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| uso incontrolado de los combustibles fdsi-
les ha disparado una crisis energética glo-

De' SUbS UEIO bal, despertando el interés por obtener fuen-

tes de energia renovables con el minimo
l 'l d impacto sobre el medio ambiente. Hasta ahora
a a pl a e el compromiso energético de la microbiologia
- ambiental se habia dirigido a optimizar la pro-
combUStlble duccidn de hidrégeno, aprovechar el metano
generado en los tratamientos de aguas resi-
duales, o generar biocombustibles como el
etanol o el biodiésel. Sin embargo, el reciente
descubrimiento de bacterias capaces de con-
vertir la energia quimica en eléctrica sugiere
la aparicion de una nueva forma de energia
verde, cuya explotaciéon supondra un impor-
tante reto biotecnoldgico en los préximos
afios.
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¢COMO CONVERTIMOS LA ENERGIA QUIMICA
EN ELECTRICA UTILIZANDO BACTERIAS?

unque este articulo terminard con una seccién especial

dedicada al disefio y aplicaciones de esta nueva tecno-
logia, he creido conveniente presentar unos principios
basicos del proceso electroquimico antes de entrar en los
estrictamente microbioldgicos.

La conversidn de energia quimica en eléctrica es posi-
ble en ciertos dispositivos electroquimicos denominados
células o pilas de combustible (Fuel Cells), donde la elec-
tricidad se obtiene a partir de una fuente externa de com-
bustible quimica que suele ser hidrégeno o etanol.
Algunos de los vehiculos de transporte publico de nuestras
ciudades utilizan ya estd tecnologia limpia que tiene al ino-
cuo vapor de agua como Unico residuo. Una variante
reciente de esta célula de combustible es la célula de com-
bustible microbiana (Microbial Fuel Cell, MFC) (Logan et
al., 2006). En las MFC se utilizan microorganismos para oxi-
dar el combustible, materia organica, y transferir los elec-
trones a un electrodo (dnodo), que esta conectado a un
catodo a través de un material conductor que contiene
una resistencia. Las camaras que albergan estos electro-
dos, la anddica (anaerobia) y la catddica (aerobia), estan
comunicadas por una membrana de intercambio catidnico
que permite el paso de protones. De esta forma, los pro-
tones generados en la oxidacién de la materia orgénica se
combinan con déxigeno y con los electrones que llegan al
cadtodo para formar agua (Figura 1a). Existe también la
posibilidad de alojar una pila de combustible en una habi-
tat natural y obtener energia eléctrica a partir de las comu-
nidades microbianas naturales. En este caso, el diseno reci-
be el nombre de célula de combustible sedimentaria y
requiere el enterramiento del dnodo en un sedimento
anaerobio que hace las veces de cdmara anddica, mientras
que el cadtodo queda expuesto en la fase acuosa aerdbica
que cubre el sedimento (Figura 1b).

¢QUE TIPO DE BACTERIAS PUEDE GENERAR
ELECTRICIDAD?

omo suele ocurrir con muchas cuestiones cientificas
Cque hoy nos parecen novedosas, las primeras observa-
ciones tuvieron lugar mucho tiempo atras. Asi, el primer
ejemplo de actividad eléctrica con microorganismos fue
mostrado por Potter en 1910; en sus experimentos recurrié
a cultivos de E. coli y electrodos de platino para generar
corrientes eléctricas que por su pequefia magnitud pasa-
ron desapercibidas para la comunidad cientifica. Este tipo
de procesos no despertd el interés hasta la década de los
anos ochenta, con la utilizacién de mediadores redox solu-
bles que aumentaban la produccién de corriente y la
potencia de estos sistemas. Los mediadores redox son
compuestos solubles que actdan transportando los elec-
trones desde la bacteria hasta el eléctrodo, reoxidandose
y quedando disponibles de nuevo para ser reducidos por
los microorganismos. Normalmente son de naturaleza
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metalorganica o colorantes, como el rojo neutro, el azul de
metileno, la tionina, la 2-hidroxi-1,4-naftoquinona, o incluso
el Fe (111)-EDTA. Estos compuestos presentan cierta toxici-
dad por lo que su aplicacién en MFCs se ve limitada por
cuestiones ambientales.

Los andlisis de comunidades microbianas asociadas a
los anodos de las MFC muestran una gran biodiversidad de
géneros bacterianos dependiendo de la naturaleza del
indculo, del combustible y del tipo de MFC utilizada (Logan
y Regan, 2006). A pesar de ello, en la mayoria de los casos
no podemos asegurar qué organismo muestra una partici-
pacion activa en el proceso electrogénico ya que parte de
esa poblacidn recurre probablemente a metabolismos
alternativos como fermentaciones del combustible utiliza-
do, y el danodo es sdlo un soporte fisico sobre el que crecer.
En cambio, cuando se utilizan pilas sedimentarias, tanto en
sedimentos marinos como de agua dulce, si parece existir
un consenso que identifica a las d-proteobacterias, y en
concreto a la familia Geobacteraceae, como los microorga-
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nismos dominantes, con probada actividad electrogénica
cuando se ensayan utilizando cultivos puros.

La gran revolucion en el campo de las MFC se ha pro-
ducido en el dltimo lustro, con el descubrimiento de micro-
organismos electrogénicos que son capaces de transferir
los electrones al anodo en ausencia de mediadores redox
artificiales (Lovley, 2006). De esta manera, se eliminan los
problemas de toxicidad en los dispositivos electroquimicos
y los medios utilizados quedan restringidos al combustible
organico que se desee utilizar y al microorganismo que
actlde como catalizador biolégico. Podemos distinguir dos
tipos de bacterias electrogénicas, aquellas que producen
sus propios mediadores redox, que son secretados al
medio y reaccionan con el electrodo, y aquellas que inte-
raccionan de forma directa con el eléctrodo sin mediador
soluble alguno. Aunque se ha probado la existencia de una
cepa de Pseudomonas aeruginosa electrogénica producto-
ra de fenazinas como mediadores redox, el principal repre-
sentante de este grupo corresponde a las bacterias reduc-
toras de Fe (111) del género Shewanella. Un reciente estudio
publicado en los Proceedings of the National Academy of
Sciences parece haber resuelto el enigma de la actividad
electrogénica de Shewanella, al identificar a las riboflavinas
secretadas por los biofilm como los mediadores redox que
establecen la comunicacidon entre bacteria y electrodo
(Marsili et al., 2008). Otras bacterias con probada actividad
electrogénica son Rhodoferax ferrireducens, Aeromonas
hydrophila, Clostridium butyricum y Enterococcus gallina-
rum, si bien no existe informacién sobre la forma en que
transfieren los electrones al electrodo. Por ultimo, estarian
aquellas bacterias capaces de transferir los electrones por
contacto directo con el dnodo, siendo el género Geobacter
el modelo mejor estudiado dada la disponibilidad de culti-
vos puros y su dominancia dentro de las comunidades
microbianas electrogénicas (Figura 1c).

GEOBACTER COMO MODELO DE ELECTROGENESIS

ste tipo de bacterias habita de forma natural en el sub-
Esuelo y durante millones de afos han utilizado los 6xi-
dos de hierro insolubles como aceptores de electrones
para la oxidacién de la materia organica. Los mecanismos
responsables de establecer una comunicacién redox entre
la bacteria y la superficie de los 6xidos de hierro han con-
tribuido a “dar forma” a la corteza terrestre, y compren-
derlos constituye uno de los retos actuales en el campo de
la microbiologia ambiental. Esta habilidad microbiana fue
probablemente lo que, al comienzo de esta década, llamé
la atencién del Departamento de Energia estadounidense
(DOE, USA), conviertiéndola en una de la estrellas del
ambicioso proyecto cientifico Genomes to Life, dedicado a
impulsar el estudio de aquellos sistemas vivos con aplica-
ciones en el campo de la energia. La apuesta de la agencia
gubernamental era segura; desde que Ceobacter fue des-
cubierta por Derek Lovley en un sedimento del rio
Potomack (Washington, 1987) la bacteria no ha dejado de
sorprendernos. A su capacidad para producir magnetita en
los ambientes sedimentarios terrestres siguié el descubri-

miento de la respiracidn de uranio, la biodegradacién anae-
robia de compuestos arométicos derivados del petrdleo, la
respiracion de dcidos himicos en ambientes naturales, la
respiracion de electrodos conductores con la consiguiente
producccidon de electricidad y la identificacién de pili con-
ductores (nanowires) como posible mecanismo de transfe-
rencia electrdnica sobre éxidos de hierro. Todos ellos han
llegado a nosotros a través de las paginas de Nature y
Science durante los Ultimos 20 afios. Cuando me incorporé
al equipo del Dr. Lovley en 2001, apenas habia un par de
articulos sobre la fisiologia del metabolismo central de
Geobacter, pero el impulso del Departamento de Energia
acelerd de forma determinante la investigacidon de este
microorganismo, haciéndolo traspasar las fronteras bioge-
oquimicas en la que estaba confinado. En un periodo rela-
tivamente corto de tiempo se secuencid su genoma, se
abordd un andlisis transcripcional mediante microarrays de
ADN, y se analizé su proteoma. En paralelo, se optimizé el
cultivo de Geobacter en quimiostatos lo que permitié estu-
diar el metabolismo redox en condiciones de relevancia
ambiental (Esteve-Ndfiez et al., 2005), pero también ofre-
cer lareproducibilidad que el andlisis genédmico funcional y
protedmico requerian. Ademads, el estudio del metabolis-
mo en quimiostatos, junto a la secuenciacién del genoma,
permitié la construccién de un modelo celular in silico, y
con ello la entrada del microorganismo en una nueva disci-
plina: la biologia de sistemas. La modelizacién del metabo-
lismo central de esta bacteria (Mahadevan et al., 2006) fue
desarrollada por la empresa Genomatica (San Diego, USA),
fundada por el experto en bioingenieria de procesos
B. Palsson, y cuya web (www.genomatica.com) es de visi-
ta obligada para estar al dia en el campo de la modeliza-
cién celular. Este tipo de modelos ofrece la distribucién de
flujos metabdlicos de la célula (metaboloma) bajo unas
determinadas condiciones fisiolégicas elegidas por el
investigador, permitiendo obtener predicciones o incluso
analizar la distribucién de flujos en mutantes virtuales. De
especial relevancia han sido las predicciones obtenidas
para el metabolismo de Ceobacter cuando se encuentra
limitado en aceptor de electrones, unas condiciones que
simulan situaciones como la biorrecuperacién de acuiferos
contaminados con uranio, o como la produccidn de electri-
cidad en las MFC donde el combustible (acetato) esta en
exceso frente a la disponibilidad del electrodo que hace las
veces de aceptor.

La gran versatilidad de Geobacter para transferir elec-
trones fuera de la célula (flujo exocelular) ha sido siempre
relacionada con la presencia de citocromos C. No en vano
es el organismo secuenciado con mayor niimero de genes
codificantes de estos transportadores de electrones (mds
de cien). Para estudiar el papel de estas proteinas en el
flujo exocelular de electrones recurrimos a la espectrosco-
pia de fluorescencia, a la vez que desarrollamos y patenta-
mos un nuevo método no invasivo, que permite monitori-
zar in vivo el estado redox de estas proteinas. Esta meto-
dologia permite el uso de fibra dptica, y por tanto la detec-
cién remota de la bacteria basada en su particular espectro
de fluorescencia (Esteve-Nufiez et al., 2008).
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Lo que hace especial a Geobacter es la presencia de una
red de citocromos C multihemo (algunos de ellos albergan
hasta 27 grupos hemo) que, distribuidos entre la membra-
na interna, periplasma y membrana externa, permitirian
transferir electrones desde el citoplasma hasta el exterior
de la célula para respirar sustratos extracelulares como el
Fe (111). O al menos éste ha sido tradicionalmente el papel
otorgado a estas abundantes proteinas en Geobacter. No
obstante, una serie de hechos ponen en duda que la respi-
racién de Fe (l1l) extracelular sea la Unica razén de estas
extensas redes multihemo. Expresar un centenar de cito-
cromos distintos supone un coste energético elevado para
la célula, que estaria plenamente justificado si el objetivo
final es la respiracion de sustratos extracelulares; pero
(como interpretar entonces que Geobacter sintetice esta
misma red de citocromos cuando respira sustratos solu-
bles como fumarato o nitrato, cuya reduccidn tiene lugar
en la membrana interna? Por otro lado, el estudio del
genoma de otra &-proteobacteria respiradora de Fe (IIl),
Pelobacter carbonilus, mostré la casi ausencia de citocro-
mos C, lo que demuestra que estas redes multihemo no
son necesariamente un requisito para respirar sustratos
extracelulares.

¢Para qué produce entonces Geobacter tantos citocro-
mos C? Con la intencién de esclarecer este punto, realiza-
mos una serie de experimentos que sugerfan cdmo, en
ausencia de otros aceptores de electrones, esta red multi-
hemo podia actuar como sumidero de electrones en la
célula, comportdndose como un “capacitor bioldgico”
(Esteve-Nuriez et al., 2008). Se ha estimado que la red de
grupos hemo podria albergar hasta casi 20 millones de
electrones por célula, lo que le permitiria consumir el
poder reductor del citoplasma (como si de una respiracion
se tratase), al tiempo que mantendria el gradiente proton-
motriz y por tanto la capacidad para producir ATP o hacer
rotar el flagelo. La presencia del flagelo es imprescindible
para la respiracion de éxidos de Fe (l1I) en Geobacter, pro-
bablemente para desplazarse de una particula sdlida a
otra, una vez agotado el éxido respirable. De este modo, la
red de citocromos bien podria conferirle a Geobacter un
tiempo de motilidad extra que podria ser una interesante
ventaja frente a otros respiradores de hierro de su mismo
habitat natural.

Parece razonable pensar que todo este mecanismo de
conduccidn exocelular de electrones tenga algun papel en
la capacidad electrogénica de Geobacter que le permita
oxidar el acetato y transferir a electrodos los electrones
generados, con una eficiencia coulombimétrica que se ha
comprobado que supera el 90 %. Efectivamente, la impli-
cacioén de los citocromos C de Geobacter ha sido propues-
ta, pero hasta ahora, la Unica evidencia experimental se
reducia al estudio de un mutante en un citocromo de
membrana externa (OmcS) que, si bien probaba su partici-
pacién en el proceso de transporte, no aportaba informa-
cién sobre la intima comunicacién redox entre bacteria y
electrodo. Para abordar esta interfase bacteria-electrodo
recurrimos a un enfoque multidisciplinar, donde la electro-
quimica tuviera un mayor peso y se concibiera al microor-

ganismo como un elemento redox mas. Asi, en los ultimos
dos afios hemos realizado avances significativos fruto de
la estrecha colaboracidn entre el Centro de Astrobiologiay
el Grupo de Electroquimica de la Universidad de Alicante.
En primer lugar, mostramos cdmo los elementos redox
sobre la superficie de Geobacter se ven alterados por el
potencial de polarizacién del electrodo, y cdmo estos cam-
bios son reversibles e identificables por técnicas clasicas
electroquimicas como la voltametria ciclica (Busalmen et
al., 2008). Mds recientemente, hemos recurrido a las téc-
nicas de espectroscopia de infrarrojo mas sensibles (SEI-
RAS y SNIFTIRS) para estudiar, por primera vez y de forma
detallada, los primeros nandmetros en la interfase genera-
da entre una célula viva (Geobacter, con su actividad elec-
trogénica intacta) y un electrodo de oro (Busalmen et al.,
2008a). El estudio, que acaba de ser aceptado por la pres-
tigiosa revista de quimica Angewandte Chemie, no sélo ha
demostrado que los grupos hemo de los citocromos C mas
externos descargan sus electrones de forma directa sobre
la superficie del electrodo (Figura 2), sino que ademas,
supone la presentacién de una nueva técnica para estudiar
in vivo la interaccién entre células y materiales conducto-
res, que confiamos hard evolucionar de forma positiva el
campo de la bio-nanotecnologia.

¢CUALES SON LA APLICACIONES REALES DE LAS
CELULAS DE COMBUSTIBLE MICROBIANAS?

na vez tratados los microorganismos presentes en las

MFC y los mecanismos que utilizan, evaluemos la tec-
nologia y sus posibles aplicaciones. Las MFC son en reali-
dad biorreactores, que albergan la oxidacidn de un com-
bustible organico catalizada por microorganismos. Como
en cualquier otro proceso de ingenieria bioquimica, exis-
ten distintos disefios que se adaptan a la naturaleza del
combustible y a la finalidad del ensayo. Las MFC mas sen-
cillas usadas a escala de laboratorio, suelen ser de dos
compartimentos y tener forma de H, como la mostrada en
la figura 1, pero también las hay planas y tubulares. No obs-
tante, a la hora de escalar el proceso, la bisqueda de
reduccién de costes y la simplicidad del disefio, aconsejan
el uso de MFC de un compartimento Unico con exposicion
directa del catodo al aire. Todos estos disefios permiten
tratamientos tanto en condiciones de estanqueidad como
en continuo, y las distintas variantes han sido objeto de
una reciente revision (Du et dal., 2007). Otro elemento
importante en el disefio de estos dispositivos es el material
de los electrodos. Aunque el platino produce los mejores
resultados, su elevado coste hace que el grafito, en cual-
quiera de sus variantes (prensado en barra, papel, fieltro,
polvo), se haya convertido en el material de referencia.
Comparar la eficiencia entre MFCs es complicado, dada la
variabilidad de disefios y materiales empleados. No obs-
tante, se hallegado al consenso de utilizar como magnitud
la potencia por unidad de superficie de electrodo (W/m?2)
0, en algunos casos, por unidad de volumen de la cdmara
anddica (W/ms3). Desde el descubrimiento de los microor-
ganismos electrogénicos, la eficiencia de las MFC ha
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aumentado mas de 1000 veces y en la actualidad se puede
lograr una potencia de W/m2 frente a los mW/mz2 obteni-
dos hace tan sdélo unos afios. El desarrollo de esta tecno-
logia esta todavia en su infancia, por lo que el disefio de
dispositivos con menor resistencia interna, el ensayo de
nuevos materiales conductores, y el empleo de cepas bac-
terianas electrogénicas ¢ptimas llevarda a MFC de mayor
potencia.

Los combustibles que pueden utilizarse para alimentar
estas MFC van desde soluciones de compuestos sencillos
como el acetato o la glucosa a mezclas complejas ricas en
materia organica como los residuos vegetales o las pre-
sentes en las aguas residuales. Es precisamente la depura-
cién de estas ultimas, mediante la utilizacién de MFC, una
de las aplicaciones que mds atencidn esta recibiendo en la
actualidad (Du et al., 2007). Asimismo, se ha propuesto la
adaptacion de estas MFC para conseguir, en Ultima instan-
cia, que la corriente eléctrica se emplee en producir hidré-
geno dentro del propio reactor (Cheng y Logan, 2007).
Estos nuevos dispositivos bioelectroquimicos han sido
denominados Bioelectrochemical Assisted Microbial
Reactor (BEAMR). En ellos, los H+ se convierten en los nue-
vos aceptores de electrones, generandose H, en la cama-
ra del catodo. En la actualidad, y en colaboracién con el
Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad de
Alcald, intentamos sustituir la etapa metanogénica clasica
de los tratamientos de aguas residuales por otra bioelec-
troquimica mediante el uso de bacterias electrogénicas
como Geobacter, de manera que la depuracién microbiana
genere la electricidad necesaria para la produccién de
hidrégeno, un vector energético sin impacto negativo
para el medio ambiente. Las MFC sedimentarias, aunque
no pueden competir en potencia con las disefiadas para
operar como biorreactor, en cambio si presentan aplica-
ciones interesantes, ya que son los propios ciclos natura-
les del carbono los que proporcionan in situ una fuente de
combustible inagotable. De este modo, es factible alimen-
tar pequefios dispositivos analiticos situados en lugares
remotos como fondos marinos o lagos. Algunos de estos
han sido disefiados en los laboratorios del Departamento
de Defensa estadounidense y se han denominado BUGs
(Benthic Unattended Generators, http://www.nrl.navy.mil/
code6900/bug). Otra variante de pila sedimentaria micro-
biana, que en la actualidad estoy desarrollando en el
Centro de Astrobiologia, utiliza el exudado radicular de
plantas como combustible natural para bacterias electro-
génicas en suelos y sedimentos.

Es importante resaltar que el desarrollo de todas estas
tecnologias esta todavia en sus comienzos, y que los dise-
flos deben ser estudiados y optimizados para ofrecer

resultados competitivos. No obstante, considero que utili-
zar microorganismos con fines energéticos deberia con-
vertirse en un desafio cientifico que muestre el compro-
miso de la ciencia en general -y de la microbiologia en par-
ticular- por intentar resolver la crisis energética global pre-
sente y futura. En el camino para lograr este pragmatico
objetivo -y por fortuna para los que seguimos creyendo en
el valor de la ciencia bésica- conseguiremos elucidar uno
de los metabolismos mas antiguos del planeta: la respira-
cién microbiana anaerobia de aceptores de electrones
insolubles.
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Figura 1. Pila de combustible microbiana (a) y
sedimentaria (b). (c) Imagen de SEM de un bio-
film electrogénico de Geobacter sulfurreducens
sobre electrodo de grafito polarizado a 0.6 V.

de grafito

Figura 2. Modelo del metabolismo electrogénico de Geobacter. El
acetato es completamente oxidado a través del ciclo de Krebs y el
poder reductor se emplea en reducir la extensa red de citocromos
C multihemo, que conecta el citoplasma con la membrana exter-
na. Los electrones son transferidos de forma directa sobre el elec-
trodo a través de los citocromos mds externos. Los cambios redox
reversibles en estos citocromos han sido detectados por espec-
troscopia de infrarrojo. En ausencia de sustrato respiratorio, la
red de de citocromos multihemo podria aceptar electrones,
actuando como un capacitor que permitiria mantener el gradien-
te protonmotriz y la sintesis de ATP, para mantener a la célula
activa en su blsqueda de nuevos dceptores de electrones.






