 % or more similarity in these conserved genes were clustered (Agaras et al.,
2018). The search for candidate genes involved in the electron transfer was also performed.
Amino acid sequences of genes found in reference strains of Shewanella and Geobacter (Table
1) were download from National Center for Biotechnology Information (NCBI,
www.ncbi.nlm.nih.gov). With these sequences, Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) was

applied to the genomic sequence of the NAR strain deposited in the RAST.
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2.8 Study of the electrogenic capacity

To test the electrogenic capability of the strain, microbial fuel cells were operated inoculated
using a pure culture of the strain. The microbial fuel cells were previously sterilized with the
graphite carbon bars and the pipes. Two carbon rods were used per cell in order to increase the
contact surface. In addition, 2 L of 579 DSMZ medium without Fe (Ill) was prepared. They were
all sterilized in autoclave 121 °C, 20 min. Graphite C bars were used as working electrode (WE)

and Pt was used as counter electrode (CE). Pt was sterilized by burning into fire.

Ag/AgCl reference electrodes were also sterilized. For this, an Ag/AgCl wires were prepared by
immersion of the Ag wires in 0.1 M HCl and a current of 7.4 mA was applied for the accumulation
of AgCl on the Ag wire surface. Then, Ag/AgCl wires were submerged in 1.2 % of agar with 3 M

NaCl as it acts as a conductor into the tube compartment.

Strain NAR electroactivity tests were performed at polarized electrode at 0.4 V respecting to the
working electrode (Ag/AgCl) using an 8-channel potentiostat (CHI1030B CH Instruments). 10 %
of NAR strain enriched culture was inoculated, in 826 DSMZ media with 0.82 gL acetate
(electron donor) and 8 gL fumarate (electron acceptor), with a syringe into anaerobic cells. The
experiments were performed under permanent magnetic stirring and N,: CO; gas flushing into
the reactors. The system was batch operated for the first 25 h before turning on circulation of
the feeding medium at 0.2 mL/min for continuous mode and current evolution was recorded
over time. Temperature was controlled at 30 °C during all the experiment. For cyclic
voltammetry, the potential was scanned between 0.8 and -0.8 V starting from 0 V. The scan rate
was 0.005 Vs™t. Chronoamperometry was performed at the selected applied potential and

acquiring 10 points per second (Schrott et al., 2011).
3. Results
3.1 Characterization of strain NAR

Strain NAR was previously isolated from a MFC operated initially with acetate and M9 and
subsequently effluent output from a H, production reactor using cheese whey as substrate
(Wenzel et al., 2017). The strain was isolated using a medium specific for Geobacter (medium
DSMZ 579) with acetate as substrate and Fe (lll) as electron acceptor. Phylogenetic analysis of
the 16S rRNA gene placed the strain NAR within the genus Raoultella. The closely-related
sequence found in the GenBank according to BLAST search was Raoultella ornithinolytica strain
ATCC 31898 (99 % similarity for the 16S rRNA gene) (ACC number NR114502) (Wenzel et al.,
2017).
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Strain NAR cells were rod shaped, non-motile, Gram-negative, the size according to the electron
microscopy was 0.413 - 0.664 um wide and 1.19 - 3.04 um long (Figure 1). The presence of

flagellated cells were not observed.

0,413 micron

008 NAR medidas.tif

008 NAR medidas 500 nm

Print Mag: 2050x @ 7 mm HV=100, 0kV
Direct Mag: 25000x
AMT Camera System

Figure 1. Electron microphotography showing one cell of the Strain NAR using negative staining.

The results of analysis of extracellular quinones indicate a composition of Q7 (14 %), Q8 (86 %)

and MK8 (100 %).

The major fatty acids present in strain NAR cellular membrane were C16: 0, C14: 0 and summed

feature 2 (iso-C16: 1 1 and / or C14: 0 3-OH) (Table 5).

Strain NAR presented both types, respiratory and fermentative metabolism, using different
sugars and other simple organic compounds as carbon and energy sources. The following
compounds were utilized as carbon sources according to API tests: D-glucose, D-mannitol, D-
sorbitol, L-arabinose, D-melibiose, D-ribose, D-xylose, D-adonitol, lactose, D-arabitol, esculin,
citrate and, L-rhamnose, D-sucrose, D-tagatose. Voges—Proskauer reaction was positive. H,S and
indole were not produced. Lysine decarboxylase was present. Fermentation-oxidation
amygdaline was present. Ornithine decarboxylase is absent. It also produced H; in anaerobic
conditions. Strain NAR was able to grow at temperatures between 10 - 41 °C (optimum at 37 °C

achieving an OD of 0.45).
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3.2 Fermentation products

When strain NAR was grown in minimal medium M9 with glucose as substrate, the glucose was
totally consumed and acetic, succinic acid, H, and ethanol were produced. H; yield was 2.3 £ 0.8
molenz/Molereducing sugars: NO growth was evidenced in the same medium using acetate as
substrate and without electron acceptor neither using glucose as substrate and Fe (lll) as
electron acceptor (Table 2). While when using acetate as substrate and Fe (lll) as electron
acceptor, growth was evidenced with succinate production and acetate consumption. The strain
also grown in medium M9 with glycerol as substrate producing H, and ethanol as fermentation
products. Under these conditions, the H, yield was (2.0 = 0.7)E-02 moli2/molotal giycerol. Ethanol

yield was 0.76 moleton/mMolotal gycerol

Table 2. Capability to growth and fermentation products of the Strain NAR using different conditions.

Medium Growth Products
M9+Glu + H,, acetic,succinic
M9+Glu+Fe(lll) - -

M9+Ac+Fe(lll) + H,, succinic
M9+Ac -
M9+Glycerol + H,, ethanol

+ Indicate detection of growth by observation of turbidity in the culture. — Indicate no detection of

turbidity in the culture.

3.3 Electroactivity tests

To test the electroactivity of the strain NAR, a culture was performed in a MFC using as inoculum
a pure culture of the strain and a medium with acetate in anaerobic conditions. After 70 hours
of incubation, an increase in the current was observed, which then declined indication a weak
electroactivity (Fig. 2). To determine the electrochemical characterization of biofilms developed
on the anode a cyclic voltammetry (CV) was performed at approximately 138 hs, obtaining the

result in Figure 3. Two peaks are observed corresponding to redox compounds.
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Figure 3. Cyclic voltammetry 5 mV/s at after 138 hours testing. Redox pairs are indicate by the black arrows

3.4 Genomic analysis of strain NAR

According to the results obtained of strain NAR genomic analysis, the genome is a single circular
chromosome of 5,793,605 base pairs (bp) with a total of 5,501 of coding sequences. GC content

was 55.5%. Table 3 indicates the characteristics of the genome.

The results of the phylogeny carried out using 18,000 genes with 125,000 variable sites and
furthermore ANI indicates that NAR strain belongs to Raoultella ornithinolitica (Figure. 4).

Raoultella genus belongs to Enterobacteriaceae family within Gamma-Proteobacteria.
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Table 3. Genome characteristics

Features Chromosome

Total number of base pairs 5,793,605
G+C content (%) 55.5
Number of coding sequences 5501
Number of RNAs 95
minimum contig length (N50) 195741
length of the smallest contig/scaffold (L50) 9
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Figure 4. Phylogenetic tree of the nucleotides of NAR strain based on 1830 putative orthologous genes.

The tree was inferred using Fast Tree version2.1. Genomes from the same species based on two-way ANI

score (> 95 %) were indicated with black brackets. The arrow indicates the position of NAR strain.

On the other hand, the amino acid sequences of genes found in the reference electroactive

strains (Geobacter and Shewanella) were searched in

the NCBI database. Sequences from

candidates genes reported to be involved in electrogenesis (Table 1) were download from
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GenBank and the aminoacid sequences of the encoding proteins were search in strain NAR

genome using tBLASTn (Basic Local Alignment Search Tool). The results indicates the presence

of sequences with homology with 5 genes reported to be involved in electrogenesis was

detected in strain NAR genome (Table 4).

Table 4. Possible genes candidates found in strain NAR that would play a role in electroactivity

reductase FccA)

tetraheme c

type

cytochrome

transfer

oneidensis MR-1

flavoprotein subunit (EC

1.3.99.1)

Reference protein Identification | Role Reference strain Identification in NAR strain | % de identity
PILT (ANA41441.1 type pilin domain fig| 1259973.3.PEG.4377
Geobacter
IV pili twitching motility | proteins type [ nanowires Twitching motility protein 43 %
anodireducens
protein PilT) IV pilins PILT
functional
GspD (WP_037416417.1 Crucial
element of fig|1259973.3.peg.902
MULTISPECIES: type Il component
the type Il Shewanella sp. General secretion pathway 52%
secretion system in  electron
secretion protein D
secretin GspD) transfer
system
etfB (AAN56145.1 Electron
fig|1259973.3.peg.5035
electron transfer transfer electron Shewanella
Electron transfer 64 %
flavoprotein beta flavoprotein, | shuttle oneidensis MR-1
flavoprotein, beta subunit
subunit EtfB) beta subunit
functional
fumarate fig| 1259973.3.PEG.48
fccA (AAN54044.1 Contributes
reductase Shewanella Fumarate reductase
periplasmic fumarate to electron 43 %

4. Discussion

4.1 Phylogenetic position of strain NAR based on the genome

According to genome analysis, strain NAR was positioned within the Raoultella genus. This genus

was formerly designated as Klebsiella (Drancourt et al., 2001) and it has initially three classified

species: Raoultella ornithinolytica, Raoultella planticola and Raoultella terrigena, which have

been isolated from different environments and characterized by a broad spectrum of

physiological activity. Some of them have the capacity to degrade different organic compounds
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and some of them are able to eliminate inorganic compounds such as nitrogen, phosphorus (Xie
et al., 2012), heavy metals (Sklodowska et al., 2016). Later, Kimura et al., 2014 reported a new
strain isolated from anodic biofilms of a glucose-fed MFC that was named Raoultella electrica
and it is able to produce electricity. On the other hand, Sklodowska et al (2016) reported the
isolation of another Raoultella sp. SM1 which is able to reduce Fe (lll) and uses various carbon
sources in aerobic conditions. Strain SM1 can also use glycerol. It is presented as an alternative
to the genus of Shewanella and Geobacter due to its specific and extensive metabolism.
Physiological analysis also showed that this strain may be involved in the removal of uranium

from contaminated water and sediments (Sklodowska et al., 2016).

The result of the elaboration of ANI were not in accordance with the previous classification of
Raoultella species. Raoultella genus appears as a monophyletic group. This is composed by 53
genomes (the NAR strain and 52 genomes from the gene-bank). Within the Raoultella genus
there are four well-defined lineages. An external group, Raoultella T31, and then two large
groups composed by Raoultella ornithinolytica (where the NAR strain was positioned, indicated
as group A) and Raoultella planticola (indicated as group B). In the fourth groups appears a strain
classified as R. ornithinolytica but it could be misclassified. On the other hand, the ANI values
indicated that the species of R. ornithinolitica and R. planticola would be of the same species
(ANI value of 96 % indicated in the Figure in gray). The black bracket indicates that they are
species with the strict criteria of 95 %. Group A and B form two independent lineages that could
be in the process of speciation. They are two groups that are separating which differ by 96%.

According to the genomic criteria, they would be subspecies.

4.2 Strain NAR characteristics and physiology compared with other species from the genus

Raoultella

According to the culture analysis, strain NAR had a fermentative metabolism able to ferment
glucose, other sugars and glycerol. From glucose, the strain produced acetic, succinic, ethanol
and H; as products, a typical acid mixture fermentation profile. The strain can also grow with
acetate and citrate-Fe (lll). The degradation of acetate is fundamental since it is an organic
compound intermediate of the degradation of organic matter in anoxic environments
(Fedorovich et al., 2009). However, Fe (ll) was not detected with the method used in this
condition. Probably NAR strain ferments the citrate releasing the Fe (lll). Fe (1), when released,
is able to generate the characteristic coppery color of ferric chloride. When dissolved in water,
ferric chloride forms a colloidal solution, which has that typical brownish-brown color that all

salts iniron Il solution possess. On the other hand, the fact that it cannot reduce Fe(lll) does not

181



necessarily indicate a lack of electroactivity. Another explanation is the lost of the ability to
reduce Fe (lll) because of its storage in non-selective medium (Yee et al., 2020). The strain also
can produce H, an ethanol using glycerol as carbon source. Glycerol is the main by-product
obtained during the transesterification of vegetable oils and animal fats. 0.89 moluz/ Molgycerol
and ethanol at 1.0 mol/ molgycerol With E. aerogenes is reported in a synthetic medium containing
biodiesel waste with glycerol at 80 mM. In our experiment, 0.8 mol ethanol/ mol glycerol was
achieved using 217 mM glycerol (2 %). The ethanol yield of glycerol fermentation described is
low compared to the literature (Da Silva et al., 2009). On the other hand, strain NAR tolerate

higher concentrations of glycerol.

When a comparison of biochemical tests results was performed including all the known species
of the Raoultella genus (table 5) it can be noted that there are some differences with those
species of R. electrica (strain 1 GB), R. ornithinolytica (NBRC 105727), R. planticola (NBRC 14939)
and R. terrigena (NBRC 14941) listed by Kimura et al. (2014).

Table 5. Comparison of the results of the biochemistry tests and growth at different temperatures
including representative strains of the different species within the genus Raoultella (Information

extracted from Kimura et al., 2014 and this work)

R. ornithinolytica NBRC  R. planticola NBRC R. terrigena NBRC

Characteristics R. electrica 1GT NAR strain
105727 14939 14941

Growth at:
5°C - + +
10°C + + + + +
41°C + + + - +
50°C
hydrolyzed urea + + + - +
L-ornithine decarboxilase +
Consume of:
L-Arabinose + + - +
L-Ramnose + + +
Glucose + + - +
Citrate + + + +

[ 4 v 4 4
GC content in DNA (mol%) 55.4 57-58 55.4 56.7 55.5

The major fatty acids present in strain NAR were C16: 0, C14: 0 and summed feature 2 (iso-C16:
11 and / or C14: 0 3-OH). This fatty acid profile varies in comparison with the others Raoultella

species (Table 6)
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Table 6. Fatty acid analysis (Information extracted from Kimura et al., 2014)

R. electrica

R. ornithinolytica

R. planticola

R. terrigena

Fatty acid Nar
1GBT NBRC 105727 NBRC 14939T |NBRC 14941
Straight-chain
C10:0 - 0.1 0.1{- 0.06
C11:0 - - 0.1{-
Cl12:0 3.2 3.1 3 2.5 3.59
C13:0 - 0.4 0.5|-
C14:0 6.9 5.7 5.5 5.2 14.74
C15:0 - 2.4 3
Cl16:0 28.4 21.3 21.5 27 33.99
C17:0 0.1 2 2.4 0.15
C18:0 - 0.2 0.2 0.2 0.28
C19:0 - - - -
Unsaturated
C15: 1v8c - - 0.1{-
C16 : 1v5c 0.2 0.2 0.3 0.2 0.17
C17 : 1vbc - - - -
C17 : 1v8c - 0.4 0.6(-
C18: 1v5c - - - -
C18:1v7c 20.8 26.2 24.8 24.6 6.5
Hydroxy
C12:03-OH 0.03 0.04|- -
C15:03-OH - 0.12|- -
Cyclopropane fatty acids
Cyclo-C17: 0 4.2 6.5 6.7 12.9 22.37
Cyclo-C19 : Ov8c 0.1 0.2 0.1 0.5 8.07
Summed features*
- 0.4 0.5(-
7.1 7.8 7.1 8.2 8.59
27.7 21.4 21.7 16.5 1.5

The results of analysis of extracellular quinones indicate Q7 (14 %), Q8 (86 %) and MK8 (100 %)

composition in PYG media. This composition was different from the reported for Raoultella

electrica with Q8 (64.3 %), Menaquinone-8 (MK8) (32.2 %) and dimethylmenanquinone (DMK-

8) (3.4 %) (Kimura et al., 2014).

These ubiquinones may play a role in being an extracellular electron shuttle (Kimura et al., 2014).

It has been previously reported the production of 2,6-di-tert-butyl-p-benzoquinone by Klebsiella

pneumoniae strain L17 as the electron shuttle (Deng et al., 2010). The capacity of oxidation of

the reduced species depends on the microorganisms present in the cell. This species could be

the quinones presented in strain NAR. Table 7 shows some possible candidate genes involve in

electrogenesis, which include menaquinones genes.
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Table 7. Possible genes candidates found in strain NAR that would play a role in electroactivity

NAR strain gene Genes Rol Possible role in electrogenesis
piliA Encodes pilin protein of type IV |nanowires
menF, menD, menH, menC, Encode enzymes involved in the
. ) ) electron shuttle
menE, menB, menA,ubiE synthesis of Menaguinones
CobA, CobD, CbiP, CbiB, CobU, |Synthesis of cobalamin, redox
CobU2, CobT, CobC mediator electron shuttle
CcmA, CcmB, CemC, CemeE,
CemD, CemF, CemlL, CemH, Cytochrome synthesis type c nanowires

Ccm@G, DsbA, DsbB, DsbD/ccdA,

The reduction capacity of Fe +3
Transport and iron metabolism  |to Fe + 2is characteristic of
some electrogenicbacteria

Feo family genes, Fbp, OMR1,
TPD, Piu, FUR

4.3 Electroactivity in the Microbial fuel cell

The production of current was observed (maximum 0.00771 mA) however it was lower in
comparison with the current reported for G. sulforreducens (1.4 mA reported by Bond et al.,,
2003). In another publication is reported a current of 0.19 mA for Klebsiella pneumoniae L17
(Kim et al., 2019) which is also considered electroactive. The presence of the peaks in CV could
indicate the existence of redox pair compound produced by NAR strain that could be responsible

for the electron transference to the anode.

Although the production of current was observed during growth in the MFC, it is difficult to
assign the electroactivity capacity to strain NAR since there is neither a fix definition of
electroactivity nor the genetic marker nor a standard (Koch and Harnisch, 2016). Doyle et al.,
2018 added the concept of weak electricigens. These microorganisms could be considered
electroactive under certain conditions producing weak current as in the case of Shewanella.
Weak electrogens are associated with facultative anaerobic microorganism with a diverse
metabolism, with a wide metabolic capacity through the anaerobic-aerobic interface and small
current. Raoultella complies with these characteristics, therefore it could be suggested to be
considered as a weak electricigens. While the role of strong electricigens as Geobacter is has
been thoroughly explored, the relevance of weak electricigens has not yet been assessed. Doyle
et al., 2018 suggested that these microorganisms could play a role in oxygen scavenging for
anaerobic strong electricigens, and utilize EET only as a survival strategy in times of metabolic

emergency (Doyle et al., 2018).

On the other hand, it was reported that electroactivity testing and subsequent biotechnology

applications depends on the maintenance of strains isolated on soluble substrates. It was
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reported that the electroactive strains isolated and maintained in soluble substrates adapt to a
non-selective metabolism by decreasing the expression of certain genes. Electroactive
microorganisms can lose their capabilities when grown under non-specific conditions in the
laboratory. Enrichment of biotechnologically relevant and effective electroactive
microorganisms requires an electrochemical isolation approach. This could explain the low
current levels observed in chronometry and the decrease in the growth of the NAR strain under

anaerobic conditions after growing in non-selective electroactive metabolism (Yee et al., 2020).

4.4 Metabolic insights from the genome

Using RAST online platform (http://rast.nmpdr.org/) specific genes that would indicate
electroactivity in strain NAR genome were searched. In order to do this, bibliographic search
was made to find genes reported to be present and specific of electrogenic microorganism

(Table 1).

Two mechanism of electron transfer based on either direct contact by outer membrane
cytochromes or use of excreted mediators (also known as shuttles) or nanowires were
previously reported. Conductive pili was also reported as possible players (Sydow et al., 2014).

Studies have been centered in Geobacter and Shewanella strains.

Shewanella present direct electron transfer by specific cytochromes and it has also conductive
nanowires. Flavins are produced by S. oneidensis which could act as electron shuttles. The lack
of genes coding for cytochromes MtrC and OmcA in this strain were associated with
nonconductive filaments. MtrB, MtrA, and CymA were also reported to play a special role on
anode reduction (Table 1). The functions of MtrA, MtrB, and MtrC from S. oneidensis could be
substituted to some extent by their sequence homologues MtrD, MtrE, and MtrF (Malvankar et

al., 2014; Gorby et al., 2005; EI-Naggar et al., 2010)

On the other hand, G. sulfurreducens present nanowires of type IV pili (Butler et al., 2004)
Conductivity of G. sulfurreducens pili can be attributed to the passage of electrons through the
pili to the cytochromes associated to it, similar to nanowires in S. oniedensis. The periplasmic
cytochrome PpcA is reported to play a role in G. sulfurreducens anode biofilms being the most
abundant cytochrome in this strain. The outer surface cytochrome OmcZ facilitate electron
exchange at the biofilm/anode interface. OmcS/OmcT, OmcE, OmcB play a role in anode
reduction. GSU3274 participate in its cathode oxidation. Some c-type cytochromes OmcB and

OmcC, OmcG and OmcH are the result of gene duplications. GspD is an element of the type Il
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secretion system (GspD) used for the extracellular translocation of cytochromes for S. oneidensis

and pili for G. sulfurreducens (Sydow et al., 2014; Malvankar et al., 2014).

With regard to the sequences mentioned in table 1, only sequences related to the synthesis of
pili (PILT), GspD, etfB and fccA were found in strain NAR genome. However, the identity
percentages were very low. Previous studies on transcriptome analyses in Klebsiella
pneumoniae L17 have shown that the expression of the redox-related genes of
electrochemically active strains was clearly responsive to the import or export of the respiratory
electrons (Kim et al., 2019). As for electroactivity, it may not be a characteristic of the species
but may be a polymorphism. That is, to acquire the capacity, they should acquire the gene
cluster. The acquisition of these genes could depend on the genomic context presented in the

microorganism in order to acquire the electrogenic capacity.

5. Conclusions

Several approaches have been applied for the characterization of the NAR strain isolated from
a MFC. According to the genomics analysis the strain was classified within the species Raoultella
onithinolityca. Strain NAR is able to consume a wide variety of carbohydrates. It produces
ethanol and H; from 2 % glycerol, suggesting an important application of the strain in the
production of biofuels using wastes. Based on the electroactivity studies and the search for
possible electroactive genes, it could be suggested that present a weak electroactivity and part
of this electroactivity could have been lost due to successive non-selective enrichments. Strain
NAR produce quinones, which are probably involved in the electro-transfer as electron-shuttle.
This is the first report of electrogenesis in the species Raoultella onithinolityca and the second
report in the genus. More studies are necessary to confirm the role of the genus Raoultella in

MFCs as well as the electrogenesis mechanism.
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1. Introduccion

1.1. Electrofermentacion como forma de aumentar la produccion de H,

El proceso de fermentacidn se considera una de las plataformas versatiles y potenciales que
puede producir una gran variedad de productos de base bioldgica, incluidos combustibles y
productos quimicos a partir de materias primas basadas en desechos de manera sostenible. En
los ultimos afios, los sistemas electroquimicos microbianos (MES) han atraido una atencién
significativa debido a su potencial aplicacion (Mohan et al.,, 2014). La integracién de
fermentacién y MES conduce a un bioproceso hibrido denominado electrofermentacion (EF) que
toma las caracteristicas ventajosas de ambos procesos con la capacidad de dirigir el

metabolismo hacia la produccién selectiva (Sravan et al., 2018).

La fermentacién tradicional implica la utilizacidon de diversas formas de materia prima (sea
sintética o el uso de desechos) para producir productos de base bioldégica como acidos
carboxilicos de cadena corta (4cido acético, acido butirico, acido propidnico, etc.), hidrégeno,
metano, solventes (etanol, butanol , propanol y acetona) entre otros. Sin embargo, las
reacciones de fermentacidon tienen varias limitaciones termodindmicas que limitan las
productividades y los rendimientos globales (Schievano et al.,, 2016; Kiely et al., 2011). El
desarrollo de innovaciones para obtener mayores rendimientos para los procesos de
fermentacién convencionales con beneficios econémicos se considera una prioridad en la

bioeconomia (Sravan et al., 2018).

La EF es un proceso que permite controlar electroquimicamente el metabolismo de la
fermentacién microbiana utilizando electrodos para mejorar la produccion de metabolitos de
interés (Schievano et al., 2016). Combina los conceptos de fermentacién convencional y
electromicrobiologia. En este caso, los microorganismos interactian con un electrodo
polarizado a través de mecanismos de transferencia de electrones extracelulares directos DIET
(en inglés “direct electron transference”) o indirectos MIET (“mediated electron transference”)
(Rabaey y Rozendal, 2010; Creasey et al., 2018). El proceso DIET ha sido ampliamente estudiado
en microorganismos modelo como Geobacter sufurreducens y Shewanella oneidensis. El proceso
consiste en la transferencia de electrones a través de pili o citocromos (Hirose et al., 2018; Lovley
y Walker, 2019). Por otro lado, MIET implica el uso de mediadores de electrones producidos por
células (por ejemplo, fenazinas, flavinas, H,, formiato, entre otros) o afiadidos artificialmente

(por ejemplo, sustancias humicas, rojo neutro) (Thrash y Coates, 2008; Creasey et al., 2018).
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Figura 1. Comparacion entre una fermentacion clasica y una electrofermentacién. Los valores en
porcentaje representan la contribucidn inicial de electrones (sustratos) o la recuperacion de electrones
(productos) obtenidos durante los experimentos realizado por Choi et al., 2012. Adaptado de Moscoviz et

al., 2016.

En el estudio realizado por Sravan et al., 2018 se demostrd que la estimulacidn electroquimica
con el uso de electrodos influye en la cinética de las velocidades de reaccion al aumentar sus
capacidades bio-electrocataliticas y al regular el flujo de electrones hacia la biosintesis del
producto. Esta estimulacidn externa también influyd en las composiciones de perfiles de acido
carboxilico (C2-C4) y biogds (H,, CHa). El perfil metagendmico evidencié el enriquecimiento de
bacterias muy especificas de la actividad acidogénica. La EF utilizando desechos de alimentos
como sustrato dio lugar a diversos productos metabdlicos de alto valor comercial junto con la

remediacion de desechos (Sravan et al., 2018).

La EF se ha aplicado tanto en cultivos puros como mixtos. La EF se ha utilizado para aumentar la
produccién de butanol o H; a partir de glucosa (Choi et al., 2014; Toledo-Alarcén et al., 2019).
La EF también se ha aplicado para la fermentacion de glicerol dado su alto contenido de
electrones (4,7 moles de electrones por mol de carbono en comparacién con cuatro moles de
electrones por mol de carbono para glucosa) y, ademas, es un efluente industrial. En este caso,

el glicerol esta tan reducido que incluso la sintesis de biomasa genera un exceso de portadores
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de electrones intracelulares (es decir, NADH, NADPH). La mayoria de los productos finales de
fermentacién (por ejemplo, etanol, acetato, butirato y lactato) también estan asociados con la
generacion neta de NADH, cuando se producen a partir de glicerol. De hecho, solo unas pocas
vias que tienen un consumo neto de NADH estan disponibles en la fermentacion de glicerol. En
estas vias se produce H; o el glicerol se convierte en 1,3-propanodiol (PDO). El H, tiene interés
como biocombustible. El PDO es un producto de interés industrial que puede usarse para la
produccién de resinas, cosméticos, solventes y polimeros (Zeng y Sabra, 2011), y su produccion

ha sido el foco de numerosos estudios cientificos (Almeida et al., 2012; Moscoviz et al., 2017).

1.2 Electrosintesis microbiana

El término "electrosintesis microbiana" fue introducido por primera vez en 2010 por Nevin et al.
En su estudio utilizan Sporomusa ovatato capaz de aceptar electrones de un catodo y reducir el
CO; a 4cido acético. Ellos definieron la electrosintesis microbiana como la reduccién de diéxido
de carbono a compuestos de carbono mds complejos mediante el uso de electrones donados de
un electrodo (Nevin et al., 2010). Poco después, en una revisién exhaustiva publicada por Rabaey
y Rozendal se discutié muy a fondo los principios, desafios y oportunidades de los MES. En esa
revisién, también introdujo la EF como un proceso electroquimico para controlar las vias de
fermentacién usando corriente eléctrica (Rabaey y Rozendal, 2010). La aplicacién de la corriente
eléctrica a la fermentacién se remonta a un estudio publicado en 1940, en el que se demostrd
gue la corriente eléctrica reducia el tiempo de proceso y mejoraba la preparacién y el sabor del
té durante un estudio de su fermentacién (Lominadze, 1940) . El uso de MES y EF aplicado al
tratamiento de desechos organicos tiene un gran potencial ya que estos procesos pueden
capturar electrones de fuentes solares, edlicas, de biomasa o renovables y almacenar la energia

formando enlaces quimicos covalentes (Jiang et al., 2019).

Tanto MES como EF utilizan mecanismos electroquimicos para influir en las actividades
metabdlicas microbianas y producir bioproductos especificos. Los primeros estudios tendieron
a incluir EF en el concepto amplio de MES (Rabaey y Rozendal, 2010), sin embargo, estudios
recientes separaron la EF porque tiene propiedades Unicas con respecto a los principios de
reacciéon y especificidades operativas, que son diferentes de definicion tradicional de MES
(Moscoviz et al., 2016; Schievano et al.,, 2016). En comparacion con MES que presenta
intercambio de electrones entre electrodos y células microbianas, la EF pretende estimular el
metabolismo microbiano mediante la modificacién electroquimica del estado redox intracelular
y, por lo tanto, no prefiere el contacto directo. La corriente eléctrica suministrada por los

electrodos en la EF no es la Unica fuente de electrones, sino que influye en el flujo de la
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fermentacién auténoma regulando el potencial de oxidacién- reduccion (ORP) y la relacion NAD/
NADH. Sin embargo, los mecanismos involucrados en EF alin no se entienden completamente

por lo que es necesario estudiar este proceso (Jiang et al., 2019).

Los electrodos pueden actuar como una fuente o sumidero de electrones (Kumar et al., 2018).
En este contexto la EF puede ser anddica o catddica. Cuando el producto final de interés esta
mas oxidado que el sustrato (por ejemplo, etanol a partir de glicerol), el electrodo de trabajo
(WE) funciona como un anodo y se utiliza para disipar el exceso de electrones en electro-
fermentacién anddica (AEF). En un EF anddico, el electrodo sdlido sirve como un aceptador de
electrones, por lo que los microorganismos pueden suministrar electrones a la degradacién de
sustratos organicos (Jiang et al., 2019). La produccion mejorada de etanol a partir de glicerol se

ha estudiado en EF anddica.
1.3 Microorganismos involucrados

En un estudio realizado por Flynn et al., (2010) se utilizé6 una cepa Shewanella oneidensis
disenada genéticamente para la obtencién de etanol utilizando el electrodo para poder eliminar
el exceso de electrones (Flynn et al., 2010). Otro estudio informd el uso de una cepa de
Escherichia coli disefiada con el agregado de cadenas respiratorias de 3 citocromos (CymA, MtrA
y STC) dando lugar a mas productos oxidados (etanol y acido acético) a partir de glicerol (Sturm-
Richter et al., 2015). También se han realizado ensayos en cocultivo de Geobacter sulfurreducens
y Clostridium cellobioparum donde se reporté que podrian formarse relaciones sinérgicas con el
fermentador para convertir el glicerol en etanol mientras Geobacter eliminaba los subproductos
fermentativos (Speers et al., 2014). En otro estudio de Bursac et al., 2017 se utilizé una cepa de
S. oneidensis genéticamente modificada en la EF anddica para producir acetoina de alto
rendimiento a partir de lactato. Esta cepa presentaba delecidn de los genes de acetato quinasa
y fosfotransacetilasa. El mutante pudo alcanzar hasta el 86% de la acetoina maxima tedrica del
lactato (Bursac et al., 2017). Esto amplié los sustratos que pueden ser utilizados por S.
oneidensis. En otro estudio se utilizé una E. coli mutante con la insercién de citocromos de tipo
c de S. oneidensis logrando mejorar el rendimiento de acetoina al 79% del maximo tedrico de la
glucosa. En este caso ademas se uso azul de metileno como mediador de electrones (Forster et
al., 2017). También con la EF se logré que Ralstonia eutropha pudiera producir un 60% mas de
polihidroxibutirato (PHB) con un potencial de trabajo de 0.6 V en comparacién con el control
(Nishio et al., 2014). La EF anddica tiene la ventaja de una mayor carga de biomasa en
comparacién con la EF catddica porque el bajo potencial de electrodo en la EF catddica

inevitablemente restringe la ganancia de energia (Vassilev et al., 2018a)
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Por otro lado, si el producto final de interés es reducido (por ejemplo, butanol a partir de
glucosa), el electrodo suministra electrones funcionando como catodo en electrofermentacion
catddica (CEF) (Moscoviz et al., 2016). En este caso, el electrodo de trabajo sirve como donante
de electrones, que puede ser utilizado por los microorganismos para sintetizar diferentes
productos dependiendo del potencial redox. En este caso, se han producido compuestos
organicos como butanol, acetato, lactato, butirato PDO, lisina y polihidroxialcanoatos (PHA). Los
estudios han demostrado que al usar los electrones suministrados directamente por el
electrodo, la formacién de NADH podria alterarse como en el caso de Clostridium tyrobutyricum
BAS 7, donde se estimulé la produccion de acido butirico y butanol a partir de sacarosa (Choi et
al., 2012). Del mismo modo, dicha regulaciéon desencadend un cambio metabdlico en Clostridium
pasteurianum hacia la produccion de butanol a partir de la glucosa que consume NADH (Choi et

al., 2014; Mostafazadeh et al., 2016).

La EF catédica también se ha utilizado para estimular la produccién de PDO. Se observé en
Clostridium pasteurianum que aplicando un potencial de trabajo de 0,045 V se generd un cambio
metabdlico de glicerol a la produccion del metabolito PDO que consume NADH (Choi et al.,,
2014). La EF catédica proporciona un nuevo enfoque para regular las vias de fermentacion al
proporcionar un poder reductor alternativo para obtener compuestos mds reducidos para la
inhibicidon causada por la acumulacién de acidos grasos volatiles, H,S y otros compuestos (De

Vrieze et al., 2018).

La transferencia de electrones entre los electrodos y los microorganismos puede ser
bidireccional. Ademds se descubrié que las interacciones sintréficas entre las bacterias
fermentativas y las bacterias electroactivas desempefian funciones esenciales en los reactores
de EF, principalmente debido a la degradacién de sustratos organicos poliméricos complejos

(Jiang et al., 2019).
1.4 Efecto de la densidad de corriente en la EF

El proceso de EF es una fermentacidn espontdnea influenciada electroquimicamente, por lo que
la densidad de corriente en EF (0.001-10 Am?) (Moscoviz et al., 2018; Sturm-Richter et al., 2015),
es generalmente menor que la corriente medida en MES (0.01-200 Am™2) (Jourdin et al., 2016;
Nevin et al., 2011). Por ejemplo, un estudio catddico de EF informd que solo el 0.2% de los
aportes de electrones catddicos se utilizaron para la produccion de butanol, mientras que el
99.8% de los electrones se originaron en el sustrato de glucosa (Choi et al., 2014). Por otro lado,
la mayoria de las MES dependen Unicamente de la potencia de derivacidn proporcionada por el

electrodo, por lo que sus reacciones no son espontaneas sin la fuerza impulsora externa

196



(Bajracharya et al., 2017a). Un parametro util para diferenciar MES y EF se denomina coeficiente
de EF, que se utiliza para calcular la contribucidn de la carga transferida a través del circuito
externo a la carga total en los productos finales (Moscoviz et al., 2016). Mediante este célculo,
el valor del coeficiente de EF en EF varia entre Oy 1 (Choi et al., 2014). En contraste, el coeficiente
de MES es > 1, debido al hecho de que el electrodo se usa como la Unica fuente de poder

reductor (Jiang et al., 2019).

1.5 Mecanismos involucrados en EF

Un proceso de fermentacidn corresponde a una cascada de reacciones de oxidacion y reduccion
gue deben mantenerse en equilibrio. Uno de los pardmetros relevantes es el potencial de ORP
del medio de fermentacién, también conocido como ORP extracelular, que controla el
metabolismo microbiano. El pH es una medida de la actividad protdnica, el ORP extracelular
corresponde a la actividad de los electrones presentes en el medio. Se ve afectado
principalmente por la temperatura, la composicidon quimica del medio y el grado de reduccion
de los metabolitos producidos por la fermentacion. El ORP extracelular es particularmente
importante porque puede afectar el ORP intracelular a través del equilibrio oxidacidn- reduccion
de NAD (NADH/ NAD®). El ORP intracelular representa el estado redox dentro de una célula y
puede estimarse a partir de la relacion NADH/ NAD*. Se sabe que controla la expresidn génica
y la sintesis de enzimas, lo que impacta en todo el proceso metabdlico y puede modificar las vias

metabdlicas (Schievano et al., 2016).

El control quimico de la ORP extracelular se puede implementar para mejorar la produccién de
metabolitos. Se postula que los electrodos en la EF generan una modificaciéon del potencial de
oxidacion-reduccién a través de la disipacién de los electrones en exceso emitidos por la
fermentacién o un pequefio suministro de electrones adicionales al medio de fermentacién.
Como se menciond anteriormente, a diferencia de otros dispositivos bioelectroquimicos como
las celdas de combustible microbianas, la corriente eléctrica no es el producto de interés ni la
principal fuente de energia, sino que es un disparador que permite que el proceso de

fermentacién se produzca en condiciones de desequilibrio (Moscoviz et al., 2016)

En cuanto a la comunidad microbiana, se postula la interaccidn sintréfica entre bacterias
fermentativas y electroactivas. Aqui, un microorganismo fermentativo proporciona un co-
sustrato a las bacterias electroactivas que, a cambio, hace que la fermentacion sea
termodinamicamente favorable al eliminar los productos finales inhibidores (Moscoviz et al.,

2016, 2017)
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Finalmente, algunos autores también evidenciaron que los electrodos polarizados generan
cambios en la estructura celular y en el potencial zeta de membrana en Clostridium
pasteurianum que pueden generar cambios metabdlicos (Choi et al., 2014). En la figura 2 se
indican los mecanismos hipotéticos de AEF. En la figura 2c se observa las interacciones
sintréficas que ocurren por un fendmeno denominado trasferencia de electrones interespecies
(IET). Segun la ley del equilibrio quimico, el consumo de metabolitos excretados por los
microorganismos receptores puede acelerar el metabolismo de los microorganismos donantes.
Este es el concepto de sintrofia, que es un tipo de mutualismo y gobierna el metabolismo vy el
crecimiento de diversos microorganismos en ecosistemas naturales. Un ejemplo de esto se
encuentra en las comunidades metanogénicas, donde los equivalentes reductores, por ejemplo,
hidrégeno y formiato, se transfieren entre socios sintroficos. Los estudios han revelado que los
microorganismos involucrados en la sintrofia han desarrollado mecanismos moleculares para
establecer asociaciones especificas y comunicacién interespecies, lo que resulta en una
cooperacion metabdlica eficiente. Ademas, estudios recientes han proporcionado evidencia que
sugiere que la transferencia interespecies de equivalentes reductores también se produce como
corriente eléctrica a través de conductos eléctricos bidticos (el uso de los pili) y abidticos
(mediante particulas conductoras de minerales y carbono por ejemplo). Estas interacciones
tienen roles fundamentales en la configuracion de la estructura y la actividad de las

comunidades microbianas y es la IET (Kouzuma et al., 2015).

1.6 Efecto de la EF en la produccion de H,

La produccién convencional de H, por fermentacion oscura implica la actividad de
microorganismos anaerobios a través de vias de fermentacion. Durante la fermentacion, las
células buscan eliminar sus electrones en exceso y regenerar ferredoxina y NADH a través de la
produccién de H, y otros metabolitos solubles. Las condiciones operativas del sistema influyen
en el metabolismo celular de las bacterias fermentativas, asi como también en la seleccidon de
una comunidad microbiana especifica (Liu et al., 2013). Los altos rendimientos de H, estan
asociados con altas producciones de butirato y acetato. En general, cuando Clostridium es
abundante o dominante se observan mayores rendimientos en H; y butirato (Castell6 et al.,

2020).
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Figura 2. Esquema de los diferentes mecanismos postulados de electrofermentacion (A) El sustrato se
convierte directamente en el producto, y el exceso de electrones se disipa completamente en el anodo.
(B) Con el control de ORP, el exceso de electrones generado durante la formacién de productos oxidados
no se disipa completamente en el anodo sino que se usa para obtener determinado sustrato. La disipacion
de electrones en el anodo tiende a disminuir la relacion NADH / NAD +, lo que da como resultado una
regulacion celular compensatoria que favorece las vias para regenerar NADH. (C) El microorganismo
fermentativo (amarillo) consume el sustrato pero no puede interactuar con el anodo. El microorganismo
electroactivo (rojo) actia como un mediador entre el microorganismo fermentativo y el anodo a través
de mecanismos de transferencia de electrones interespecies (IET). El microorganismo electroactivo
también consume subproductos de la fermentacidn del sustrato, lo que favorece el proceso general de
fermentacion. Abreviaturas: Medox, mediador oxidado; Medres, mediador reducido; ORP, potencial de

oxidacidon-reduccion. Imagen tomada y modificada de Moscoviz et al., 2016.

El uso de la EF anddica para estimular la produccion de H, puede considerarse como un sistema
hibrido de fermentacién y electrélisis microbiana. El H, se genera cominmente a partir de
fermentaciones de compuestos organicos o de manera quimica por electrélisis de agua. En la
fermentacién oscura, los microorganismos acidogénicos producen H; y AGV durante la
fermentacién, mientras que las bacterias electroactivas pueden utilizar esos AGV para mejorar
los rendimientos (Nikhil et al., 2015). Otros estudios informaron que la produccién de H; estaba
influenciada por el potencial anddico mientras que una disminucién en la caida del pH causada
por la acumulacidn de AGV condujo a una disminucion en el rendimiento (Chandrasekhar et al.,
2015). Por otro lado, el hidrégeno puede ser consumido por bacterias electroactivas como la G.
sulfurreducens o metanogénicas, y se han hecho esfuerzos para minimizar dicha pérdida
mediante el uso de inhibidores quimicos o controles operativos. La modificacién genética de las
bacterias electroactivas también se ha investigado para prevenir el consumo de H, y mejorar la

oxidacion de VFA (Awate et al., 2017)
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La EF podria considerarse como una herramienta de control del proceso de fermentacion oscura
para la produccion de H,. En un estudio realizado por Toledo-Alarcon et al., (2019) se utilizaron
electrodos polarizados en la fermentaciéon de glucosa para evaluar su influencia en la produccién
de H,, con un enfoque especial en cdmo se ven afectadas las poblaciones bacterianas. Los
resultados indicaron una mayor produccion de H; en comparacidn con la fermentacion
convencional con una fuerte seleccién de Clostridium sp. demostrando el potencial de la EF
como un nuevo tipo de control para los bioprocesos en cultivos mixtos con efectos significativos
de los electrodos polarizados en la fermentacién de glucosa. El mayor rendimiento de H; fue
1,81 + 0,32 moluz/molgucosa ¥ e alcanzé a los potenciales aplicados de -0,4 V y +0,9 V. El
rendimiento maximo de H; obtenido en este estudio es comparable al reportado para la
fermentacién oscura de glucosa en la operacién en batch usando cultivos mixtos como inéculos
(2,5 moli2/Molgycosa). Sin embargo, dependiendo de la fuente del indculo y el pretratamiento
empleado, los rendimientos de H; podrian estar entre 0,1 y 3,0 moluz2/molgiucosa. En los ensayos
realizados se observo la seleccién de bacterias productoras de H, con un aumento de sus
abundancias relativas, y mas especialmente miembros de las familias Enterobacteriaceae y
Clostridiaceae. Ese articulo evidencia el claro efecto que tienen los electrodos polarizados tanto
en las rutas metabdlicas como en la estructura de la comunidad microbiana en la fermentacion

oscura (Toledo-Alarcén et al., 2019).
1.7 Desarrollo de indculos electroactivos

Para que se produzca la EF es necesario una comunidad que sea enriquecida en
microorganismos fermentadores y en microorganismos capaces de transferir electrones
(electroactivos) (Figura 3). Por lo tanto, un punto clave en el proceso es el inéculo utilizado. Los
microorganismos electroactivos se encuentran en diversos ecosistemas y muchos de ellos son
capaces de reducir hierro. Por lo tanto, una manera de obtener enriquecimientos de estos
microorganismos es a partir de fuentes ambientales como sedimentos marinos, lodo
anaerdbico, lodo aerobio de plantas de tratamiento de aguas, entre otros (Miceli et al., 2012).
En estos ambientes, estos microorganismos usan una variedad de aceptores de electrones

extracelulares como el hierro y el manganeso.
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Figura 3. Microorganismos claves en la EF. Adaptado de Toledo-Alarcén, 2020.

Una de las estrategias para obtener un inéculo enriquecido con estos microorganismos es
mediante el enriquecimiento en un medio de cultivo anaerobio con Fe (Ill) como aceptor de
electrones. Zhang et al., (2014) obtuvieron enriquecimientos de estos microorganismos al
agregar Fe (Ill) en la solucion electrolitica de los experimentos en sistemas bioelectroquimicos.
Esta estrategia ha permitido seleccionar bacterias reductoras de Fe (lll) de sistemas de

tratamiento de aguas residuales mientras se oxida anaerdbicamente materia organica.

Posteriormente, Pierra et al., (2015) evaluaron si el procedimiento de enriquecimiento de estos
microoganismos con hierro estaba necesariamente relacionado con la presencia de bacterias
respiradoras de anodos (ARB, en inglés anode-respiring bacteria). Ellos desarrollaron un método
de enriquecimiento con hierro para seleccionar especificamente estos microorganismos y
posteriormente lo utilizaron para colonizar el electrodo de un sistema de EF. El método consiste
en realizar sucesivas etapas de cultivo en presencia de Fe (lll). Se realizaron tres cultivos
sucesivos de enriquecimiento. Asimismo, cada enriquecimiento se utiliz6 como indculo para la
EF. Los resultados revelaron que ya con el primer enriquecimiento se obtuvieron bacterias
electroactivas que, junto a las fermentadoras permitié obtener buenos rendimientos en la EF.
El primer paso de enriquecimiento reveld una seleccion exitosa de ARB, Geoalkalibacter
subterraneus reportado como electroactivo. Los siguientes enriquecimientos (enriquecimiento
secundario y terciario) mostraron una divergencia significativa con un impacto en la

electroactividad del biofilm (Pierra et al., 2015).

En este trabajo de Tesis, se estudid la EF como mecanismo para la mejora de la produccién de

hidrégeno, para ello se llevd a cabo una pasantia en Francia donde se realizaron
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enriquecimientos de bacterias electroactivas para la produccién de hidrégeno mediante EF en

un medio sintético con glucosa como sustrato.
2. Objetivo

Estudiar el efecto del agregado de microorganismos electroactivos en la produccion de

hidrégeno por fermentacién oscura y por EF.

Este trabajo se realizd en el marco de una pasantia en el LBE del INRA, localizado en Narbona,
Francia bajo la direccién del Dr. Eric Trably y de la Dra. Javiera Toledo-Alarcén. El objetivo fue
formarse en el tema de EF. Durante el trabajo de pasantia se realizaron ensayos de
enriquecimientos de bacterias electroactivas, a partir de varios indculos, utilizando medio
mineral con éxido de Fe (lll). Se realizaron luego ensayos de fermentacion y de EF utilizando los
enriquecimientos como inéculo y mezclas de los indculos enriquecidos con indculos sin
enriquecer. Parte de los resultados se publicaron recientemente en el trabajo de Toledo-Alarcén

et al., (2020).
3. Materiales y métodos
3.1 Desarrollo de indculos enriquecidos en bacterias electroactivas

Los enriquecimientos se realizaron en medio mineral con acetato y Fe (lll) a pH 7 para favorecer
el crecimiento de bacterias electroactivas. Se realizaron tres enriquecimientos utilizando el
medio de cultivo reportado por Pierra et al., 2015 con modificaciones. Los ensayos se realizaron
en botellas de 500 mL con 250 mL de medio de cultivo y una concentracién de inéculo de 20%
v/v. La solucidn contenia tampdn MES (100 mM) y medio mineral Starkey modificado: 5 g/L
KaHPQO4, 2 g/L NH4Cl , 0,2 g/L extracto de levadura, 55 mg/L MgCl,.6H,0, 7 mg/L FeSO4(NH,)
2504.6H,0, 1 mg/L ZnCl,.2H,0, 1,2 mg/L MnCl,.4H,0, 0,4 mg/L CuS04.5H,0, 1,3 mg/L
C0S04.7H,0, 0,1 mg/L BOs3Hs;, 1 mg/L Mo7024(NH4)s.4H,0, 0,05 mg/L NiCl,.6H,0, 0,01 mg/L
Na,Se0s.5H,0, 60 mg/L CaCl,.2H,0. Se afiadié 6xido de Fe (Ill) (100 mM) como aceptor de
electrones y acetato (10 mM) como donador de electrones. El pH inicial se ajusté a 7 usando
NaOH (1 M). Para garantizar condiciones anaerdbicas, cada botella se gased con N, de alta

pureza durante 30 minutos después de la inoculacion.

Se utilizaron tres indculos: lodo anaerobio (obtenido de un reactor de residuos sélidos), lodo
aerobio (obtenido de una planta de tratamiento aerobia de aguas residuales domésticas), lodo

acidogénico (obtenido de un reactor de laboratorio de produccion de H; alimentado con glucosa
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Toledo-Alarcén, 2019) (Tabla 1). Los enriquecimientos se realizaron por cuadruplicado a 37°C

(Figura 4).

Figura 4. Ensayos de enriquecimiento en medio con Fe203 con los distintos indculos.

En los enriquecimientos se determind el consumo del acetato mediante cromatografia gaseosa
(GC-FID). Una vez consumido el acetato se realizé un segundo y tercer enriquecimiento en serie
(Figura 6). Para ello se tomd un 20% v/v de biomasa del enriquecimiento inicial y se cultivé en el
mismo medio de cultivo. Una vez finalizado cada enriquecimiento se tomaron muestras para
medir la biomasa (solidos suspendidos volatiles, SSV). También se tomaron muestras iniciales y
a lo largo del tiempo y se determind la concentracion de acetato. Se tomaron 2 mL de muestra,
se centrifugaron (10 min, 13.000 rpm) y los sobrenadantes se utilizaron para medir el consumo
de acetato. El pellet se conservd a -20 °C para extraccion de ADN que fue posteriormente

utilizado para realizar los analisis de comunidades microbianas.

Tabla 1. Esquema de los ensayos de enriquecimiento.

Lodo aerobio Acetato + Fe (ll1) EAel, EAe2, EAe3

Lodo anaerobio Acetato + Fe (lll) No se realizaron
enriquecimientos
sucesivos

Lodo acidogénico Acetato + Fe (ll1) No se realizaron
enriguecimientos

sucesivos
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3.2 Ensayos de fermentacion

De cada enriquecimiento se realizaron ensayos de fermentacién en medio mineral adaptado de
Rafrafi et al., (2013) compuesto por 5 g/L de glucosa y otros compuestos (2 g/L NH4CI, 0,5 g/L
KaHPO,4, 0,0086 g/L FeCl,-4H,0, 19,5 g/L buffer MES (100 mM) y 1 mL/L de solucion de
oligoelementos. La solucion de oligoelementos tenia la siguiente composicion: 60 g/L
CaCl,-2H,0, 55 g/L MgCl,-6H,0, 7 g/L FeSO4(NH4)2S04-6H20, 1,3 g/L CoSO47H.0, 1,2 g/L
MnCl,-4H,0, 1 g/L ZnCl,-2H,0, 1 g/L M07024(NH4)6-4H,0, 0,4 g/L CuSO4-5H,0, 0,1 g/L BO3H;,
0,05 g/L NiCl,-6H,0, 0,01 g/L Na;Se03-5H,0 y 46 mL/L HCI 37%.

Se midié la composicion del gas generado mediante GC cromatografia gaseosa (GC-TCD) en
muestras tomadas del espacio de cabeza de los frascos a las 24 y 48 hs. Se tomaron muestras
para determinar los 4cidos organicos y alcoholes mediante GC y HPLC en el sobrenadante. El
pellet se conservé a -20 °C para realizar los andlisis de comunidades microbianas. Asimismo, se
tomaron muestras para determinar la concentracidon de biomasa mediante la medida de SSV.

Los ensayos fueron realizados por triplicado a 37 °C.

Los ensayos de fermentacidn se realizaron utilizando los indculos y sustratos segun se indica en
la Tabla 2. Debido a que en los enriquecimientos realizados con el lodo anaerobio y acidogénico
no se observo el consumo de acetato, no se realizaron ensayos de fermentacion ni de EF para
estos enriguecimientos. En los ensayos 1 a 5 se utilizdé una concentracién de biomasa del inéculo
de 0,5 gSSV/L. Posteriormente con los enriquecimientos secundarios y terciarios (EAe2 y EAe3)
(ensayos 6 a 9) se utilizd una concentracién menor de indculo (0,25 gSSV/L) debido a que no se
generd suficiente biomasa. En la tabla 2 se indica el esquema con los ensayos de fermentacion
realizados. El agregado de acetato se debe a la hipdtesis de que el acetato podria impulsar el
crecimiento de bacterias como Geobacter, que junto con Clostridium favorecerian la produccion

de H; por las interacciones sintréficas.

Tabla 2-Esquema de los ensayos de fermentacidn realizados con los diferentes inéculos y mezclas de

indculos.
Ensayo Inéculo Sustrato
1 Lodo aerobio (0,5 gSSV/L) Glucosa (5g/L)
(AeG)
2 Indculo enriquecido EAel (0,5 gSSV/L)  Glucosa (5g/L)
(Ae1G)
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3 Mezcla lodo aerobio + EAel (1:1) (0,25 Glucosa (5g/L)

(Ae:AelG) gSSV/L: 0,25 gSSV/L)

4 Lodo aerobio (0,5 gSSV/L) Glucosa (5g/L) + acetato (0.82g/L)
(AeGA)

5 Indculo enriquecido EAel (0,5 gSSV/L)  Glucosa (5g/L) + acetato (0.82g/L)
(Ae1GA)

6 Mezcla lodo aerobio + EAel (1:1) Glucosa (5g/L) + acetato (0.82g/L)

(Ae:AelGA) (0,25 gSSV/L: 0,25 gSSV/L)

7 Inéculo  enriquecido EAe2 (0,25 Glucosa (5g/L) + acetato (0.82g/L)
(Ae2GA) gSSV/L)
8 Mezcla lodo aerobio + EAe2 (1:1) Glucosa (5g/L) + acetato (0.82g/L)

(Ae:Ae2GA) (0,125 gSSV/L: 0,125 gSSV/L)

9 Inéculo  enriquecido EAe3 (0,25 Glucosa (5g/L) + acetato (0.82g/L)
(Ae3GA) gssV/L)
10 Mezcla lodo aerobio + EAe3 (1:1) Glucosa (5g/L) + acetato (0.82g/L)

(Ae:Ae3GA) (0,125 gSSV/L: 0,125 gSSV/L)

3.3.Ensayos de EF

Los ensayos de EF se realizaron en reactores de dos cdmaras separados con una membrana de
intercambio idnico (Fig. 2). En la cdmara anddica se colocd el inéculo (0,5 g SSV/L) con el medio
utilizado en la fermentacidn, se colocé el electrodo de trabajo de platino (dnodo) y un electrodo
de referencia de Calomel. En la otra cdmara se coloco el medio de cultivo sin fuente carbonada
con un contraelectrodo de platino (cdtodo). Se aplicd un potencial de +0,4 V respecto al
electrodo de referencia (Calomel). El potencial se controld con un potenciostato (VSP Bio-Logic
SA). Se extrajo muestra del liquido para la medicidon de acidos organicos, del gas para la
concentracién de hidrégeno y metano y de la biomasa para extraccion de ADN. Los ensayos se
realizaron por duplicado. Los electrodos de trabajo y contraelectrodo consistieron en una rejilla
de platino eridio (90% / 10%) (Heraeus) que se limpio con etanol calentando con una llama azul
previo a su uso. Los experimentos en batch se llevaron a cabo a 37 ° C usando un bafo de agua
y una agitacion de 250 rpm, durante un maximo de 24 hs. El pH inicial se ajusté a 6,0 con NaOH
2 M. En la cdmara de electrodo de trabajo, se afadié el medio de fermentacién e indculo,
mientras que en la cdmara de contraelectrodo solo se afiadid medio de fermentacidn libre de
glucosa (Figura 5). Se realizaron controles en batch de fermentacion convencionales utilizando
un reactor de cdmara Unica y en ausencia de electrodos polarizados. En la figura 6 se resumen

los ensayos realizados.
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Figura 5. Celda de EF utilizada, doble camara. CE: contraelectrodo, Eref: electrodo de referencia, WE:

electrodo de trabajo.

Tabla 3- Ensayos de EF

Lodo aerobio Fermentacion Glucosa (5g/L) + acetato (0.82g/L)

Mezcla lodo aerobio + Fermentacién Glucosa (5g/L) + acetato (0.82g/L)
EAel (1:1)
Lodo aerobio Electrofermentacion Glucosa (5g/L) + acetato (0.82g/L)
Mezcla lodo aerobio + Electrofermentacién Glucosa (5g/L) + acetato (0.82g/L)
EAel (1:1)
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Figura 6. Esquema de los ensayos realizados.

3.4 Andlisis de las comunidades microbianas

El ADN se extrajo a partir de 150 mg de biomasa utilizando el kit Fast DNA™ SPIN Kit siguiendo
las instrucciones del fabricante (MP Biomedical; Santa Ana, California - EE. UU.). Se midio la
concentracion de ADN usando Infinite 200 PRO NanoQuant (Tecan Group Ltd., Madnnedorf,
Suiza). Se amplificé la regién V3 - V4 del gen ARNr de 16S por PCR de acuerdo con Carmona-
Martinez et al., (2015). Se realizd la secuenciacion de los amplicones utilizando MiSeq v3
(Hlumina) con lecturas de 2x300 pb en pares en la plataforma GenoToul
(http://www.genotoul.fr). Se recuperaron las secuencias después de la demultiplexacién,
limpieza y afiliacidn de las secuencias en bruto utilizando Mothur v1.39.5. Para la clasificacion
se utilizd la base de datos de SILVA 132. Para la construccién de heatmap se incluyeron aquellos

microorganismos con abundancias relativas mayores al 1 % en al menos una muestra.
3.5 Andlisis quimicos

El consumo de acetato en los enriquecimientos se midié por cromatografia gaseosa equipada
con un detector de ionizacién en flama (GC FID-3900 Varian). Para las fermentaciones y EF se
utilizé HPLC acoplado a un detector de indice de refraccion (Waters R410) para determinar las

concentraciones de glucosa, alcoholes y acidos organicos. Los andlisis de HPLC se realizaron en
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una columna Aminex HPX-87H, 300 x 7,8 mm (Bio-Rad) a una temperatura de 35 °C, utilizando
H,S0; (4 mM) como fase mévil a una velocidad de flujo de 0.3 mL.min?. Las muestras se
prepararon por centrifugacidon a 12.000 g durante 15 minutos y luego el sobrenadante se filtrd
con filtros de jeringa de 0,2 um. La produccidn de biogds se monitored continuamente durante
la operacion utilizando un sistema de desplazamiento de liquido. Los porcentajes de CO,, H, y
CH4 en el biogas se cuantificaron por cromatografia de gases (Clarus 580 GC, Perkin Elmer)
equipado con un detector de conductividad térmica (TCD). Los sélidos suspendidos volatiles

(SSV) fueron determinados por el método estandar APHA/ AWWA/ WEF.
3.6 Andlisis estadisticos

Para determinar las diferencias significativas entre los valores de los rendimientos de H2 se
aplicéd One way-ANOVA y el analisis de Tukey’s pairwise utilizando el software PAST (Hammer et
al. 2001). Para los estudios de diversidad microbiana se calcularon los indices de Shannon y

Chaol utilizando el mismo paquete de programas.

4. Resultados y discusion
4.1 Enriquecimientos de microorganismos electroactivos

De los enriquecimientos se observd el consumo de acetato en todas las muestras del ensayo
inoculado con lodo aerobio (EAel, EAe2, EAe3) y en una de las réplicas del ensayo inoculado con
el lodo acidogénico. En el enriquecimiento inoculado con lodo anaerobio no se observé consumo
de acetato. En algunos casos los valores de concentracién de biomasa (medida en SSV) fueron
muy bajos por lo cual se decidié realizar un segundo enriquecimiento como fue el en caso del
enriquecimiento secundario del ensayo inoculado con muestra del lodo acidogénico que
consumié el acetato. Sin embargo, los resultados siguientes de consumo de acetato no fueron
reproducibles. Los enriquecimientos realizados con el lodo aerobio fueron los Unicos que
mostraron consumo total de acetato en todos los enriquecimientos. Debido a esto se decidié
estudiar la composicion de las comunidades microbianas de las muestras extraidas de los
enriquecimientos realizados con el lodo aerobio. Se analizaron las muestras de los
cuadriplicados de los enriquecimientos sucesivos EAel, EAe2 y EAe3 (tomadas a los 10 dias) y

de la muestra del lodo aerobio inicial (Ae tiempo 0).

Los resultados de las comunidades microbianas indicaron un aumento de las abundancias

relativas de los géneros Paraclostridium, Proteiniclasticum, Acetoanaerobium, Clostridium,
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Macellibacteroides,  Gottschalkia, = Dechloromonas,  Proteocatella,  Syntrophomonas,
Sedimentibacter, Petrimonas. Ademds, se observd un aumento Defluviicoccus en el primer
enriquecimiento. Se detectd un aumento de microorganismos de los géneros Desulfovibrio y
Geobacter llegando al 6 % y 3 % en el tercer enriquecimiento. Se pudo detectar también una
disminucién de la diversidad de las comunidades microbianas en los sucesivos enriquecimientos.
Esto se puede observar en la tabla 4 donde se indican los indices de Shannon y Chaol donde se
observa una disminucién de estos indices a medida en los sucesivos enriquecimientos. Este

resultado indica una especializacién de la comunidad microbiana durante los enriquecimientos.

De los géneros detectados en las comunidades microbianas de los enriquecimientos se pudo
observar tanto microorganismos electroactivos (o reportados en sistemas bioelectroquimicos)

como fermentadores (Tabla 5y 6).

Tabla 4. indices de diversidad de los diferentes enriquecimientos

Shannon_H Chao-1

EAel (1) t0 5,608 583
EAel (2) t0 5,567 573
EAel (3) t0 5,473 535
EAel (4) t0 5,49 525
EAel(1)t10 5,009 428
EAel(2)t10 4,985 364
EAel(3)t10 5,055 440
EAel(4)t10 5,156 442
EAe2(1)t10 3,585 209
EAe2(2)t10 4,008 259
EAe2(3)t10 4,033 274
EAe2(4)t10 3,898 255
EAe3(1)t10 2,962 162
EAe3(2)t10 3,051 169
EAe3(3)t10 3,045 128
EAe3(4)t10 3,081 157

Dentro de los microorganismos electroactivos reportados en sistemas bioelectroquimicos,
ademas de detectarse un aumento de la abundancia relativa de Geobacter, se detectd un
marcado aumento de los géneros Desulfovibrio y Proteiniclasticum. Desulfovibrio es descripto
como un género de bacterias reductoras de sulfato (SRB), anaerobias y reductoras de metales
pesados. Se pueden encontrar en entornos anaerobios diversos en la naturaleza, como suelos,

sedimentos marinos o incluso intestinos de animales (Matias et al., 2005). En el metabolismo
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del género Desulfovibrio, el hidrégeno puede usarse como poder reductor complementando la
respiracion de sulfato o puede producirse en ausencia de sulfato. En un trabajo de Cordas et al.,
se evidencia que los biofilms de D. desulfuricans tienen la capacidad de intercambiar electrones
directamente con diferentes materiales de electrodos como acero inoxidable y grafito (Cordas
et al., 2008). Ademas, D. desulfuricans es capaz de producir filamentos o nano-pili permitiendo
la unidon de ésta a los electrodos en MFC formado biofilms capaces de mejorar la produccién de
corriente en el MFC. Estos nano-pilis facilitan la transferencia de electrones al anodo (Eaktasang

et al., 2013).

Por otro lado, el género Proteinclasticum se caracteriza por ser proteolitico y no utilizar
carbohidratos. Utilizan peptona de soja, triptona y aminoacidos como fuente de carbono y
nitrégeno. Los principales productos de fermentacién en medio PY son acetato, propionato e
isobutirato. La especie tipo es Proteiniclasticum ruminis (Zhang et al., 2010). Su presencia fue
reportada en celdas de electrosintesis microbiana para la produccidn de hidrégeno en
condiciones alcalinas (Rago et al., 2016). En un trabajo de Yin et al., sugieren que este
microorganismo puede estar involucrado en la transferencia directa de electrones interespecies
(Yin et al., 2016). En ese estudio, se eligid FesOs como material conductor en un reactor
anaerdbico de tratamiento de aguas residuales alimentado con carbono organico mixto para ver
sus efectos sobre el rendimiento del sistema y la comunidad microbiana. Proteiniclasticum y
Kosmotoga fueron dominantes tras la adicion de Fes0,4 y fueron responsables de la degradacion

de las proteinas (Yin et al., 2016). Este microorganismo podria cumplir un rol como electroactivo.

También se detectdé un aumento de microorganismos no fermentadores del género
Dechloromonas que puede consumir propionato, asi como también succinato en presencia de
un aceptor de electrones como nitrato (Horn et al., 2005). Este microorganismo ha sido
estudiado por su capacidad de reduccién de clorato, es un microorganismo estrictamente
respiratorio que oxida el acetato con O, ClO3, ClIO3, o NO™3 como aceptores de electrones
alternativos. No reduce Fe (lll). El ClO7, CIO74 se reducen completamente a Cl. Las células
contienen citocromo de tipo c (Achenbach et al.,, 2001). Recientemente se reportd
experimentalmente su capacidad de reduccidn bioelectroquimica del clorato con el desarrollo
de biofilms sobre los electrodos, la produccién de corriente catddica y la eliminacion de clorato
a lo largo del tiempo (Torres-Rojas et al., 2020). Asi que también podria tener un rol como

microorganismo electroactivo.

Dentro de los microorganismos fermentadores, se detecté un aumento progresivo de la

abundancia relativa del género Paraclostridium entre los enriquecimientos EAe 1, 2 y 3. Este
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género pertenece a la familia Clostridiaceae. Tiene la capacidad de producir H, a partir de
sustratos organicos. Sus principales productos de fermentacidn son acético y butirico. Se ha
reportado que cepas de este género son celuloliticas y fermentativas (Rabelo et al., 2020). Por

lo tanto, este microorganismo podria tener un rol en la fermentacion de carbohidratos.

Macellibacteroides y Gottschalkia estan reportados como microorganismos fermentadores
(Jabari et al., 2012; Poehlein et al., 2017). En particular Gottschalkia es un fermentador que
requiere purinas para su crecimiento, pero no utiliza carbohidratos ni la mayoria de los
aminodacidos. También puede utilizar acido uUrico como fuente de carbono y energia. Los
principales productos del metabolismo son acetato, formiato, CO, y NHs3 (Poehlein et al., 2017).
Dado que no consume acetato ni glucosa, este microorganismo podria alimentarse de los restos

celulares.

En cuanto al rol de los microorganismos del género Acetoanaerobium cuya abundancia relativa
aumenté en cada enriquecimiento, se ha reportado que microorganismos de este género
mostraron una notable capacidad para consumir un alto flujo de H; en celdas de electrosintesis
microbianas (Jourdin et al., 2016). Por lo cual este microorganismo puede no ser beneficioso

para el proceso de produccién de H..

Por lo tanto, de acuerdo con la bibliografia consultada, la composicién taxondmica de las
comunidades microbianas de los enriquecimientos muestra que se aumenté la abundancia de
microorganismos con la capacidad de fermentar y producir hidrégeno y con potencial capacidad
electrogénica. De esto se podria concluir que el medio de enriquecimiento utilizado fue Util para
la seleccién de microorganismos de interés ya que encontramos microorganismos
fermentadores productores de hidrégeno (principalmente Proteinclasticum, Clostridium) y
reductores de metales (potenciales electrogénicos) del género Desulfovibrio y Geobacter. Por
otro lado también se enriquecieron microoganismos consumidores de H, como en el caso de
Acetoanaerobium. En la tabla 6 se resumen los posibles roles de los microorganismos

encontrados en los enriquecidos.
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Tabla 5. Heatmap mostrando las abundancias relativas de los diferentes organismos presentes en los
enriguecimientos primarios (Ael) realizados en cuadruplicado (1-4) en tiempo 0 (Ael t0) y a los 10 dias
(E1t10), enriquecimientos secundarios realizado a los 10 dias (Ae2 t10), enriquecimientos terciarios a los
10 dias (Ae3 t10). Las abundancias relativas se determinaron de acuerdo al andlisis del gen del ARNr de
16S mediante secuenciacion masiva. Se muestra la afiliacion a nivel de género de aquellos

microorganismos con una abundancia relativa mayor a 1 % en al menos una de las muestras.

Género
Paraclostridium
Proteiniclasticum
Acetoanaerobium
Defluviicoccus
Clostridium_sensu_stricto_13
Macellibacteroides
Gottschalkia
Desulfovibrio
ST-12K33_ge
Porphyromonadaceae_unclassified
Clostridium_sensu_stricto_13
Dechloromonas
Proteocatella
Geobacter
Clostridium_sensu_stricto_1
Family_XIll_unclassified
Denitratisoma
uncultured
Syntrophomonas
Sedimentibacter
vadinBC27_wastewater-sludge_group
Rhodocyclaceae_unclassified
Gracilibacter
Petrimonas
Escherichia-Shigella
Syntrophomonas
Bacteria_unclassified
Terrimonas
B1-7BS_ge
Syntrophomonas
Actinobacteria_unclassified
PeM15_ge
Defluviicoccus
uncultured
Aeromonas
SRB2_ge
Novosphingobium
Bacteroidetes_vadinHA17_ge
Chitinivorax
uncultured
Desulfomicrobium
Chromatiaceae_unclassified
Gracilibacter
uncultured
Ruminococcus_1
Methylococcaceae_unclassified
uncultured_ge
Candidatus_Microthrix
Rhizobiales_unclassified
Arcobacter
Run-SP154_ge
BIvii28_wastewater-sludge_group
uncultured
Peptostreptococcaceae_unclassified
Haliscomenobacter
uncultured_ge

Dechlorobacter
Nitrospira
uncultured
Lutispora
Run-SP154_ge
Morganella
Klebsiella
Saccharibacteria_ge
Proteiniclasticum
Trichococcus
Gallicola
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Tabla 6. Principales grupos de microorganismos presentes en los enriquecimientos y su posible rol.

Género enriquecido

Posible rol

Referencia

Paraclostridium
Proteiniclasticum
Acetoanaerobium
Defluviicoccus
Clostridium_sensu_stricto
Macellibacteroides
Gottschalkia
Desulfovibrio
Porphyromonadaceae
Dechloromonas
Proteocatella
Geobacter
Syntrophomonas
Sedimentibacter
Petrimonas

fermentador, productor de H2

fermentador, productor de H2, electroactivo

homoacetogénico
fermentador
fermentador, productor de H2
fermentador
fermenta purinas
electroactivo
fermentador
electroactiva
fermentador
electroactivo
fermentador, productor de H2
fermentador
fermentador, productor de H2

Rabelo et al., 2020
Zhang et al., 2010, Yin et al., 2016
Jourdin et al., 2016
Nabu, 2013

Yanget al., 2019
Jabarietal., 2012
Poehlein et al., 2017
Eaktasanget al., 2013
Jabari et al., 2012
Torres-Rojas et al., 2020
Pikuta et al., 2009

Bond et al., 2003

Zhang et al., 2004
Breitenstein et al., 2002
Grabowski et al., 2005

4.2 Fermentaciones

4.2.1 Rendimientos de H>

Con el lodo aerobio enriquecido (EAel, EAe2 y EAe3) se realizaron ensayos de fermentacion para

determinar el efecto del inéculo enriquecido en bacterias electrogénicas en la produccién de

hidrégeno.

Se observé que los mayores rendimientos de H, se obtuvieron a partir del primer

enriquecimiento con glucosa y acetato (Figura 7). No hubo grandes variaciones en los

enriquecimientos sucesivos en cuanto a la produccion de H,. No se detecté metano en ninguno

de los casos, y a glucosa se consumid a las 48 horas en todos los casos. De los andlisis estadisticos

se observd que hay una diferencia entre el enriquecimiento primario alimentado con glucosa y

glucosa y acetato. Asimismo hay una diferencia significativa entre el enriquecimiento primario

con los enriquecimientos secundarios y terciarios.

213



1.4

mol/mol glucosa)
o [S9]
—
i
= o
gl

>

Rendimiento de H

Figura 7. Rendimiento de producciéon de hidrogeno usando distintas variaciones de indculo. La
fermentacion se realizé utilizando glucosa como fuente de carbono o con glucosa y acetato segun se indica
en la Tabla 2. Los valores marcados con una letra diferente difieren significativamente (P <0.05) segun el

analisis estadistico ANOVA.

Esto podria indicar que el la fermentacidn utilizando Unicamente el enriquecimiento primario
con glucosa no necesariamente favoreceria la produccion de H,. Sin embargo, si se observé una
mejora en la produccion de hidrégeno en la fermentacidn con los enriquecimientos adicionando
acetato como sustrato. Ademas, se observd menor variacion entre los valores obtenidos para
las réplicas en estas condiciones. Este resultado sugiere que la adicién de acetato podria
impulsar en un inicio el crecimiento de microorganismos electrogénicos como Geobacter ya que

estos utilizan acetato y no glucosa como fuente de carbono (Bond y Lovley, 2003).
4.2.2 Estudio de los productos de fermentacion en los diferentes ensayos

Se detectd presencia de acetato en todas las condiciones estudiadas. En la fermentacién con
glucosa (AelG) (Figura 8A) la presencia de acetato junto con la menor produccion de H; podria
indicar presencia de homoacetogénesis (Hugenholtz y Ljungdahl, 1990). En todas las muestras
alimentadas con glucosa se detectaron altas concentraciones de propionato y etanol. Esto
podria indicar produccién de H, mediante la via dcido mixta que es una caracteristica de las
enterobacterias. Aunque la produccidn de etanol podria estar vinculada a la fermentacion
solventogénica por algunas especies del género Clostridium, los resultados sugieren que algunas
especies de la familia Enterobacteriaceae también producen H; con la coproduccién de etanol

(Nakashimada et al., 2002; Wietzke y Bahl, 2012; Palomo-Briones et al., 2017). Aunque el etanol
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es una molécula mas reducida que la glucosa y su produccidon permite liberar el exceso de
electrones mediante la regeneracién directa de NAD+, el etanol también esta asociado con la
produccién de H, (Moscoviz et al., 2016). Por otro lado, algunas especies microbianas pueden
consumir lactato y producir propionato como producto final, y eso podria explicar la variabilidad
de estos dos metabolitos en los duplicados alimentados con glucosa debido a la aparicién de

consumidores de lactato en las comunidades microbianas (Hoelzle et al., 2014).

En las fermentaciones con glucosa y acetato se observé un patréon de productos de fermentacién
muy diferente, con una mayor produccion de butirato (Figura 8B). Los controles (indculo sin
enriquecer, AeGA) presentaron mas de un 50 % de produccién de butirato. El acetato fue
detectado a las 24h y luego hubo una disminucion a las 48 h. En los enriquecimientos (AelGA)
el butirato producido fue mucho menor alcanzandose valores de acetato hasta el 94 % a las 24
h (Figura 8B). Posteriormente disminuyd, pero no tanto en comparacién con el control. La
produccién de butirato puede indicar la produccion de H, por Clostridium por esta via. Esto es
consistente con la literatura, ya que la produccion de butirato es un producto metabdlico tipico
de los miembros de la familia Clostridiaceae pero no para los organismos de la familia
Enterobacteriaceae (Ghimire et al., 2015). Los altos rendimientos de H; se asocian comiUnmente

con miembros de la familia Clostridiaceae (Lee et al., 2008; Cabrol et al., 2017).

En todos los casos de detectd produccion de lactato a las 24 h y en algunos casos se consumio
totalmente a las 48 h (Figura 8A y B). La mayor concentracidén ocurrié en la fermentacién
utilizando el lodo aerobio como indculo (AeG y AeGA). La produccion de lactato se asocia
comunmente a menores rendimientos de H;, porque la reoxidacidon de NADH en la via del lactato
conduce a una menor liberacion de electrones en exceso en forma de H,, en particular por

especies de Clostridium (Chatellard et al., 2016).

Los rendimientos maximos de H, se podrian asociar con un aumento de butirato y una
disminucién de lactato. Esto es consistente con los datos de la literatura que informaron
mayores rendimientos de H; cuando el butirato y el acetato son los metabolitos mas

importantes (Lee et al., 2008; Palomo-Briones et al., 2018).
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Figura 8. A) Perfil de productos de fermentacion obtenidos en los ensayos de fermentacion con glucosa
utilizando el indculo sin enriquecer (AeG), el inéculo enriquecido (AelG) y mezcla 1:1 del indculo
enriquecido y sin enriquecer (Ae:AelG). B) Andlisis de los productos de fermentacién en los ensayos de
fermentacion utilizando glucosa y acetato como sustratos y utilizando el indculo sin enriquecer (AeGA), el
indculo enriquecido (AelGA) y mezcla 1:1 del inéculo enriquecido y sin enriquecer ((Ae:Ael)GA). Los

estudios se realizaron por triplicado y los productos de fermentacidn se determinaron a las 24 y 48 h.

En el segundo y tercer enriquecimiento (Figura 9), los resultados de la composicion de los acidos
orgdnicos producidos, mostraron que se produjo fundamentalmente acetato y butirato en
ambos ensayos, pero en las muestras tomadas a las 24 hs del ensayo realizado con el

enriquecimiento Ae2GA y Ae3GA se observd una predominancia de acetato que no se mantuvo
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a lo largo del ensayo. La presencia de estos acidos organicos podrian explicar los mejores
rendimientos de H,. Se detectd presencia de lactico en todas las condiciones siendo mayor en
Ae:Ae3. Este lactico pareceria no tener un efecto en la produccién de H,. Esto podria deberse a
la presencia de microorganismos consumidores de lactato. Algunos microorganismos del género
Clostridium son capaces de fermentar el lactato y producir acético mediante fermentacion

homoacética (Tang et al., 1989).

100% 100%
75% 75%
50% 50%
25% 25%
0%
48h 24h 48h
Ac2GAl Ac2GA2 Aec2GA3 Ae3GAL Ae3GA2 Ae3GA3
75%, 75%
50% 50%
25% 25%
0% 0%
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
(Ae:Ae2)GALl (Ae:Ae2)GA2 (Ae:Ae2)GA3 (Ac:Ae3)GAl (Ae:Ae3)GA2 (Ac:Ae3)GA3

® Lactato B Butirato  ® Acetato @ Etanol

® Propionato ™ Succinato ®Formato ®H2

Figura 9. Andlisis de acidos organicos de la fermentacién de glucosa y acetato utilizando el
enriquecimiento secundario (Ae2GA) y mezcla 1:1 del indculo enriquecido y sin enriquecer ((Ae:Ae2)GA),
enriquecimiento terciario (Ae3.GA) y mezcla 1:1 del indculo enriquecido y sin enriquecer ((Ae:Ae3)GA).

Los estudios se realizaron por triplicado y se midié a las 24 y 48h.
4.2.3 Composicion de las comunidades microbianas en los ensayos de fermentacion

Los resultados del analisis de las comunidades microbianas en las muestras tomadas al final de
las fermentaciones muestran que, en todos los casos, se observd una disminucion de la

diversidad. En todas las muestras, las comunidades microbianas al final de la operacidn
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estuvieron dominadas por organismos del género Clostridium (Tablas 7, 8, 9y 10). En el caso de
los ensayos realizados con glucosa Unicamente se observd una alta abundancia relativa de
microorganismos del género Klebsiella. Este género estd reportado como microorganismo
productor de H, (Minnan et al., 2005). La presencia de etanol en estas muestras podria indicar
gue la produccion de H; se podria estar dando por la via acido-mixta. En estos casos también se
observo la presencia de los géneros Escherichia-Shigella, Tolumonas y Aeromonas (Tabla 6). Los
productos finales de fermentacién de la glucosa por Tolumonas son acetato, etanol, formiato
y/o lactato (Caldwell et al.,2011). Ademas, cepas de este género estan reportados como
electroactivos en MFC. En un trabajo de Luo et al., 2013 aislaron una cepa (designada como P2-
A-1) identificada como Tolumonas osonensis que puede utilizar una amplia variedad de sustratos
para la produccién de energia, lo que la hace valiosa valioso para la aplicacion en MFC (Fischer-
Romero et al., 1996). La misma fue aislada de una MFC inoculada con lodo de una planta de

tratamiento de aguas residuales (Luo et al., 2013).

Microorganismos del género Aeromonas también han sido reportados como electroactivos y
aislados de MFC. También se reporta su presencia en reactores de produccidn de H,.
Particularmente, en un trabajo de Pham et al., 2003 aislaron un microorganismo anaerobio
facultativo designado como PA3 que se identificé como una cepa de Aeromonas hydrophila. Este
microorganismo utiliza glucosa, glicerol, piruvato e hidrégeno para reducir Fe (lll), nitrato y
sulfato. La voltametria ciclica indicé que esta cepa era electroquimicamente activa (Pham et al.,
2003). Microorganismos de este género también estan reportados como productores de H..
Ademas produce etanol, acetato a partir de glucosa (Oh et al., 2003) lo que podria también

explicar la presencia de estos productos de fermentacidn en las muestras.

Por otro lado en todos los ensayos de fermentacion realizados con glucosa y acetato (Tabla 8,9
y 10) se observé una predominancia de microorganismos del género Clostridium. La presencia
de Clostridium podria explicar el aumento en la produccidon de H, y butirato. La deteccién de

butirato podria indicar la produccién de hidrégeno por esta via.

La produccién de lactato en estas muestras se puede correlacionar con la presencia de
microorganismos del género Streptococcus ya que son bacterias acido lacticas y se informan
comunmente en reactores de produccién de H, (Cabrol et al., 2017; Castell6 et al., 2018). En

general se los asocia en reactores de baja produccion de H; (Cabrol et al., 2017).

Tabla 7. Heatmap que muestra la abundancia relativa de los microorganismos presentes en los ensayos
de: fermentacion utilizando el indculo sin enriquecer (Ae) realizados en triplicado (Ae (1)- Ae (3)) en

muestras tomadas a tiempo 0 (t0) y 48 h (t48); fermentacion utilizando el inéculo enriquecido (Ael)
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realizados en triplicado (Ael (1)- Ael (3)) en muestras tomadas a tiempo O (t0) y 48 hs (t48). Las

abundancias relativas se determinaron de acuerdo al andlisis del gen del ARNr de 16S mediante

secuenciacion masiva. Se muestra la afiliacion a nivel de género de aquellos microorganismos con una

abundancia relativa mayor al 1 % en al menos una de las muestras.

Genus AelG | AelG | AelG [AelG (2)| AelG | AelG
(1)t0 | (1)t48 | (2)t0 148 (3)t0 | (3) t48
Klebsiella 12% 124% 1.6% 1.0%
Clostridium_sensu_stricto_1 0.1% 0.0% 81% 05% 16.7%
Escherichia-Shigella 1.3% 6.1% 22% 10.1% 1.3% 24.4%
Aeromonas 0.8% 1.3% 0.1% 1.1% 0.0%
Tolumonas 0.4% 1.6% 17.9% 0.1% 0.1%
Clostridium_sensu_stricto_1 1.0% 6.1% 0.7% 1.2%
Clostridium_sensu_stricto_5 0.2% 0.6% 5.8%
Clostridium_sensu_stricto_12 0.1% 7.3% 133% 0.1% 3.3%
Defluviicoccus 5.1% 0.1% 7.9% 0.2% 5.0% 0.1%
Dechloromonas 2.3% 0.0% 2.0% 1.9% 0.0%
Macellibacteroides 4.6% 3.4% 3.0% 0.2% 6.8% 0.3%
Aeromonas 0.0% 1.0% 1.8% 0.2%
Aeromonas
Tolumonas 0.1% 0.0% 2.3%
Bacteroidetes_vadinHA17_ge 2.8% 0.1% 2.0% 01% 29% 0.1%
Acetoanaerobium 2.5% 0.1% 2.3% 0.1% 2.6% 0.2%
Clostridium_sensu_stricto_3 0.5% 1.5% 2.2%
uncultured 0.4% 0.6% 0.5%
Porphyromonadaceae_unclassified | 1.5% 0.1% 1.0% 0.0% 2.2%
Proteocatella 1.8% 1.9% 0.0% 2.0%
Denitratisoma 1.5% 1.6% 1.4%
Paraclostridium 1.5% 1.3% 0.0% 18% 0.1%
Terrimonas 1.0% 0.0% 1.0% 0.0% 13% 0.1%
Clostridium_sensu_stricto_13 1.6% 1.4% 0.0% 1.7%
Desulfomicrobium 1.3% 1.6% 0.0% 1.5%
B1-7BS_ge 1.5% 1.6% 1.0%
Bacteria_unclassified 0.3% 0.2% 0.4%
Rhodocyclaceae_unclassified 0.3% 0.3% 0.3%
Haliscomenobacter 0.2% 0.2% 0.3%
uncultured 0.4% 0.4% 0.6%
Chitinivorax 0.1% 0.0%
Gottschalkia 1.1% 1.0% 1.4% 0.0%
Clostridiaceae_1_unclassified 0.3% 0.1% 0.2% 1.4%
uncultured
Chromatiaceae_unclassified 0.2% 0.1%
Nitrospira 0.6% 0.6% 0.7%
PHOS-HE36_ge 0.8% 0.7% 1.0%
Nitrospira 0.9% 0.5% 1.1%
uncultured 0.2% 0.0% 0.1% 0.1%
Zymomonas 0.2% 0.5% 0.4%
Streptococcus 0.1% 0.0% 0.1% 0.1%
Novosphingobium 0.8% 0.8% 0.9%
Actinobacteria_unclassified 0.5% 0.0% 1.1% 0.5%
Clostridium_sensu_stricto_12 - 0.5% 0.4% 1.1%

AeG | AeG | AeG |AeG (2)| AeG [AeG (3)
@t || @t | 48 |@)w0]| ws
0.1% 0.9% 1.1%
22.7% 0.1% 22.4% 0.5% 24.7%
0.0% 5.8% [0:0% | 4.5% [00% 4.9%
02% 92% 0.3% 17.7% 0.2% 16.6%
0.1% 0.1%
0.4% 0.3% 0.1% 0.7%
0.1%
0.2%
27% 01% 2.9% 01% 33% 0.1%
7.0% 00% 6.6% 01% 7.1% 0.1%
0.2% 0.1% 0.0% 0.3% 0.0%
0.8% 1.3% 0.7%
3.3% 2.2% 1.1%
0.0% 0.2% 0.5% 0.3%
0.2% 0.1% 0.1%
0.1% 0.0% 0.1%
2.2% 1.9% 01% 1.7%
1.7% 1.9% 1.7% 0.0%
0.6% 0.3% 0.4%
1.8% 0.0% 1.5% 1.8% 0.0%
0.2% 0.1% 0.1%
1.3% 01% 1.0% 0.0% 1.2%
15% 0.0% 1.4% 0.0% 1.6%
1.6% 1.4% 1.5%
1.1% 1.5% 1.3%
1.0% 1.4% 0.9%
1.1% 1.4% 0.9%
0.7% 1.2% 1.4%
0.9% 1.3% 1.0%
1.2% 0.8% 0.9%
1.0% 0.0% 1.2% 1.0%
1.2% 0.5% 0.9%
1.1% 11% 0.0% 0.8%
1.1% 1.1% 1.0%
01% 0.1% 0.1% 02% 01% 1.1%
1.1% 0.9% 1.1%
0.4% 0.3% 0.5%
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Tabla 8. Heatmap de comunidades microbianas presentes en: la fermentacién del indculo sin enriquecer
(AeGA) realizados en triplicado (AeGA (1)-AeGA (3)) en tiempo 0 (t0) y 48 hs (t48); fermentacidn con el
indculo enriquecido (AelGA) realizados en triplicado (Ae1GA(1)- Ae1GA(3)) en tiempo O (t0) y 48 hs (t48).
Las abundancias relativas se determinaron de acuerdo al analisis del gen del ARNr de 16S mediante
secuenciacién masiva. Se muestra la afiliacion a nivel de género de aquellos microorganismos con una

abundancia relativa mayor a 1 % en al menos una de las muestras.

Bacteroidetes_vadinHA17_ge
uncultured
Rhodocyclaceae_unclassified
Terrimonas
Denitratisoma
B1-7BS_ge
Actinobacteria_unclassified

AeGA(1) | AeGA(1l) | AeGA(2) | AeGA(2) | AeGA(3) | AeGA(3) |AelGA(L| AelGA
Genus t0 148 t0 148 t0 148 ) t0 1) t48
Clostridium_sensu_stricto_1 0.8% 48.3% 0.7% 0.1% 1.0% 0.2%
Streptococcus 0.2% 36.4% 0.3% 18.3% 26.0% 0.3% 01% 27.4% 0.2% 0.1%
Clostridium_sensu_stricto_12 0.1% 1.9% 0.0% 3.1% 1.9% 02% 20.9% [100% " 65% 16%  16.3%
Defluviicoccus 3.8% 0.2% 3.5% 0.2% 10.2% 0.3% 12.0%  0.5% 12.2% 0.3% 11.2% 0.4%
Klebsiella 0.1% 7.8% 0.3% 11.6% 8.2% 0.5% 0.6% 0.6%
Dechloromonas 4.5% L 5.8% 0.3% 5.4% 0.2% 2.2% 0.0% 2.1% 0.0% 2.2% 0.1%
Macellibacteroides L L 0.2% 0.0% 0.1% 4.0% 0.0% 3.8% 0.1%
Bifidobacterium
Clostridium_sensu_stricto_5
Acetoanaerobium 2.5% 0.1% 2.1% 0.0% 2.6%
Escherichia-Shigella 1.1% - 1.2%

2.3% 0.0%
0.3%
0.4%
1.1%
1.6%
0.6%

0.0%

0.0%

0.1%

Nitrospira
Bacteria_unclassified
Enterococcus
Clostridium_sensu_stricto_13
uncultured
Clostridium_sensu_stricto_3

Desulfomicrobium 0.0% .
Novosphingobium 1.1% 1.2% 0.0% 1.4%
PHOS-HE36_ge 1.4% 0.6% 0.0% 0.5%
Haliscomenobacter 1.2% 0.3% - 0.1%
Rhizobiales_unclassified 0.4% 1.1% 0.0% 1.4%
Paraclostridium 0.4% 1.3% 0.0% 1.1%
uncultured 1.3% 0.4% 0.0% 0.3%
uncultured_ge 1.2% 0.1%
Nitrospira 1.2% 0.2%
Comamonadaceae_unclassified b 0.8% 0.0%
PeM15_ge 0.9%
Proteocatella 1.2%
Chitinivorax
Defluviicoccus
Candidatus_Microthrix 0.1% 0.9%
Zymomonas 1.0% 0.5% 0.0% 0.3% 0.3%
Aquabacterium 0.2% 0.1% 0.2% 0.1%
uncultured 1.0% 0.2% 0.1% 0.1%

En el caso del ensayo realizado con los enriquecimientos secundarios y terciarios y la mezcla de
los indculos se observé una co-dominancia de los géneros Streptococcus y Paraclostridium

aunque con una abundancia relativa bastante menor que el género Clostridium.

Microorganismos del género Paraclostridium han sido reportados en reactores de fermentacion
oscura (Detman et al., 2020). En particular la cepa Paraclostridium CR4 ha sido aislada del bagazo
de la cafia de azucar y esta reportada como productora de H; y acido butirico (Rabelo et al.,

2020).

En estos enriquecimientos se detectd también la presencia de Acetoanaerobium.

Microrganismos de este género estan reportados como homoacetogénicos. Este
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microorganismo crece con H,-CO,, glucosa y maltosa y produce acetato como Unico producto
(Schink y Bomar, 1992). La presencia de este microorganismo podria explicar la alta
concentracion de acetato obtenida en las fermentaciones con el segundo y tercer

enriquecimiento.

Tabla 9. Heatmap que muestra la abundancia relativa de los microorganismos presentes en muestras
tomadas del ensayo de: fermentacion con el indculo enriquecido Ae2 realizados en triplicado (Ae2 (1) -
Ae2 (3)) atiempo O (t0) y 48 hs (t48); fermentacion utilizando la mezcla 1:1 de indculos enriquecido (Ae2)
y sin enriquecer (Ae) realizados en triplicado (Ae:Ae2 (1) — Ae:Ae2 (3)) en muestras tomadas a tiempo 0
(t0) y 48 hs (t48). Las abundancias relativas se determinaron de acuerdo al analisis del gen del ARNr de
16S mediante secuenciacion masiva. Se muestra la afiliacion a nivel de género de aquellos

microorganismos con una abundancia relativa mayor a 1 % en al menos una de las muestras.

Ae:Ae2 | AeiAe2 | Ae:Ae2 | AeiAe2 | AelAe2 | AeAe2 Ae2 Ae2 Ae2 |Ae2GA(2)| Ae2 Ae2

Genus GA(1) t0| GA(1) t48|GA(2) 10| GA(2) t48 | GA(3) t0 | GA(3) t48 | GA(1) t0 |GA(1) t48| GA(2) t0 148 GA(3) t0 [GA(3) t48
Clostridium_sensu_stricto_1 0.6% 1.1% 1.3% 0.1% 0.4%
Streptococcus 3.8% 5.9% 0.2% 11.9% 0.1%
Paraclostridium 6.9% 6.9% 8.5% 9.0% 0.3% 9.4% 0.5% 10.0% 0.3%
Acetoanaerobium 9.0% 8.0% 0.1% 6.9% 9.2% 0.2% 9.6% 0.4% 9.7% 0.2%
Clostridium_sensu_stricto_3 8.7% 7.1% 3.0% 4.2% 0.2%
Clostridium_sensu_stricto_13 | 6.7% 6.7% 6.5% 6.4% 0.2% 7.3% 0.2% 7.9% 0.2%
Proteiniclasticum 7.0% 0.1% 6.1% 0.1% 4.8% 0.1% 6.8% 0.4% 7.0% 0.5% 7.1% 0.2%
Defluviicoccus 52% | 00% @ 59% | 00% @ 53% 57%  01% 51%  03%  50%  01%
Macellibacteroides 4.7% 0.1% 5.0% 0.1% 4.7% 0.2% 5.2% 0.9% 4.7% 0.6% 5.6% 0.5%
Gottschalkia 4.0% 4.3% 4.7% 4.8% 4.8% 0.2% 4.4% 0.1%
Clostridium_sensu_stricto_12 0.1% 0.2% 0.4% 0.4% 0.4% 4.2%
Pseudomonas 3.6%
Escherichia-Shigella 0.1% 0.1% 0.3% 0.2% 0.1% 2.3% 0.2% 0.1% 0.1% 2.3%
Clostridium_sensu_stricto_13 | 2.0% 1.9% 1.6% 2.3% 2.1% 2.1%
Porphyromonadaceae_unclassifie] 1.9% 1.4% 1.9% 2.1% 1.5% 2.1% 0.1%
Syntrophomonas 1.7% 1.7% 1.6% 1.2% 1.6% 1.9%
Dechloromonas 1.4% 1.8% 1.5% 0.3% 0.2% 0.3%
Proteocatella 1.2% 1.0% 0.9% 1.4% 1.6% 1.7%
Desulfovibrio 0.8% 0.9% 0.8% 0.7% 0.1% 1.1% 1.5%
Family_Xill_unclassified 1.1% 1.1% 1.2% 0.9% 1.3% 1.3%
Rhizobiales_unclassified 0.9% 0.8% 0.7% 1.2% 1.1% 0.1% 0.8%
Actinobacteria_unclassified 1.2% 0.8% 1.0% 1.1% 0.7% 0.1% 0.5%
Desulfomicrobium 0.8% 0.6% 0.7% 1.0% 1.1% 0.1% 0.9%
Clostridium_sensu_stricto_1 1.0% 0.3% 0.9% 0.9% 0.6% 1.0% 0.9% 1.1%
BIvii28_wastewater-sludge_groug 0.7% 0.6% 0.3% 1.1% 0.9% 0.7%
SRB2_ge 0.7% 0.6% 0.4% 0.9% 1.1% 1.0%
uncultured 0.8% 0.5% 0.3% 1.1% 0.7% 0.7%
Klebsiella 0.2% 0.2% 0.4% 0.1% 0.1% 1.1%
Defluviicoccus 0.5% 1.0% 0.8% 0.8% 1.0% 0.7%
Bacteroidetes_vadinHA17_ge | 0.6% 0.5% 0.6% 1.0% 0.7% 1.0%
uncultured 0.9% 0.6% 0.5% 1.0% 0.5% 0.1% 0.6%
Sedimentibacter 0.8% 0.6% 0.7% 0.7% 08% | 00% 10%

En particular en las fermentaciones realizadas con el inéculo Ae3 con glucosa y acetato (Ae3GA)
se observd, la presencia de Proteinclasticum, microorganismo que se ha reportado como
productor de propionato. Como se menciond anteriormente, este microorganismo podria estan
involucrado en la transferencia de electrones interespecie. Ademas, en esa misma muestra se
detectd mayor abundancia relativa de Dechrolomonas que podria tener un rol como
microorganismo electroactivo. Este microorganismo puede consumir el propionato y succinato

(Horn et al., 2005) y se podria sugerir que utiliza el anodo como aceptor de electrones.

En cuanto a los microorganismos reportados como electrogénicos, se observaron

microorganismos del género Defluviicoccus en todas las fermentaciones. Secuencias de este
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microorganismo han sido detectadas en la superficie de electrodos colocados en sedimentos

marinos para la remocion de petréleo (Maturro et al., 2017).

Tabla 10. Heatmap que muestra la abundancia relativa de los microorganismos presentes en muestras
tomadas de los ensayos de fermentacion con el tercer enriquecimiento (Ae3 1- Ae3 2) atiempo 0 (t0) y a
las 48 h (t48); fermentacién de la mezcla 1:1 de Ae3 con Ae (Ae:Ae3 1- Ae:Ae3 2) en tiempo 0 (t0) y 48 hs
(t48). Las abundancias relativas se determinaron de acuerdo al analisis del gen del ARNr de 16S mediante
secuenciacion masiva. Se muestra la afiliacion a nivel de género de aquellos microorganismos con una

abundancia relativa mayor a 1 % en al menos una de las muestras.

Ae3 GA(1)| Ae3 Ae3 Ae3 Ae:Ae3

Genus t0 GA(1) t48GA(2) t0|GA(2) t48| GA(1) tO
Clostridium_sensu_stricto_1 0.4% 0.4% 0.2%
Streptococcus 0.0% 8.1% 0.1% 32.0% 10.6%
Paraclostridium 19.2% 0.2% 231% 0.5% 10.3% 0.0% 8.2% 0.1%
Proteiniclasticum 15.7% 0.1% 140% 0.3% 6.8% 0.0% 7.3% 0.1%

Acetoanaerobium 8.8% 00% 6.8%  0.1% 42% | 00% | 45%
Gottschalkia 58% = 00% 7.4% 0.1% 3.1% 0.0%
Clostridium_sensu_stricto_3 7.0% 0.5% 0.0%

Desulfovibrio 0.1% 6.2% 0.1%
Dechloromonas
Syntrophomonas 3.2% 2.1%
ST-12K33 ge 2.8% 4.3% 1.3%
Defluviicoccus 0.1% 0.1% 0.1%
Geobacter 3.3% 0.1% 1.9% 0.0%

1.9% 0.0%
0.8%

0.1%

Clostridium_sensu_stricto_13
Clostridium_sensu_stricto_12
Macellibacteroides 2.3%
Petrimonas 2.2% 0.0% 2.0%
Limnochordaceae_ge 0.1% 1.3%
Syntrophomonas 1.4%
Bifidobacterium
Lentimicrobium 1.5%
Clostridium_sensu_stricto_13 1.2%
Clostridium_sensu_stricto_1 1.4%
Escherichia-Shigella 0.1%
OPB56_ge 1.3%
adinBC27_wastewater-sludge_grou| 0.9% 0.0%
Family_XIIl_unclassified 1.2%
Actinobacteria_unclassified
Proteiniclasticum
Denitratisoma
Dechlorobacter

0.4%

En la fermentacion con el tercer enriquecimiento se observd la presencia de microorganismos
del género Desulfovibrio que también han sido reportados como electroactivos (Eaktasang et

al., 2013).
4.3Ensayos de electrofermentacion
4.3.1 Rendimiento de H;

En los ensayos de electrofermentacion realizados se observé una mejora de la produccién de
hidrégeno cuando se utilizé una mezcla de indculo sin enriquecer (Ae) con el indculo enriquecido
(Ael) en proporcidn 1:1 (E(Ae:Ael)). El rendimiento obtenido fue de 1,60 + 0,76 moluz2/molgucosa,

aunque este presentd una gran variacion entre las réplicas (figura 10). Esto podria indicar que el
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agregado de bacterias electroactivas estaria favoreciendo la producciéon de hidrégeno por
electrofermentacién, aunque el proceso no fue muy reproducible. Si bien se observé el maximo
valor en la EF, el haber mucha variacién las diferencias no son significativas segln el analisis de

Tukey’s pairwise.

25
Fermentacion
Electrofermentacion
2
1.5

05 !

Ae Ae:Ae1

Rendimiento de H2 (molH2/mol glucosa)

Figura 10. Resultados del ensayo de electrofermentacion. La grafica de barras muestra el promedio y la
desviacion estandar del rendimiento en hidrégeno para los ensayos realizados por triplicado. El medio de

cultivo utilizado contenia glucosa y acetato como sustratos.
4.3.2 Estudio de los productos de EF

Utilizando el indculo sin enriquecer (Ae) se observé una mayor produccion de lactato tanto en
las fermentaciones como en las electrofermentaciones (Figura 11A). Los ensayos de
electrofermentacién (EFAe) presentaron mayor concentracién de lactato asi como una menor
cantidad de butirato. Asimismo, se observé mayor cantidad de propionato en el ensayo EF(Ae)2
(Figura 11A). La presencia de propionato también podrian explicar los menores rendimientos de
H, obtenidos en los ensayos de EF (Sivagurunathan et al., 2014). Hay algunos grupos de
Clostridium que estdn reportados como productores de propionato. Finalmente, la presencia de
acetato, butirato y etanol podria indicar la produccién de hidrégeno por fermentacién butirica

y fermentacién acido mixta.

En el ultimo experimento de EF en el que se utilizd la mezcla de indculos enriquecidos y sin
enriquecer (relacidn 1:1 del EAel y Ae). Se obtuvieron mayores concentraciones de butirato en
pudiendo sugerirse que se favorecid la produccion de H, mediante fermentacidn butirica.

Asimismo se obtuvo una mayor produccion de etanol en las fermentaciones convencionales
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(F(Ae:Ael)) (Figura 11B). Por falta de tiempo en la pasantia, no fue posible realizar el estudio de

las comunidades microbianas de este ultimo ensayo.

A) B)
100% 100% l
75% 75% ]
— -
50% 50%
25% 25%
0% 0%
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
F(Ae)l F(Ae)2 EF(Ae)l EF(Ae)2 F(Ae:Ael)l F(Ae:Ael)2 EF(Ae:Ael)l EF(Ae:Ael)2
W Lactato B Butirato W Acetato u Etanol
m Propionato Succinato = Formato mH2

Figura 11. A) Analisis de productos de fermentacion en los ensayos (FAe) y la electrofermentacion (EFAe)
en glucosa y acetato utilizando el inéculo sin enriquecer. B) Andlisis de productos de fermentacién en los
ensayos de fermentacion y de EF realizados con la mezcla de indculos (F(Ae:Ael), EF(Ae:Ael) con la
adicion de glucosa y acetato como sustratos. Los estudios se realizaron por duplicado y se midio a las 24

y 48h
4.3.3 Comunidades microbianas en los ensayos de EF

En todos los experimentos, en las muestras tomadas al final de la operacién, las comunidades
se vieron enriquecidas por microorganismos del género Streptococcus y Clostridium (Tabla 11).
La produccién de hidrégeno probablemente se correlaciona con la presencia de
microorganismos de la familia Enterobacteriaceae (E. coliy Klebsiella) y del género Clostridium.
Ademas, la literatura evidencia que algunas especies de Clostridium podrian transferir
electrones desde o hacia un electrodo polarizado, ya sea directamente o usando mediadores
electrénicos (Peguin y Soucaille, 1996). En particular, Choi et al. (2014) informaron que C.
pasteurianum recibid electrones directamente de un cadtodo polarizado con cambios en los
perfiles metabdlicos, aumentando la produccién de 1,3-propanodiol y butanol a partir de
glicerol y glucosa, respectivamente. Kumar et al. (2017) también trabajaron con un consorcio
microbiano enriquecido para la produccién de bioelectricidad en celdas de combustible
microbianas. Clostridium fue el género dominante y fue responsable de la fermentacion, asi
como de la transferencia de electrones desde el medio de fermentacién al electrodo mediado

por ferredoxina. Mas recientemente se informd un aumento en las producciones de H; y
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butirato asociadas con la seleccidn de bacterias productoras de H,, incluidas las especies de

Clostridium, durante la EF de glucosa utilizando cultivos mixtos (Toledo-Alarcén et al. , 2019).

Por otro lado, los menores rendimientos de hidrégeno en las electrofermentaciones con el lodo
sin enriquecer (EF(Ae)) podrian explicarse por la presencia de microorganismos productores de
acido lactico como Streptococcus que se presentaron en mayor abundancia relativa en estas
condiciones. La presencia de este microorganismo se puede correlacionar con mayores
concentraciones de lactato producido durante la electrofermentacién (Figura 8A). También se
observé la presencia de Bifidobacterium, este género fue reportado como productor de
propionato (Sivagurunathan et al., 2014). Asimismo se destaca la presencia del género
Prevotella, reportado como subdominante en los reactores de produccidén de H, aunque su
funcidn no esta del todo clara. Se ha informado que pueden contribuir a la descomposicién de
sustratos complejos, pero también a competir por el consumo de glucosa (Cabrol et al., 2017).
Como posibles microorganismos electroactivos, se detecté la presencia del género

Defluviicoccus.

De acuerdo con los resultados obtenidos el agregado de un inéculo enriquecido en bacterias
electroactivas seria beneficioso cuando se agrega acetato al medio de cultivo tanto en el proceso

de fermentacion como de electrofermentacion (Tabla 12).
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Tabla 11. Heatmap que muestra la abundancia relativa de los microorganismos presentes en las muestras

de los ensayos de fermentacion F1y F2 en muestras tomadas a tiempo 0 (t0), 24 hs (t24) y 48 hs (t48); y

en los ensayos de electrofermentacion EF1 y EF2 en muestras tomadas a tiempo 0 (t0), 24 hs (t24) y 48

hs (t48). Las abundancias relativas se determinaron de acuerdo al andlisis del gen del ARNr de 16S

mediante secuenciacidon masiva. Se muestra la afiliacidn a nivel de género de aquellos microorganismos

con una abundancia relativa mayor a 1 % en al menos una de las muestras.

F(Ae) F(Ae) F(Ae) F(Ae)

Defluviicoccus
Clostridium_sensu_stricto_12
Prevotella_9

B1-7BS_ge

Bifidobacterium

uncultured

Denitratisoma
Rhodocyclaceae_unclassified
PHOS-HE36_ge

Nitrospira

Nitrospira
Clostridiaceae_1_unclassified
Chromatiaceae_unclassified
Terrimonas

uncultured
Macellibacteroides
Haliscomenobacter
Bacteria_unclassified
Lactobacillus

uncultured

uncultured_ge

Tolumonas

2%

0%
1%
3%
0%
0%

2% 0%

Genus 1148 2t0 2t48 1t0
Streptococcus 0% 44% 0% 40%
Clostridium_sensu_stricto_1 0% 11% 0% 11% 0%
Clostridium_sensu_stricto_12 0% 19% 0% 22%
Escherichia-Shigella 8% 14% 0%
Klebsiella 0% 6% 0% 6% 1%
Dechloromonas 5% 0% 5% 0% 5%

5%

2%

EF(Ae) EF(Ae) EF(Ae) EF(Ae)
1148 210

0% - 0%  39%

2148

7% 0% 34%
1%

4% 0% 10%
3% 1% 4%
0% 4% 0%
0% 3% 0%
3%

0%

Tabla 12. Rendimientos en Hz obtenidos en los diferentes experimentos y principales microorganismos

encontrados en las comunidades microbianas.

Rendimiento en H2

(moliz2/molgucosa)

Microorganismos mas abundantes

Experimento Sustrato

1 Glucosa

(AeG)

2 Glucosa

(AelG)

3 Glucosa y acetato
(Ae:AelG)

4 Glucosa y acetato
(AeGA)

5 Glucosa y acetato
(AelGA)

0,84+0,08

0,44+0,15

0,72+0,28

0,60+0,17

1,04+0,07

Klebsiella, Clostridium_sensu_stricto_1,

Escherichia-Shigella, Tolumonas

Klebsiella, Clostridium_sensu_stricto_1

Escherichia-Shigella, Aeromonas

No se secuencid

Clostridium_sensu_stricto_1
Streptococcus, Defluviicoccus
Clostridium_sensu_stricto_1

Streptococcus
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Clostridium_sensu_stricto_12
Defluviicoccus

6 Glucosa y acetato 1,02+0,15 No se secuencié

(Ae:AelGA)

7 Glucosa y acetato 0,98+0,14 Clostridium_sensu_stricto_1

(Ae2GA) Paraclostridium
Acetoanaerobium

8 Glucosa y acetato 1,04+0,04 Clostridium_sensu_stricto_1

(Ae:Ae2GA) Streptococcus
Paraclostridium
Acetoanaerobium

9 Glucosa y acetato 1,1+0,11 Clostridium_sensu_stricto_1

(Ae3GA) Streptococcus
Paraclostridium
Proteiniclasticum

10 Glucosa y acetato 1,03+0,15 Clostridium_sensu_stricto_1

(Ae:Ae3GA) Streptococcus
Paraclostridium
Proteiniclasticum

11 Glucosa y acetato 1,14+0,09 Streptococcus

F(Ae) Clostridium_sensu_stricto_1
Clostridium_sensu_stricto_12
Escherichia-Shigella

12 Glucosa y acetato 0,99+0,09 No se secuencid

F(Ae:Ael)

13 Glucosa y acetato 0,57+0,17 Streptococcus

EF(Ae) Clostridium_sensu_stricto_1
Escherichia-Shigella

14 Glucosa y acetato 1,60+0,76 No se secuencid

EF(Ae:Ael)

5. Conclusiones

e Los enriquecimientos fueron efectivos para la seleccion de microorganismos
electroactivos y fermentadores detectandose una especializacion de la comunidad

e Esto permitié tener el maximo rendimientos de H; en las EF realizadas con la mezcla de
inéculos enriquecido y sin enriquecer (Ae:Ael) aunque estos ensayos fueron los que
tuvieron mayor variacién entre las réplicas.

e El mdximo rendimiento de H, se obtuvo en los ensayos realizados con la mezcla de
indculos (Ae:Ae3) aunque presentd variacion en los triplicados. Se obtuvieron mejores
rendimientos de H, con el agregado de acetato.

e Elacetato podria tener un efecto de impulsar el crecimiento de Geobacter favoreciendo

la relacion sintréfica con Clostridium y con esto mejorando la produccién de H;
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e Como microorganismos fermentadores las poblaciones predominantes
correspondieron a Klebsiella, Clostridium_sensu_stricto_1, Escherichia-Shigella,
Tolumonas, Streptococcus.

e Como microorganismos electroactivos se encontraron aquellos pertenecientes al
género Desulfovibrio y Geobacter

e Sibien los enriquecimientos fueron utiles para lograr mayores rendimientos en la EF, se

requieren mas estudios para mejorar la reproducibilidad del proceso.
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Discusion general

1. ElH;en el marco de las biorefinerias

El mundo estd atravesando una nueva ola de urbanizacidén, especialmente en los paises en
desarrollo emergentes. Esto genera multiples impactos sobre los recursos naturales y el medio
ambiente. La infraestructura metropolitana, como interfaz entre el consumo humano vy los
recursos naturales y medio ambiente, plantea varios desafios y oportunidades para la gestion
sostenible de los recursos a escala urbana (Clark y Deswarte, 2008). Las preocupaciones sobre
la dependencia de los combustibles fdsiles junto con los crecientes niveles de didxido de carbono
CO; en la atmésfera han llevado a un impulso global por la busqueda de tecnologias renovables
y amigables con el medio ambiente. Los procesos convencionales de produccién de energia son
la causa de cambios climaticos irreversibles, calentamiento global y agotamiento mas répido de

los recursos naturales (Ni et al., 2006).

En este contexto, la biorefineria ha surgido como una alternativa potencial donde la biomasa de
materia prima, que no sea alimento, y desechos o subproductos de la produccidn se utilizan para
obtener una gama de productos, como biocombustibles, bioquimicos industriales vy
biomateriales, incluidos biopolimeros de importancia comercial. (Clark y Deswarte, 2015;
Mohan, 2014). Conceptos como la 'biorefineria' aspiran hacia tecnologias cada vez mas
integradas (Aresta et al.,, 2012). Los residuos, como sustancia objetivo principal en la
biorefineria, se manifiesta en una amplia gama de oportunidades por intereses mercantiles mas
que por razones utilitarias. Por otro lado, crear un esquema categdrico para describir las
tecnologias para la valorizacion de residuos es inmensamente dificil (Zondervan et al., 2011).
Hay varios modelos donde aplica las biorefinerias, entre ellos se encuentran la fermentacién
oscura, la obtencién de acidos carboxilicos, el uso de microrganismos autétrofos, el uso de

sistemas bioelectroquimicos, entre otros.

En particular, la fermentacidn oscura, cuyo estudio son parte de los objetivos de esta tesis, los
compuestos organicos se oxidan convirtiéndose en varios productos biolégicos como H;, AGV y
otros subproductos traza (Sarkar et al., 2016). En esta tesis nos enfocamos en el H, y pudimos
ver que una seleccién apropiada del inéculo influye significativamente en la eficiencia del
proceso acidégeno y la degradacién del sustrato hacia la produccidn de esta molécula (Kapdan
y Kargi, 2006). Generalmente se prefieren los consorcios mixtos como biocatalizador debido a
su bajo costo, requisitos de condiciones no estériles, estabilidad operativa y flexibilidad en

diversos sustratos, diversas funciones bioquimicas, facilidad de control de procesos y escalado
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(Nikhil et al., 2014). En estos consorcios mixtos nos enfocamos en estudiar los microorganismos

presentes en este proceso.

2. Situacion actual de la produccion de Hz y nuestros aportes

Dada la crisis energética y la intensa explotacion de los recursos naturales en el mundo se hace
necesaria la intensificaciéon de la busqueda de nuevas alternativas mds respetuosas con el medio
ambiente. Los procesos convencionales de produccién de energia son la causa de cambios climaticos
irreversibles, calentamiento global y agotamiento mas rdpido de los recursos naturales (Ni et al.
2006). Asimismo el efecto invernadero es una consecuencia de la emisién de CO; por el uso de

combustibles fdsiles (Budzianowski, 2011; Koztowski et al., 2019).

Para que un proceso pueda ser sostenible se requiere que sea ambientalmente, econdmicamente y
socialmente sustentable. La valorizacidon de residuos industriales y la produccién de energias limpias
como el H, mediante la fermentacién bioldgica es una opcidn atractiva. El H; tiene el contenido de
energia mas alto por unidad de peso de cualquier combustible conocido. Sin embargo adn quedan
muchos desafios por resolver. Es una contradiccién ambiental que un combustible limpio se genere
a partir de fuentes contaminantes y limitadas en condiciones de presion de alta temperatura, que

emite importantes GEI (Ewan y Allen, 2005).

La produccién de H, por fermentacidn oscura se considera la mds aplicable en la practica debido a
que no requiere energia externa y su tasa de produccién de H, es mucho mas rapida que otros
procesos. Ademas, cuando se combina con el tratamiento de residuos, puede resolver dos problemas
simultdaneamente: la reduccién de la carga ambiental y la produccién de energia limpia. Los desechos
de alimentos como el suero de queso, al tener un alto contenido de carbohidratos, y ser facilmente
hidrolizables por naturaleza, exhiben un mayor potencial de produccién de H, en comparacién con
otros desechos organicos. Ademas, tomando en cuenta el uso de residuos la reaccién social no seria

negativa como en el caso del uso de alimentos para producir biocombustibles (Yun et al., 2018)

Sin embargo, desde el punto de vista ingenieril y econdmico, alin existen dudas sobre si este proceso

esta listo para ser aplicado en la practica (Yun et al., 2018).

Este proceso sigue presentando inestabilidades. Dentro de las limitaciones del H, estan los bajos
rendimientos en la produccién de este biogas. Si bien se pueden generar 4 moles de H; a partir de 1
mol de glucosa, el rendimiento real de H; es inferior al 50% del maximo tedrico. Esto se le atribuye a
la limitacion termodindmica, la existencia de microorganismos no productores de H; y las reacciones
de consumo de H; acetogénico (Lalman et al., 2013). En el caso de los residuos, como el suero de

queso, el otro problema asociado con un bajo rendimiento de H; es el suministro continuo de otros
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microorganismos no productores de H,, en particular las LAB que estan presentes en el suero de
queso. Como se menciona en el capitulo 2, pudimos confirmar la presencia de LAB mediante el

aislamiento y la secuenciacion masiva.

Los métodos aplicados en esta investigacion tuvieron éxito en la recuperacion de los
microorganismos objetivo. Entre estos, el método de aislamiento mediante siembra directa en placa
mostré una mayor cobertura en comparacion con los otros métodos de aislamiento. Las cepas
clasificadas dentro del género Clostridium se aislaron mediante un tratamiento térmico previo de la
muestra o mediante aislamiento directo en placas anaerdbicas. Esto confirma el efecto del
tratamiento térmico que favorece el crecimiento de microorganismos formadores de esporas que

eliminan otros microorganismos competidores.

También se determind el rendimiento de H; en los cultivos puros y se postulé su posible papel en los
reactores productores de hidrégeno. El aplicar varias técnicas de aislamiento nos permitié elaborar
un esquema de trabajo para aislar la mayoria de los microorganismos detectados por analisis de
pirosecuenciacién. Este trabajo revela la importancia de realizar aislamientos para el estudio de la
fisiologia y el rol de los microorganismos presentes en el reactor. La interaccién de aislados

representativos con diferentes caracteristicas fisiolégicas se probd utilizando cocultivos.

2.1 Rol de las bacterias acido ldcticas en la produccion de H2, aportes de esta Tesis

En particular, los estudios de cocultivo confirmaron el efecto inhibitorio de las LAB en la produccidn
de H, por organismos del género Clostridium. Ademas, se pudo confirmar el papel clave de
Megasphaera para la eliminacién del 4cido lactico producido por LAB favoreciendo el crecimiento de
Clostridium y la produccién de H; por parte de este. Este efecto habia sido observado durante la
operacion de los reactores con suero de queso en los cuales no se detecté la produccién de lactico

aunque se detectd la presencia de bacterias lacticas (Castello et al., 2009).

Pudimos encontrar el rol fisiolégico de los microorganismos observados en las muestras del reactor.
La inclusién de Megasphaera en un consorcio microbiano podria evitar parcialmente la inhibicion de
Clostridium por bacterias del acido lactico. Asimismo, estos aislamientos podrian usarse mas para

diseiar consorcios artificiales para mejorar la produccién de hidrégeno.

2.2 El efecto de la homoacetogénesis, su importancia y los aportes de esta Tesis

Por otro lado, se pudo estudiar la inestabilidad provocada por los microorganismos
homoacetogénicos. Como se menciona en el articulo 2 del capitulo 2 se abordaron varias estrategias
para el estudio de la homoacetogénesis en reactores de productor de hidrégeno. Se observé que el

sustrato utilizado y las condiciones de operacién influyen en la comunidad microbiana. La
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secuenciacién masiva reveld que la diversidad de homoacetdgenos fue bastante baja en todas las
muestras investigadas con predominancia de Acetobacterium woodii en el sistema alimentado con
glucosa. Los sistemas alimentados con suero de queso en polvo dieron como resultado la
codominancia de Blautia coccoides y especies no clasificadas dentro de Sporoanaerobacer. En
sistemas alimentados con glicerol Eubacterium limosum y Selenomonas sp. eran dominantes. Este
estudio refleja un trabajo interdisciplinario de colaboracion entre varios laboratorios de varios paises

en la busqueda de explicaciones y mejoras en la produccion de H,.

3. Situacion actual de la fermentacion oscura

En relacion a la situacidén actual de la produccion de H; por fermentacion oscura se pueden
desarrollar otros enfoques para que este proceso sea mas sustentable. Desde el punto de vista
econdmico aunque el H; se derivaria de materiales de desecho a través de una ruta respetuosa con
el medio ambiente, todavia existe la preocupacién de si la fermentacion oscura es econdmicamente
viable o no. Se estima que el costo de su produccidén es aln mas alto que el precio de venta actual
de H, (0.5-3.2 USD/ kguz) (Bartels et al., 2010), lo que indica que la viabilidad econémica de la

produccidn de H; a partir de residuos por fermentacién oscura es aun cuestionable.

Se han abordado varias estrategias para la disminucién de los costos enfocadas en: 1) mejora de la
produccion de H, mediantes sistemas bioelectroquimicos, 2) la produccion de mezcla H, y CHg, 3)
hacer uso de los subproductos (AGV) generados, o 4) enfoque en la obtencién de AGV de interés
industrial por fermentacion oscura. Ademas, el conocer los procesos de obtencién de H, nos permite
elaborar estrategias tanto para favorecerlo como para evitarla con el fin de obtener otros
subproductos. Tal es el caso de la homoacetogénesis. El estudio de este proceso (Capitulo 2.2)
permitié conocerlo alin mas para elaborar estrategias sea para inhibirlo (y mejorar la produccién de

H2) o favorecerlo (para obtener acetato a partir de CO, mediante la captura de CO,).

3.1 Enfoque en la mejora de produccion de H, mediantes sistemas bioelectroquimicos

3.1.1 Electrofermentacion, aportes de esta Tesis

El aumento del rendimiento de H, de la fermentacidén oscura sigue siendo uno de los principales
desafios para la produccidn de H; a gran escala. La fermentacién oscura es el resultado de la
oxidacion parcial de sustratos orgdnicos, y mas de dos tercios del contenido de carbono y H; se
convierte en subproductos metabdlicos microbianos. En los ultimos afios, los sistemas
electroquimicos microbianos han atraido una atencién significativa debido a su potencial

aplicacion (Mohan et al., 2014).

240



La integracion de la fermentacidon oscura combinado con sistemas electroquimicos microbianos
denominado electrofermentacion (EF) toma las caracteristicas ventajosas de ambos procesos con la
capacidad de dirigir el metabolismo hacia la produccién selectiva (Sravan et al., 2018). Los ensayos
de EF a partir de glucosa como sustrato (Capitulo 4) dieron lugar a diversos productos metabdlicos
de alto valor comercial. Por otro lado, el uso de desechos de alimentos como sustrato permitiria la
remediacion de desechos (Sravan et al., 2018). Los estudios de EF son muy recientes aun, hasta la
fecha, solo unos pocos estudios se ocuparon de la produccidon de H,. Es fundamental la presencia de
microorganismos fermentadores y electroactivos en este proceso. (Toledo-Alarcén et al., 2019;

Toledo-Alarcén et al., 2020).

Como se menciona en el capitulo 4 de la tesis, una de las estrategias es enriquecer los consorcios
microbianos, usualmente utilizados para la fermentacién oscura, con microorganismos
electroactivos. Los se realizaron enriquecimientos en medio anaerobio con Fe (lll). Los estudios nos
permitieron confirmar que los enriquecimientos fueron efectivos para la seleccion de
microorganismos electroactivos y fermentadores. Si bien los enriquecimientos fueron utiles para
lograr mayores rendimientos en la EF, se requieren mas estudios para mejorar la estabilidad en el
proceso. Pudimos confirmar que la EF con un inoculo especializado permite obtener mayor
produccidn de H,. La EF es una herramienta con gran potencial que permite controlar los procesos
biolégicos. Sin embargo, los mecanismos involucrados, especialmente cuando se trabaja con cultivos
mixtos, no estan completamente determinados. En este contexto, se necesita mas investigacion, tal
vez realizando aislamientos y ensayos en cultivos puros probando diferentes pardmetros operativos
con el fin de elucidar los mecanismos de la electrofermentacién con cultivos puros y ampliar el

conocimiento de la electrofermentacidn con cultivos mixtos.

3.1.2 Celdas de electrosintesis microbiana (MEC)

En estas celdas la oxidacién del sustrato se combina con la corriente eléctrica como fuerza
impulsora, que los microorganismos electroactivos utilizan para la adicion de voltaje para
permitir la produccion de H, u otras reacciones bioldgicas/quimicas energéticamente
desfavorables en el catodo (Mozcoviz et al., 2016). La electrosintesis microbiana se ha estudiado
a escala de laboratorio en varios grupos durante los dltimos afios. Uno de los principales desafios
actuales para los MEC es la ampliacién. En este dominio, se requiere mas investigacion, ya que
la mayoria de los estudios realizados hasta ahora, que lograron la produccidn de H,, trataron
con reactores a escala de laboratorio (bench-scale) que proporcionaron informacién util sobre
el funcionamiento de la tecnologia MEC pero no permiten ninguna prediccién sobre su éxito a
nivel mundial. A escala industrial hasta ahora, solo Cusick et al. (2011) han intentado ampliar los

MEC a escala piloto para la produccién de H; a partir de residuos de la industria alimentaria. Los
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autores desarrollaron un sistema MEC para el tratamiento de aguas residuales de bodegas con
una capacidad maxima de 1 m3. Aunque se logré una remocién de DQO soluble de 62 + 20%, la
mayor parte del biogds producido fue CH4 y no se recuperd H,. La contaminacion por CH,4 se ha
informado a menudo como la principal causa de falla del proceso en el tratamiento de sustratos

complejos con MEC (Lalaurette et al., 2009).

3.2 Produccién de Hytano

Dentro de los modelos de biorefinerias, otro enfoque para aumentar la recuperacion de
bioenergia y mejorar la remocién de la materia organica es utilizar los dcidos organicos restantes
mediante la metanogénesis para producir CHa. El H, y el CH, producidos a través de un proceso
separado de dos etapas conduce a una posible solucién de alto valor para la valorizacién de la
biomasa residual (Mohan et al., 2008). La mezcla de CH, e H, se conoce como "hythene"
(hytano), que puede tener una composicion de 46 a 57% de Hy, 43 a 54% de CHs y 0,4% de CO,.
Una mezcla adecuada de H, y CH4 puede tener un impacto en la transicién de la sociedad
dependiente de los combustibles fdsiles. La cocombustidon de la mezcla de H, y CHs podria
reducir las emisiones de 6xidos de nitrégeno en comparacion con la combustion de CH, solo
(Pasupuleti y Mohan, 2015). Se ha estudiado el rendimiento de H, y CH4 en escala piloto del
sistema de fermentacion de dos etapas obteniéndose 290 mLy, /gVS y 240 mlcus /gVS,
respectivamente, mientras que la eliminacién de DQO de la eficiencia del proceso fue del 95%
(Han et al., 2005). Chu et al (2008) demostraron también que un proceso de dos etapas
escalonado por temperatura para la produccién de H, y CH, era mas eficiente. Los rendimientos
en la producciéon de H, termdfilo y la produccion de CH4 mesodfilo fueron 205 mLyy/gVS y 464
mLcua/gVS, respectivamente, mientras que la eficiencia de remocion de DQO alcanzé el 93%.
Una ventaja adicional de un sistema de fermentacion secuencial de CH4 es que el efluente

metanogénico se puede utilizar como agua de dilucidn en la fermentacién de H,.

En otro estudio reciente se operd un reactor de dos etapas a escala piloto en condiciones
termdfilas (55 °C) para la produccién de hytano a partir del efluente de la planta de aceite de
palma. Se logré una tasa de produccion de hytano de 1,93 L/L/d que contenia 11% de H, y 52%
de CHs. La relacién H,/CH,4 fue de 0,13 a 0,18, siendo adecuado para combustible de vehiculos.
El hytano podria ser un biocombustible limpio con alto potencial ya que contiene una relacién

H2/CH, flexible y controlable (Seengenyoung et al., 2019).

3.3 Utilizacidn de los AGV generados durante la fermentacion oscura
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3.3.1 Celdas de combustible microbianas, aportes de esta Tesis

En nuestro laboratorio se ha estudiado la produccion de H; por fermentacion oscura utilizando suero
de queso crudo como sustrato. Sin embargo, como se menciond anteriormente, esta opcién presenta
algunas limitaciones como fuertes variaciones en los rendimientos de H, y la degradacién incompleta
de la materia orgdnica que queda como 4&cidos grasos volatiles. Dentro de los sistemas
bioelectroquimicos, las pilas de combustible microbianas (MFC) surgen como una nueva alternativa
para la recuperacion de energia durante el tratamiento de aguas residuales. El uso de MFC seria una
forma de complementar la produccion de energia luego de la produccion de H; (El Mekawy et al.,
2015). En el capitulo 3.1 se mostré que las MFC son una tecnologia atractiva como un proceso de
segunda etapa para obtener energia extra a partir del efluente generado durante el tratamiento del

suero de queso crudo mediante el proceso de fermentacion oscura.

En una MFC, el desarrollo de un biofilm en la superficie del anodo es esencial para obtener una
produccidn de corriente eficiente. En nuestro trabajo reportamos el analisis de las comunidades
microbianas asociadas a los dnodos de MFCs alimentadas con suero de queso y efluente de suero de
queso. Esto permitié explicar las diferencias en el comportamiento electroquimico las MFC. La
secuenciacién del amplicon del gen del ARNr 16S mostré que las poblaciones electroactivas
potenciales (Geobacter, Pseudomonas y Thauera) se enriquecieron en anodos de MFC alimentados
con efluente del reactor, mientras que las poblaciones fermentativas (Clostridium y Lactobacillus)
fueron predominantes en el dnodo de MFC alimentado directamente con suero de queso crudo. Este
resultado se complementd con las técnicas de cultivo donde se aislaron microorganismos
pertenecientes a 10 géneros diferentes incluyendo poblaciones electrogénicas conocidas como
Geobacter (en MFC con efluente del reactor) y poblaciones fermentativas conocidas como

Lactobacillus (en MFC con suero de queso) que nos permitié explicar la performance de cada celda.

3.3.1.1 Aislamiento de microorganismos con potencial capacidad electroactiva

Se obtuvo un asilamiento (cepa NAR) que fue identificada como perteneciente al género Raoultella,

se complementaron analisis bioquimicos vy fisioldgicos con estudios gendomicos.

Los estudios gendmicos permitieron confirmaron que la cepa NAR pertenece al género y especie
Raoultella ornithinolytica. Ademas, la determinacién del valor de ANI nos permitié concluir que hay
cepas dentro de esta especie mal clasificadas y postular que tanto R. ornithinolytica y R. planticola

pertenecen a la misma especie.

El conjunto de estudios fisiolégicos y gendmicos permitié confirmar el metabolismo fermentativo de

la cepa. Se observd la produccion de H y etanol utilizando glicerol como sustrato, lo que sugiere una
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importante aplicacion de la cepa en la produccidon de biocombustibles utilizando residuos. Las
pruebas electrogénicas revelaron una débil actividad electrogénica. Los estudios del genoma
mostraron la presencia de varios genes candidatos involucrados en la electroactividad aportando al
conocimiento del sistema. Es la primera cepa dentro de la especie en el cual se le asigna la capacidad

electrogénico y la segunda dentro del género Raoultella.

Surgieron varias dificultades como el desafio de definir la electroactividad ya que no existe una
definicion fija ni un marcador genético ni un estandar (Koch y Harnisch, 2016). Doyle et al., 2018
agregaron el concepto de microorganismos electrogénicos débiles. Estos microorganismos podrian
considerarse electroactivos en determinadas condiciones. Los electrégenos débiles se asocian a
microorganismos anaerdbicos facultativos con un metabolismo diverso, con una amplia capacidad
metabdlica a través de la interfaz anaerdbica-aerdbica y de pequefia corriente. La cepa NAR cumple
con estas caracteristicas, por lo que se podria sugerir considerarla como un electrogénica débil. Si
bien el papel de los electrogénicos fuertes como Geobacter se ha explorado a fondo, alin no se ha

evaluado la relevancia de los electrogénico débiles (Doyle et al., 2018).

Por otro lado, estd el desafio de mantener los aislamientos de microorganismos electroactivos para
que no pierdan su capacidad. Las pruebas de electroactividad y las aplicaciones biotecnoldgicas
posteriores dependen del mantenimiento de las cepas aisladas en sustratos solubles. Se ha
reportado que las cepas electroactivas aisladas y mantenidas en sustratos solubles se adaptan a un
metabolismo no selectivo al disminuir la expresién de ciertos genes. Los microorganismos
electroactivos pueden perder sus capacidades cuando se cultivan en condiciones no especificas en
el laboratorio (Yee et al., 2020). Esto puede haber contribuido a la baja electroactividad de la cepa

NAR. Este hecho deberia ser considerado para los futuros aislamientos.

Uno de los inconvenientes de las MFC es el costo de los materiales utilizados para construir los MFC.
Los materiales de los electrodos van desde tela de carbdn y papel de carbdn hasta barras de grafito,
placas. Los cdtodos estdn hechos de los mismos materiales, pero también contienen metales
preciosos, como platino, cuando se usa oxigeno como aceptor de electrones. Sin embargo, este tipo
de electrodo no es sustentable econdmicamente y se han buscado otras alternativas mas baratas
incluyendo biocatodos. Ademas, algunos materiales no son adecuados para el escalado debido a su
falta inherente de durabilidad o resistencia estructural (por ejemplo, papel carbdn), o costo (por
ejemplo, varillas de grafito). La ampliacidn del sistema también requerira que el disefio y la aplicacién
de estos materiales se adapten a los enfoques de fabricacion en masa. Sin embargo, se contintan
realizando investigaciones a nivel mundial para contribuir conocimiento a esta tecnologia para

convertirla en una alternativa viable para la generacion de energia renovable (Choi, 2015).
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3.4 Obtencion de AGV de interés industrial por fermentacion oscura

Las bacterias acidogénicas durante la fermentacién oscura producen AGV de cadena corta como
acido acético (C2), acido propidnico (C3), acido butirico (C4) y acido valérico (C5), etc. Estos
acidos carboxilicos de cadena corta se pueden utilizar ya que son sustratos para diversos
compuestos organicos, incluidos alcoholes, bioplasticos, lipidos de microalgas, bioelectricidad,
etc. Ademas, la adicién de AGV ayuda a la eliminacién bioldgica de nitrégeno y fosforo de las
aguas residuales mediante nitrificacion aerdbica seguida por desnitrificacion andxica. Todas
estas aplicaciones muestran el potencial de los AGV para provocar una evolucién en el campo
de la bioenergia. La produccién de AGV se puede considerar una estrategia eficaz para cerrar la

brecha entre la recuperacién de residuos y la recuperacion del producto (Dahiya et al., 2015).

3.4.1 Homoacetogénesis para la obtencion de acetato y otros componentes de interés

industrial

El acetato se puede producir mediante la fermentacion de polimeros organicos mas complejos o
mediante homoacetogénesis. Este Ultimo es uno de los procesos bioldgicos mas primitivos y antiguos
que facilita la formacién de compuestos orgdnicos. La importancia de este proceso radica en el origen
de la tierra donde no existian compuestos orgdnicos para sustentar la vida y la produccidn de acetato
mediante la reduccidn del didxido de carbono proporciond suficiente potencial termodindamico para
sustentar la vida quimiolitoautotréfica inicial. El metabolismo de la homoacetogénesis se conoce
desde hace afos pero no se le ha dedicado muchos estudios al mismo. Las bacterias
homoacetogénicas han recibido menos atencion que las acidogénicas y metandgenos,
especialmente en los estudios de produccion de H; (Saady, 2013). En los ultimos afios, el interés
industrial en la produccién autétrofa de productos quimicos a granel y biocombustibles ha
aumentado intensamente. El uso de gases (CO, o CO2 y Hz) como Unica fuente de energia y carbono
tienen beneficios ecoldgicos y econdmicos. Contribuye (bajo ciertas condiciones) a la reduccién del
efecto invernadero atmosférico y la fermentacion del gas es menos costosa, ya que los gases
residuales industriales y el gas de sintesis sirven como sustratos. Sin embargo, las fermentaciones
que utilizan sustratos gaseosos aun no han alcanzado escala comercial (Fast et al., 2015; Schiel-

Bengelsdorfy Diirre, 2012).

Una estrategia utilizada para mejorar la produccién de acetato es el uso de MEC para la mejorar la
eficiencia de la homoacetogénesis. El dnodo sirve como aceptor terminal de electrones para la
descarga de equivalentes microbianos reductores en exceso y el cdtodo proporciona los equivalentes

reductores requeridos para los procesos bioquimicos. El acetato es el compuesto intermedio basico
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qgue se puede utilizar como sustrato para los diversos componentes basicos bioldgicos de la vida
(Parameswaran et al., 2012). Estudios de prueba de MES fueron reportados donde se mostro la
produccidn de acetato, butirato y formiato por la produccién bioelectroquimica de Sporomusa ovata,
Clostridium ljungdabhlii, Clostridium aceticum y Moorella thermoacetica a un potencial aplicado de -

400 mV (SHE) (Nervin et al., 2010).

4. Uso de otros modelos de biorefineria

4.1 Microorganismos autdtrofos

Dentro de los organismos fotétrofos se encuentran las algas y cianobacterias. Las algas subsisten
en muchas formas, incluidas macro (algas marinas) y microalgas (algas, diatomeas, etc.), que
convierten el CO; en compuestos organicos complejos a través del ciclo de Calvin-Benson-
Bassham (Venkata Mohan et al.,, 2016). Las cianobacterias son procariotas, con pigmentos
fotosintéticos presentes en el citoplasma en lugar de organulos especializados como en
eucariotas (plantas y algas). Estos organismos son capaces de fijar CO, y nitrégeno de la
atmodsfera a través de la nitrogenasa. La asimilacidn de CO; de las bacterias no solo se limita a
los organismos fotosintéticos (por ejemplo, plantas, algas, cianobacterias), sino que también a
bacterias que tienen vias especificas de fijacion de carbono para la asimilacién en la captura y
utilizacidn bioldgica de carbono. Entre las diferentes clases de bacterias, las beta-Proteobacteria
tienen diferentes modos de nutricion (autdtrofos, heterdtrofos y mixotroficos) segun los tipos
de fuentes de carbono disponibles (Subhash et al. al., 2013). Estas bacterias también tienen la
capacidad de almacenar carbono en forma de polihidroxialcanoatos (PHA), o mas generalmente
conocidos como bioplasticos. Los granulos de PHA generalmente consisten en cadenas de poli
(3-hidroxibutirato) (PHB) y poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) (Subhash et al.
al., 2013).

Las microalgas actian como maquinas biosolares que incorporan mecanismos de captura de luz
y secuestro de carbono y convierten estas entradas en biomoléculas/ metabolitos de alto valor
en la biomasa. Las microalgas pueden crecer en varios modos nutricionales como sistemas
autétrofos, mixotroficos y heterdtrofos. La produccion de biocombustibles a partir de
microalgas fotosintéticas establece una extensa red de procesos altamente integrados. Aunque
existe un desarrollo significativo en la produccién de biocombustibles basados en microalgas,
existen algunas limitaciones importantes como la deshidratacién y la recolecciéon de biomasa,
que comparten tanto la energia como los procesos costosos. El concepto de biorefineria de

microalgas se puede definir como un enfoque metddico integra varios procesos para la
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produccién y conversion de biomasa de microalgas. La integracidn del concepto de biorefineria
con el tratamiento de aguas residuales proporcionaria una utilizacidn eficiente de la biomasa de
algas reduciendo el componente de desechos residuales en general y favoreciendo la economia
sostenible. La biomasa residual puede someterse a una variedad de procesos bioquimicos como
fermentacidn y digestidn anaerdbica para la recuperacion de metano y H, (Chandra et al., 2014;

Devi et al., 2013).

5. Técnicas abordadas en estos estudios

En esta tesis se abordaron una amplia variedad de técnicas tanto dependientes como independientes
de cultivo. Pudimos confirmar que ambas son complementarias para el estudio de comunidades
microbianas lo cual nos permite conocer cdmo funciona el proceso desde el punto de vista de la

microbiologia y elaborar estrategias para mejorar la eficiencia de los procesos.

Se desarrollé un esquema de trabajo para el aislamiento de los diferentes microorganismos que se
encuentran comunmente en los reactores productores de hidrégeno y se demostré su efectividad
en detectar una alta proporcidn de los mecanismos presentes en la comunidad de acuerdo al analisis

del gen del ARNr 16S.

Los aislamientos nos permitieron realizar estudios fisioldgicos y podrian utilizarse para construir
consorcios artificiales y estudiar el papel fisiolégico de los diferentes microorganismos en los
reactores. Una estrategia podria ser el tratamiento de suero de queso con un consorcio artificial de
Clostridium y Megasphaera que contra resta el rol inhibitorio de las bacterias lacticas que tiene el

suero de queso.

En cuanto a los estudios de homoacetogénesis se aplicaron dos técnicas independientes de cultivo
que también son complementarias entre si. El uso de secuenciacion masiva enfocada en un gen
funcional es una técnica novedosa de puesta a punto en nuestro laboratorio, con esta metodologia

solo hay un estudio en un reactor anaerobio (Singh et al., 2020).

Las técnicas de gPCR enfocada en el gen fthfs y hydA nos permitié observar las dinamicas de los
grupos de microorganismos homoacetogénicos y productores de H; y la secuenciacién masiva nos
permitié conocer cudles son los microorganismos homoacetogénicos presentes en los reactores
(Cabezas et al., 2015). Tal vez unas de las perspectivas respecto a este Ultimo estudio seria poder
responder que microorganismos estan expresando el gen de fthfs. Esto lo podriamos hacer mediante

la extraccién de ARNm, la obtencién de su cDNA realizar luego la secuenciacién masiva y qPCR del

gen fthfs.
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En cuanto al aislamiento de la cepa NAR se abordaron estudios bioquimicos, fisioldgicos, de
electroactividad, complementado con el estudio bioinformdticos del genoma que nos permitié
caracterizar esta cepa. Hay muy pocos trabajos que se enfocan en el aislamiento de cepas

electrogénicas y en el conocimiento de sus mecanismos de electrogénesis.

6. Perspectivas

Los informes sobre estudios piloto y a gran escala sobre la fermentacidon oscura son bastante
limitados. El tamafio los fermentadores han oscilado entre 0,15y 0,5 m3, siendo mucho mas pequefio
que el tamafio practico (Cavinato et al., 2012). La homogeneidad se puede garantizar con suficiente
agitacion en un fermentador a escala de laboratorio, lo que permite un control preciso del pH. Sin
embargo, al aumentar la escala y en la implementacion practica, no esta claro si el pH seria uniforme
en todo el fermentador. Puede existir una zona muerta con agitacion insuficiente y este fendmeno
puede reducir la precision del control del pH, lo que, a su vez, provoca una disminucién en la
produccidn de H, (Moon et al., 2015). Se han realizado numerosos trabajos sobre lodos de digestion
anaerdbica, lodos de depuradora y lodos digeridos, pero hay poca informacién disponible sobre la

fermentacidn oscura (Trchounian et al., 2015).

También se ha apostado a la modificacidon de microorganismos genéticamente sin embargo el uso
de cultivos puros también supone un riesgo de contaminacion. Aunque el rendimiento de H; es
limitado la fermentacidn oscura podria utilizarse mas para la obtencion de AGV, incluidos acetato y
butirato. Posteriormente estos AGV se pueden procesar a H, mediante el uso de MEC y

fotofermentacion.

En un estudio reciente se evalud la produccién de H; por Enterobacter cloacae IT-BT 08 utilizando
diferentes desechos y residuos organicos pasando de una escala de laboratorio a una escala piloto.
Se examinaron diferentes desechos organicos como la melaza de cafia, el efluente de destileriay las
aguas residuales con almidén como posibles sustratos para la produccion de H; por Enterobacter
cloacae IIT-BT 08. La demostracién a escala piloto mostré una mejora significativa en la produccién
de H; con recuperacion de energia neta positiva. El estudio a escala piloto logrd 76,2 m? de hidrogeno
con una eliminacion de DQO y una eficiencia de conversion de energia de 18,1 kgm3y 37,9 %. Este
estudio proporciona una estrategia extensa para pasar del laboratorio a la produccién de H; a escala
piloto, lo que brinda mas oportunidades para la explotacién comercial. Sin embargo el uso de cultivos

puros tiene el riesgo de posible contaminacion (Balachandar et al., 2020).

Por otro lado, se han realizado estudios extensos sobre el proceso combinando de la fermentacion
oscura y fotofermentacién para lograr un alto rendimiento de H,. Kim y Kim (2013) fermentaron

residuos de alimentos a lactato utilizando bacterias lacticas, y luego el sobrenadante de ese
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fermentado fue convertido en H; por un organismo foto-fermentador. Se obtuvo un alto rendimiento

de H2 de 8,35 molH; /molhexosa por fotofermentacion.

Por lo tanto, la fermentacién oscura se puede integrar con varias tecnologias para maximizar el valor
de los subproductos de residuos. Otra estrategia es generar energia a partir de la parte sélida de la
fermentacidn oscura mediante digestion anaerdbica convencional. La parte sélida generalmente
representa del 30 al 50 % del contenido energético de la fermentacidn oscura y el CH4 derivado se
puede utilizar para la generacion de calor y electricidad, o se puede suministrar directamente a
hogares y vehiculos (Kim et al.,, 2016). Esta produccion de energia adicional también puede
complementar el requisito de energia en el procesamiento de combustibles y productos quimicos de

la fermentacion oscura.

Se han hecho intentos para aumentar aiin mas el rendimiento de H; y la recuperacion de energia
mediante el acoplamiento con MEC y fermentacién de metano. Ademas hay varias rutas posibles en
la fermentacién oscura para el procesamiento de combustibles y quimicos valiosos, que pueden

maximizar el valor de los subproductos de los residuos.
6.1 Integracion de la fermentacion oscura y MEC

La integracion de la fermentacién oscura (fuente de carbono) y la aplicacion de potencial externo
utilizando celdas MEC podria ayudar a lograr una mayor recuperacion de energia junto con el tratamiento
completo de los desechos (Lee y Rittmann, 2009). En los sistemas bioelectroquimicos el biocatalizador
desempefia un papel crucial en las reacciones bioquimicas impulsadas por electrodos que inducen la
electrosintesis microbiana mediante la utilizacion de una variedad de materias primas disponibles y
renovables, como los desechos para la obtenciéon de energia en forma de bioelectricidad y diversos
productos de base bioldgica que son sustancias quimicas de plataforma (etanol, acetato,
propionato, butanol, polihidroxialcanoatos (PHA), etc) (Amulya et al., 2014; Modestra et al.,
2015). Los AGV producidos tienen un alto valor de mercado que pueden comercializarse o usarse
como sustratos en otras aplicaciones de bioprocesos como los procesos MEC y BES para generar
un valor agregado mas alto (Reddy et al., 2015). Esta forma de integrar diversas aguas residuales
y bioproductos favorece la sostenibilidad y ayudara en la descarga cero hacia un enfoque de
circuito cerrado que aborde la nueva area de investigacion del nexo entre la electroquimica y la

microbiologia.

6.2 Integracion de la fermentacion oscura con la foto fermentacion

El proceso de fermentacidn oscura con las condiciones optimizadas apenas alcanza el limite de

4 molesn/Molgucosa). Alternativamente, la foto-fermentacién tiene la capacidad de producir 12
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mol de H,/ mol de hexosa, lo que tampoco se ha logrado todavia. La combinacién de estos dos
procesos fermentativos tiene el potencial de aumentar los rendimientos generales de
produccién de H,. La integracién de la fermentacién oscuridad y la foto-fermentacidn se puede
operar en una o dos etapas donde la posterior tiene ventaja sobre la anterior debido a los
contratiempos como inhibicién del sustrato, acceso limitado a la luz, condiciones de pH (Chandra
y Mohan, 2014). Por tanto, se puede emplear un sistema hibrido de fermentacién oscura y de
fotofermentacion para superar la inhibicidn de los 4cidos grasos. Los bioreactores de dos etapas
han ganado mucha atencién recientemente debido a la utilizacién efectiva de los sustratos
carbonosos y al menor gasto de energia para la produccién de H; (Fakhimi et al., 2019). La
integracién no solo aumenta el rendimiento de la produccién de H, por mol de sustrato, sino
que también aborda el tema de la utilizacién 6ptima del sustrato. Por lo tanto, estos sistemas
hibridos pueden ser una ruta prometedora sin embargo, debe explorarse. En la produccion de
H, fermentativo oscuro convencional, los productos cogenerados y el sustrato no utilizado no se
reciclan después del proceso inicial que finalmente se expulsa del ciclo del proceso. Por lo tanto,
se requiere del establecimiento de una biorefineria integrada que pueda enfrentar los desafios
actuales de la bioeconomia para producir compuestos de alto valor a la vez (Rai y Singh, 2016).

En la figura 1 se resume un esquema de la integracién de los procesos.

H2

Agua residual P Produccion
de biogas

Fermentacién oscura (o - \@ @ l m

Electrofermentacién)

(AGV+ H2) N .
é
Liquido
H2 (Fotofermentacion, Acidos grasos de Extraccion de | PHAs | MEFC
MEC) cadena media, 4cidos grasos de
Biodiesel cadena corta ' S
Acidos organicos,
o ot acido acético, dcido S Electricidad
butirico Plastic

3
c T

) ;o«. .
: L

Figura 1. Sistema integrado de fermentacidn oscura de residuos industriales con proceso de conversidn
de efluentes en compuestos de interés industrial. En rojo se indican los procesos que fueron estudiados

en esta tesis. Imagen extraida y modificada de Yun et al., 2020
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6.3 Desafios en la purificacion, uso, almacenamiento y transporte de H2

El H, como combustible se utiliza principalmente en pilas de combustible para la produccién de
energia. Las pilas de combustible de H, pueden ser la mejor fuente de combustible ya que tienen
una alta eficiencia térmica. Sin embargo, la barrera mas grande para la comercializacién del
combustible H; es el alto costo (de produccidn y fabricacidn) y otros aspectos técnicos diversos

como la confiabilidad y la durabilidad (Wang et al., 2018).

Para utilizar bio-H, como combustible, la purificacién, el almacenamiento y el transporte acttdan
como obstaculo principal. Como los procesos en la actualidad consumen mucha energia y son
rentables, la purificacidon y el almacenamiento de H; sigue siendo un desafio. Estos son los
principales desafios que deben abordarse para la purificacion y almacenamiento de bio-H;
(Kazakov et al., 2016). Los métodos de purificacién de H, generalmente utilizados, como la
adsorcién por cambio de presién, la destilaciéon criogénica, etc., no son aplicables para la
purificacidon de H; debido a los requisitos en la alimentacion de gas (cerca de 75-90%), presiones
y temperaturas de operacion. Los métodos de separacion dptimos deben tener en cuenta el
volumen y la composicion de la mezcla, la variacién de la produccion de gases con respecto al
tiempo y la calidad del producto (Bakonyi et al., 2018). Ademas, el costo del almacenamiento de
H, es muy caro, se necesitan metodologias de fabricacién de bajo costo y alto volumen para un
mejor almacenamiento. Para concluir, se requiere un cdodigo y un proceso operativo
estandarizado particular para los sistemas de almacenamiento de H,. Las instalaciones
centralizadas tienen menor costo de generacion de H, y mayor transporte, mientras que el

escenario es opuesto para las instalaciones descentralizadas (Dahiya et al., 2020).

6.4 Materiales de sequnda generacion

Una forma eficaz de reducir el costo de produccion de H; es la utilizacién de materias primas
renovables y de bajo valor (Lay et al., 2012). La biomasa lignoceluldsica es una fuente de energia
neutra en carbono y la materia prima mas disponible en la tierra para la produccidn de H, (Kumar
et al., 2013). En general, la biomasa lignoceluldsica se puede clasificar ampliamente en biomasa
virgen, que incluye todas las plantas terrestres naturales como drboles, arbustos y pastos,
biomasa residual de diversos sectores industriales como la agricultura y la silvicultura, y cultivos
energéticos con alto rendimiento de biomasa lignocelulésica producida para servir como
materia prima para la produccién de biocombustible, los ejemplos incluyen la soja y el sorgo
dulce. Sin embargo, la barrera para la produccion de H, a partir de este material es que los

azUcares polisacaridos estan dentro de la lignocelulosa (Kumar et al., 2013) que es dificil de
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degradar. La produccion de H, a partir de biomasa lignoceluldsica se ha considerado una
tecnologia emergente que tiene madurez a escala de laboratorio, mientras que, los resultados
a escala piloto aln no estdn disponibles. Como resultado, para lograr la viabilidad de Ia
produccién de H; lignoceluldsico se requiere mas investigacién para establecer un método de
pretratamiento sin inhibidores respetuoso con el medio ambiente, desarrollar una tecnologia
de sacarificacion efectiva y de bajo costo, estudiar nuevas especies de bacterias con capacidad
de fermentacién de H, sostenible a partir de biomasa lignocelulésica. De acuerdo con las
caracteristicas del material de biomasa lignoceluldsica, las investigaciones deberian centrarse
mas en el establecimiento de reactores continuos con el fin de proporcionar resultados y
experiencias mucho mas valiosos que podrian facilitar la realizacion de tecnologia comercial de

produccién de H; (Ren et al., 2016).

6.5 Nuevas tecnologias para el estudio de las comunidades microbianas

La produccién de energia mediante los procesos microbianos estudiados en esta Tesis (fermentacidn
oscura, EF y MFC) se basan en el desarrollo de consorcios microbianos enriquecidos en los
microorganismos de interés. Los factores ambientales y operativos afectan la comunidad
microbiana, y esto tiene repercusiones en el rendimiento del proceso. Hoy en dia hay nuevos
métodos moleculares de alto rendimiento (metagendmica, metatranscriptémica, metaprotedmica,
metaboldmica) que estan proporcionando conocimientos detallados sobre los microorganismos que
gobiernan los sistemas de tratamiento de aguas residuales y sobre sus capacidades metabdlicas. Esto
permite tener secuencias de genomas de microorganismos no cultivables con funciones clave en los
sistemas estudiados. Un ejemplo de esto es el microorganismo acumulador de polifosfato
"Candidatus Accumulibacter phosphatis" o el oxidante de nitrito ""Candidatus Nitrospira defluvii' que
ahora estan disponibles a través de estudios metagendmicos (Rodriguez et al., 2015). Los genomas
de estos microorganismos fueron obtenidos de sistemas de tratamiento de aguas residuales
mediante técnicas metagendmicas. La aplicacién de la metagendmica a los estudios de reactores de
produccion de H; permitiria caracterizar genéticamente los microorganismos presentes y
proporcionar informacidon sobre la fisiologia de los microorganismos clave. Ademads, la
metagendmica comparativa, en la que se comparan los tipos, la abundancia y la distribucién de genes
entre los metagenomas, permite comprender cdmo las diferencias gendmicas afectan y son
afectadas por el entorno abiético. La integracion de datos metagendmicos de microorganismos con
informacién metatranscriptémica proporciona una mejor comprension de las respuestas
microbianas a perturbaciones o variaciones ambientales ya que esta ultima permite ver que
microorganismos se estan expresando (Albertsen et al., 2012). Para conocer realmente qué

funciones estan llevando a cabo los miembros de la comunidad en condiciones especificas, se debe
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analizar el metatranscriptoma o metaproteoma (ARNm total o proteina de todos los organismos
presentes en un ecosistema bioldgico). La integracion de datos puede permitir la creacién de
modelos de comportamiento predictivo en estos ecosistemas lo que podria ayudar a mejorar la

explotacidn de los procesos microbianos (Rodriguez et al., 2015).
6.6 Biorefineria y economia circular

La biorefineria integra procesos y tecnologias de conversion de biomasa para producir
combustibles, energia y productos quimicos con valor agregado. Esto estara determinado por la
naturaleza de: la materia prima de entrada; las tecnologias de proceso; las sustancias
intermedias y los productos de salida que se requieren. Hay un interés renovado en la
explotacién de los desechos organicos impulsado por el objetivo de reducir la huella ecoldgica 'y
lograr un suministro mas seguro de recursos renovables. La aspiracion a valorizar los desechos
mediante el tratamiento tiene un interés econdmico (Mohan et al., 2016). Durante la produccion
de H; por fermentacién oscura, el 60-70 % del sustrato se canaliza a diferentes subproductos.
Entre ellos, el etanol, el 1,3 propanodiol (PD) y el acido butirico, subproductos que tienen una
inmensa importancia comercial. Si se consideran la produccidon simultdnea de H, y la
recuperacion de etanol, por cada mol de glucosa se podrian recuperar 1,58 moly, vy
adicionalmente, 0,90 moletanol. Este rendimiento de etanol es equivalente a 0,23 Zetanol/Eglucosa,
que es casi la mitad de 0,41 Zetanol/8glucosa Producido por el proceso de produccion de bioetanol
convencional. Considerando el hecho de que el H; es el producto principal y el etanol recuperado
de los residuos acidégenos no tiene un costo de produccién directo. En otro aspecto, seglin una
estimacion de bioconversion de 1 kg de glicerol crudo, un residuo generado durante la
produccién de biodiesel puede producir 48,14 Ly, y 307,06 gep. Considerando el valor actual de
mercado de H, (S 7.75- $ 11.50 m3) y PD ($ 2.43 kgl- $ 288 L), la cantidad de PD que podria
recuperarse tiene importancia industrial. Mediante la bioconversidn de 1 kg de glucosa, ademas
de producir 326,44 L de hidrégeno, se pueden recuperar como subproducto 299,37 L de butirato
con un precio a granel de hasta $ 50 kg - $ 74,6 L' (Sarma et al., 2015). Alternativamente, estos
subproductos pueden ser los precursores para la produccidn de varios otros productos que
tienen interés comercial como los PHA (comuUnmente llamados bioplasticos), lipidos, el hytano
y la electricidad por MFC (Poggi-Varaldo et al., 2014). Ademads, estos ultimos subproductos
pueden ser un sustituto de los biofertilizantes solubilizantes de fosfato; logrando finalmente una
descarga de liquido cercana a cero de materia organica (Scoma et al., 2016). En la figura 2 se
muestra un esquema de economia circular. El trabajo aportado por esta tesis formaria parte de

las investigaciones de innovacion para la recuperacion de bienes.
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Figura 2. Esquema de economia circular e integracion de biorefinerias. Imagen tomada y modificada de

Schieb et al., 2015.

Por otro lado, para fundamentar estas afirmaciones ambientales, los impactos de los materiales
bioldgicos deben cuantificarse normalmente aplicando una evaluacidn del ciclo de vida (ACV),
comunmente conocida como andlisis de la cuna a la tumba, es decir, desde la extraccién de
recursos hasta la gestion de residuos pasando por la fabricacidén, transporte, uso vy
mantenimiento del producto o servicio. El ACV se utiliza cada vez mas para la evaluacion
ambiental de procesos y productos en la investigacidn, y también para aplicaciones de politicas.
Por tanto, el desarrollo de métodos y la evaluacién de ACV son importantes. Otras herramientas
de analisis de sistemas ambientales incluyen la Evaluacion de Impacto Ambiental (EIA), la
Evaluacion de Riesgos Ecoldgicos (ERA) y el Andlisis de Flujo de Materiales (AFM). En general, las
herramientas de andlisis de sistemas ambientales examinan los sistemas sociales, técnicos y
naturales y los vinculos entre estos sistemas. Por lo tanto se hace evidente el cambio de una

economia lineal a una economia circular para promover un cambio del consumo de reservas
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fosiles a recursos renovables o "verdes" (Mohan et al., 2016). Esto contribuira en la mitigacion
de las emisiones de GEl y su impacto en el cambio climatico (Stahel, 2016). Ademas, generara
increibles oportunidades de empleo en las industrias y el mundo académico, especialmente en
los sectores de la agricultura, la alimentacién, la quimica y la salud, la farmacia y la logistica

(Amulya et al., 2016).

Los estudios de ACV revelaron que todavia la produccién de H; a gran escala y su utilizacién en
el campo real estd en etapa de desarrollo y necesita impulso para obtener el H, por medios
renovables para su uso en el campo real. Aunque la produccidn de bio-H; esta en auge, otros
factores, como la utilizacién eficaz de los residuos organicos, la eficiencia del proceso, etc.,
deben tenerse en cuenta para la viabilidad econdmica y la sostenibilidad ambiental (Mohan et
al., 2016). Este enfoque todavia estd en desarrollo, con la gran mayoria de los estudios que se

realizan a escala de laboratorio y pocos a escala piloto (Poggi-Varaldo et al., 2014).

Es necesario entender que no hay una unica solucién sino que la producciéon de H, por
fermentacién oscura es una de las tantas alternativas para el tratamiento de residuos y la
obtencion de energia. Esto ayuda a diversificar la matriz energética, tener otras alternativas
energéticas. Quizas, el mayor desafio es aprender como integrar tecnologias, no solo dentro de
los limites de la biorefineria, sino también ampliar los horizontes para integrar los sistemas
bioldgicos y bioprocesos para expandir los circuitos que operan a través del sistema de gestidn
de residuos (Schieb et al., 2015b) pudiendo asi surgir nuevas estructuras industriales sostenibles.
Entender que todas estas tecnologias diferentes encajan (o no) requerirda un esfuerzo

considerable.

7. Conclusiones finales

e Se generd conocimiento de la comunidad microbiana presente en reactores de produccién
de H; por fermentacidn oscura que permitié explicar cémo funciona el proceso.

e Se disefid una estrategia exitosa que permitié aislar y caracterizar bacterias productoras de
H, determinado su maximo rendimiento en cultivos puros utilizando diferentes sustratos.
Esta estrategia también permitié aislar y estudiar las bacterias competidoras de importancia
en reactores hidrogenogénicos.

e Se verificé el efecto de Lactobacillus como inhibidor de Clostridium y se determiné el rol de

Megasphaera en suprimir esa inhibicion.
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e Se caracterizd la comunidad microbiana de microorganismos homoacetogénicos presentes
en reactores de produccién de H, operados con diferentes sustratos, se concluyé que el
sustrato es determinante en la comunidad microbiana desarrollada.

e Mediante los aislamientos de microorganismos de las MFC se pudo postular el posible rol
de estos microorganismos en las celdas.

e Seaisld y caracterizé la cepa NAR como posible microorganismo electrogénico con actividad
débil.

e El estudio del genoma de la cepa NAR permitio clasificarla dentro de la especie Raoultella
ornithinolytica que no estaba descripta como electrogénica. Este estudio permitié elaborar
una lista con los posibles genes candidatos de la electrogénesis.

e Se determind que la electrofermentacion puede tener un efecto positivo en la produccién
de H2 dependiendo del indculo seleccionado, aunque el proceso tiene una gran variacion

entre las réplicas.
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