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Resumen

En el presente trabajo se realizd el estudio de una celda microbiana de biocombustibles. En esta
celda se midié la cantidad de energia producida, asi como el tiempo en que tardd en producir y
gue mantuvo la generacién de energia, otra de las variables que se tomaron en cuenta fue la
cantidad de materia organica presente durante la operacion.

Para el funcionamiento de la celda se utilizd un sustrato compuesto de extracto de levadura,
peptona y dextrosa, el sustrato que se utilizd en el experimento fue donado por el Instituto de
Biologia de la UNAM, y el experimento fue realizado en el edifico de Posgrado de la Facultad de
Ingenieria en CU-UNAM.

Como biocatalizador se hizé uso de levadura, para la oxidacién de la materia organica, para
determinar el crecimiento de la levadura través del tiempo de operacién de la celda microbiana de
biocombustibles, se utilizé la determinacién de sdlidos totales, sélidos fijos y sélidos volatiles por
el método gravimétrico.

Para medir la produccién de energia se desarrolld un programa que permitié medir el voltaje
generado durante la operacidn de la celda. La proceso de produccidn se llevé a cabo dependiendo
de la cantidad de sustrato y de levadura utilizada, otra de las variantes que se tomaron en cuenta
fue el area de transferencia que estuvd en contando con el sustrato asi como otros parametros
presentes durante la realizacion del experimento.

A lo largo del experimento se variaron las concentraciones para observar el comportamiento en

cada una de las situaciones presentadas y encontrar en cudl de los experimentos la celda tenia un
mejor comportamiento.

El voltaje maximo alcanzado en la realizacion de todos los experimentos fue de 0.1417 volts en 11
horas de operacion de la celda, con una concentracién de levadura de 0.0030 g/L.




=]
Introduccion

Durante el siglo XX, la disponibilidad de los combustibles de origen fésil, ha sido el gran motor del
desarrollo. El petréleo, por su facilidad de extraccidn, transporte y almacenamiento, ha sido la
base de la sociedad a lo largo de las ultimas décadas. El uso del petréleo en cantidades tan
importantes como se manejan en la actualidad ha supuesto un impacto negativo en nuestro
medio ambiente, provocando un incremento exponencial de los gases de efecto invernadero que
hoy en dia resulta un problema para el medioambiente.

Actualmente se ha creado consciencia de los incrementos tan intensos del consumo de petrdleo
provocaran, a largo plazo, dificultades en su disponibilidad debido al incremento de la demanda y
a las limitaciones de la capacidad de extraccion. A esto se le suma, el impacto tan negativo que las
tecnologias energéticas actuales estan teniendo sobre el medio ambiente y que podrian tener
efectos criticos sobre el entorno en un futuro. Por tal motivo, es preciso encontrar fuentes de
energia alternativas que permitan mantener el nivel de desarrollo actual sin comprometer las
necesidades en un futuro. El hidrégeno es una de las tecnologias mdas prometedoras debido a su
eficiencia, disponibilidad y reduccién de emisiones.

En el panorama energético actual, la energia es un factor sociopolitico fundamental, ya que a lo
largo de los afios para que una sociedad se desarrolle requiere de un sistema que garantice la
produccién de energia, que sea viable energéticamente, y sea suficiente para cumplir con Ia
demanda de la sociedad etc. Es por eso que la competitividad y la productividad de la economiay,
por lo tanto, el crecimiento y el bienestar dependen de la energia. El momento econémico actual
se caracteriza por necesidades energéticas crecientes, precios elevados de las materias primas,
responsabilidad medioambiental y tendencia a la globalizacion.

Sin embargo en los ultimos afos uno de los puntos mas considerables para la produccidon de
energia ha sido su impacto con el medio ambiente, ya que la mayoria de los procedimientos
utilizados hacen uso de la quema de combustibles fdsiles para la producir energia eléctrica,
practica que genera gran contaminacién para el medio ambiente.

Hoy en dia existe una gran cantidad de tecnologias para detener el cambio en el ambiente, como
uno de esos ejemplos encontramos las celdas de combustible, que en los ultimos afios se ha
tratado de implementar en la mayor parte en el transporte, asi como para la produccidn de
energia eléctrica. Es por eso que el presente trabajo estd enfocado en una celda microbiana de
biocombustible, que son tecnologias que pueden contribuir a solucionar los problemas que
actualmente enfrenta la sociedad como lo son la produccién de energia limpia que no afecte al
medio ambiente.
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OBJETIVO GENERAL

Producir energia en una celda microbiana de biocombustible, utilizando un compuesto mixto como sustrato, y
levaduras como biocatalizador (Saccharomyces cerevisiae), llevando el registro de los sélidos volatiles, y la
energia producida por medio de un dispositivo arduino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Conocer el funcionamiento de una celda microbiana de biocombustible.

Conocer algunos de los microorganismos productores de electricidad.

Determinar la produccién de energia tomando en cuenta la materia organica.

Llevar un registro de la energia producida durante el funcionamiento de la celda.

Conocer el funcionamiento de un dispositivo arduino.

Alimentar la celda con diferentes cantidades de levadura y determinar cual fue la mas eficiente.

HIPOTESIS

Utilizando una celda microbiana de biocombustible se puede generar energia eléctrica, sera posible que por
medio de la levadura Saccharomyces cerevisiae en un medio de cultivo mixto dentro se logre producir energia
que pueda ser utilizada en forma limpia y segura.




CAPITULO 1 ANTECEDENTES
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Capitulo 1. Antecedentes

1.1 Generalidades

En los ultimos afios una de las prioridades del mundo ha sido buscar una manera con la cual
detener el cambio climdtico, causado por el uso excesivo de los combustibles fésiles. Los
combustibles fésiles son recursos limitados que se utilizan para obtener energia. El uso industrial
de estos productos generan contaminantes quimicos y fisicos perjudiciales para la salud, por
ejemplo las radiaciones electromagnéticas, o el uso de substancias como el arsénico, el plomo, el
benceno o el uranio que producen efectos nocivos al ser humano que se encuentre en contacto
con ellas.

Los combustibles fésiles son utilizados para producir energia térmica y eléctrica. Pero la
combustidn, la extraccidn, la elaboracién y el transporte de los combustibles fésiles tienen una
consecuencia directa en el efecto invernadero, ya que casi el 80% de las emisiones de didxido de
carbono provienen del consumo y de la transformacién de los combustibles fdsiles en energia.

Es por eso que una de las principales acciones para reducir la dependencia existente en los
combustibles fésiles, consiste en el desarrollo de fuentes de energias renovables que sean
sustentables a largo plazo (Panwar y col., 2011). Las cuales tengan un tiempo de duracién mas
amplio y sean practicamente inagotables. Sin embargo, las energias renovables se encuentran muy
poco implementadas debido, principalmente, a restricciones tecnoldgicas y politicas (Panwar y
col., 2011; Siddiqui y col., 2010; Zerta y col., 2008; Buran y col., 2003). Sin tomar en cuenta las
grandes ventajas que tiene, por ejemplo, no generan residuos dificiles de tratar, ocasionan un
minimo impacto en el medio ambiente, entre otras.

En los ultimos afios se ha desarrollado diversas tecnologias que se han enfocado en la utilizacién
de la energia acumulada en la biomasa de desechos, para ser transformadas en otras formas de
energia que la humanidad pueda utilizar como son: la metanogénesis (CH,), el biohidrégeno (H,), y
la bioelectricidad (Logan y col., 2006).

La actual situacién energética hace necesaria una apuesta clara por la implantacion de las celdas
de combustible como uno de los medios mas seguros, limpios y eficaces de convertir la energia
contenida en diversos combustibles en electricidad (Dreseselhaus y Thomas, 2001). En la Tabla 1.1
se muestra un resumen de diferentes celdas combustibles tipo PEM, donde se puede observar su
comportamiento con diferentes sustratos, cultivos o electrodos.

1.1.1 Celdas

La celda combustible es un dispositivo electroquimico que permite convertir la energia quimica de
una reaccién, directamente en energia eléctrica. Son aparatos analogos a las baterias
convencionales, ya que ambos poseen electrodos positivos y negativos asi como un electrolito; sin
embargo las celdas combustibles pueden generar energia, al absorber nuevos suministros de

1
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Tabla 1.1. Desempefio de diferentes configuraciones en celdas de combustible microbiano tipo PEM (Alzate y col., 2008)

Sustrato

Cultivo

Tipo de electrodo

Medidor Redox

Densidad de
potencia
(mwW-m?)

Eficiencia
Coulombica
(%)

Referencias

Lactato

Agua residual
domestica
Glucosa
Acetato

Glucosa

Acetato
Peptona

Acetato
Glucosa

Acetato

Glucosa

Glucosa

Shewanella

Bacterias presentes en aguas
residuales
Cultivo mixto

Bacterias presentes en aguas
residuales domésticas
Bacterias presentes en aguas
residuales domesticas
Geobacter Metallireducens
Bacterias presentes en aguas
residuales domésticas

Lodos activados

Bacterias contenidas en
aguas residuales

Lodos activados

Bacterias contenidas en
aguas residuales
Cultivos mixtos

Carbodn reticulado Ferrocianuro de

vitreo
Grafito

Grafito plano
Papel carbdn
Papel carbén

Papel carbén
Papel carbén

Papel carbén
Papel carbén

Grafito Plano

Fibra de carbon

Papel carbdn

potasio
No

Hexacianoferrato de
potasio
No

No

No
No

No
No

Ferrocianuro en
catodo y Mn*" dnodo
de grafito y Fe*
catodo de grafito

No

No

24

24

3,600

2863

494

40+ 1
269 £ 14

0.097
262

788

1,430

336y 640

2.4

3-12

89

65

63-78
40-55

No reporto

Ringeisen y col.
,2006
Liu y col. ,2004

Rabaey vy col.
,2003
Min vy
2004
Liu y Logan, 2004

Logan,

Min y col., 2005
Heilmann

Logan, 2006
Ohy col., 2004
Liu y Logan, 2004

Park y Zeikus,
2003
Logany col., 2007

Alzate, vy col,

2008




CAPITULO 1 ANTECEDENTES

1) ) 1) ) ) ) ) e e e e e e e ) e ) e e o e e e ) e ) i e
combustible, lo que le permite operar mientras esté siendo alimentada. Hecho descubierto por el
cientifico Gales Sir William Grove en 1839 (Lépez, 2004) (Figura 1.1).

Figura 1.1. “Pila de gas”, después denominada “Pila de combustible”,
(Grove, 1839)

El verdadero interés en celdas de combustible como un generador practico vino hacia comienzos
de los afios sesenta, cuando el programa espacial de los Estados Unidos selecciond las celdas de
combustible para proporcionar electricidad y agua a las naves espaciales Gemini y Apollo.

Cabe resaltar el hecho de que en los ultimos afios se ha asistido a una intensa investigacion en
biopilas de combustible llamadas asi porque en los electrodos de la pila interviene elementos
bioldgicos, enzimas redox o células microbianas en anodos y en cdtodos (Tayhas, Palmore, y
Whitesides, 1994).

Las celdas de combustible son en realidad una familia de tecnologias que usan diferentes
electrdlitos y que operan a diferentes temperaturas. Es por eso que se pueden clasificar por
temperaturas altas, la cuales operan a temperaturas mayores a 200°C, hacen uso de electrolitos
no acuosos, y su objetivo es generar potencias mayores a 1MW, mientras que la de baja
temperatura cuya operacién puede llegar hasta 200°C, son disefiadas para generar cantidades
menores a IMW.

En la actualidad, el estado de la tecnologia de las diferentes celdas de combustible puede
describirse como a continuacién se menciona.

Celdas de acido fosforico (CAF).- Es la mas desarrollada comercialmente, generan electricidad

utilizando gas natural a mdas de 40% de eficiencia, y cerca de 85% si el vapor que produce se
emplea en cogeneracidon. El uso de un electrélito corrosivo como el acido fosférico y
potencialmente peligroso de manejar, tiende a restar la preferencia sobre este tipo de celda.
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Celdas de carbonatos fundidos (CCF).- Utilizan sales fundidas como electrolito y prometen altas
eficiencias combustible-electricidad, asi como la habilidad para consumir combustibles a base
carbén, incluyendo CO y biocombustibles. Esta celda opera a temperaturas del orden de los 650°C
y permite la reformacion del combustible (extraccion del hidrogeno contenido en hidrocarburos)
dentro de la propia celda, ademas de que no necesita electro catalizadores de metales nobles.
Algunas desventajas son la corrosividad de las sales fundidas y la necesidad de reposicidon de CO,
en el catodo para recuperacion y formacion de iones carbonato.

Celdas de oxido solido (COS).- Puede ser usada en aplicaciones de potencia, incluyendo estaciones
de generacién de energia eléctrica a gran escala e industrial. Este tipo de celda no utiliza
electrolitos corrosivos, sino electrolitos en estado sélido, que presenta diversas ventajas, por
ejemplo utiliza un sistema de 6xido sélido, normalmente hace uso de un material sélido cerdmico
(zirconia estabilizada de itrio) en lugar de un electrdlito liquido, permitiendo que la temperatura
de operacidn alcance los 1,000 °C. Las eficiencias de generacién de potencia pueden alcanzar un
60% sin cogeneracidn, al tiempo que la cinética de reaccidén en estas celdas es muy rapida y no
requiere reposicion de CO, en el catodo. El hidrocarburo alimentado puede ser reformado dentro

de la celda (extraccidn del hidrégeno contenido en hidrocarburos). Su eficiencia es mayor a 80%
cuando el calor producido es empleado en cogeneracion.

Celda de polimeros solidos o membrana de intercambio idnico (Cll).- Estas celdas utilizan como
electrolito una membrana polimérica conductora de protones. Dicha membrana se encuentra
entre dos electrodos porosos impregnados en el lado de la membrana con un electrocatalizador
(usualmente Pt) y un material hidrofébico del otro lado. Operan a temperaturas relativamente
bajas (unos 80°C), tienen una densidad de potencia alta. El Unico liquido que maneja la Cll es
agua, por lo que los efectos por corrosiéon son minimos. En general, el desempefio de las celdas ClI
es muy variado, ya que éste depende de la presidn, temperatura y calidad de los gases, entre otros
pardametros. Las Cll son los principales candidatos para vehiculos ligeros, entre otras aplicaciones
mucho menores como la sustitucidn de baterias recargables en videocdmaras, telefonia
inaldmbrica, ademas de aplicaciones residenciales.

Celdas alcalinas.- Este tipo de celdas pueden alcanzar eficiencias de generacion eléctrica de hasta
70%. Utilizan hidréxido de potasio como electrélito. No requieren materiales nobles como
catalizadores, ya que la dificultad de reduccidon de oxigeno presente en otras celdas de baja
temperatura es minima, por lo que pueden operar a temperaturas bajas. Un factor adverso de
estas celdas es el efecto nocivo que el CO, producido al reaccionar con el hidréxido presente.

Celdas combustible microbiano (CCM).- Las celdas de combustible microbianas, conocidas
también como celdas microbianas de biocombustible (CMB), resulta ser una opcién prometedora
para la generacion de energias renovables que se puedan emplear en electricidad (Logan y Regan,
2006Db).
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Una CCM convierte un sustrato biodegradable directamente a electricidad. Se han empleado una
gran variedad de sustratos por ejemplo aguas residuales, desechos agricolas e industriales; sin

embargo un factor comun y que tiene gran relevancia, es la formacidon de la biopelicula microbiana

en el dnodo (Kim y col., 2006).

La CCM utilizada para tratar aguas residuales domésticas fue introducida por Habermann y

Pommer en 1991. Sin embargo recientemente han vuelto a ser dispositivos atractivos para generar

electricidad desarrollando oportunidades para aplicaciones practicas (Liu y Logan, 2004; Schroder,
Niessen, y Scholz, 2003). En la Tabla 1.2 se muestra en breve los diferentes tipos de celdas
combustibles con algunas de sus caracteristicas y aplicaciones de cada una de las celdas.

Tabla 1.2. Tipo de celdas de combustibles (Acufia y Mufioz, 2001; Jones, y Dungan, 1997)

Tipo

Electrolito

Temperatura
de operacién
°C

Caracteristicas
especiales

Aplicaciones

Celda

combustible
alcalina (CCA)
Celdas de
combustible de
membrana de
intercambio de
protones (Cll)
Celda de
combustible de
acido fosforico
(CCAF)

Celda de
combustible de
carbono Fundido
(CCCF)

Celda de
combustible de
oxido solido
(Ccos)

Solucion de
KOH diluido.

Membrana de
polimero
conductora de

protones

HsPO,

Carbonatos
diluidos

Zr0, solido

60 a 120

20a120

160 a 220

600 a 650

850 a 1000

Alta eficiencia,
adecuada para el H,
el O,.

Operacién muy
flexible, alta
densidad de
potencia.

Eficiencia  limitada,
problemas de
corrosion.

Control de proceso
complejo, problemas
de corrosion.

Potencia eléctrica
directa de gas
natural, tecnologia
de ceramica (altas
temperaturas).

Sistema espacial, sistema

de defensa.

Vehiculos, generacion
descentralizada de
electricidad (plantas
pequenas).

Generacion de electricidad
descentralizada, potencia y
calor combinado.

Generacién de electricidad
centralizada y
descentralizada, potencia y
calor combinados.

Generacion de electricidad
centralizada y
descentralizada, potencia y
calor combinados.

1.1.2 Microorganismos productores de electricidad

Se ha intentado identificar y aislar las bacterias que tienen la capacidad de transferir los electrones

a un electrodo. Varios estudios indican que la actividad metabdlica mds similar a la transferencia

de electrones en una CMB es la reduccién desasimilatoria de metales (Bretschger y col., 2007,

Chaudhuri y Lovley, 2003; Bond y col., 2002). En ausencia de oxigeno, las bacterias reductoras
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desasimilatorias de metal transfieren sus electrones a un metal como el hierro o el manganeso,
gue actlia como receptor terminal de los electrones (Lovley y col., 1993).

Entre los tipos de reduccion de metales posibles, la reduccién de hierro es el proceso mas cercano
a lo que ocurre en una CCM, por lo tanto la investigacién ha tratado de enriquecer los cultivos con
actividad reductora desasimilatoria de hierro (Lovley, 2008; Holmes y col., 2004; Chaudhuri y
Lovley, 2003).

Los electrones pueden ser transferidos al anodo en cualquiera de las siguientes maneras:
transferencia directa por medio de estructuras bacterianas llamada nanocables, transferencia
indirecta, utilizando uniones intermedios de electrones, la conduccién a través de la matriz de
exopolisacaridos (EPS) del biopeliculas, o una combinacién de estos mecanismos (Lovley, 2008;
Rittmann, 2008; Logan y Regan, 2006a).

El primer ejemplo de actividad eléctrica con microorganismos fue mostrado por Michael Cresse
Potter en el ano 1910 en la Universidad de Durham, Reino Unido; en sus experimentos recurrid a
cultivos de E. Coli y electrodos de platino para generar corrientes eléctricas que por su pequena
magnitud pasaron desapercibidas para la comunidad cientifica. Sin embargo, esta experiencia
constituye el primer antecedente de este nuevo concepto: emplear microorganismos como
catalizadores de celdas de combustible microbianas.

El concepto de microorganismos usados como catalizadores en celdas microbianas de
biocombustible (CMB) fue explorado desde los afios 70 y 80 (Roller y col., 1984; Suzuki, 1976). Se
logrdé incrementar la eficiencia de estos dispositivos tanto para la generacion de electricidad como
la generacion de hidrégeno, empleandolas como celdas de electrélisis microbiana (Lui y col.,
2005). La utilizacién de células microbianas como biocatalizadores permite utilizar como
combustible de la pila orgdnica glucosa, lactato, etanol, celulosa entre otros; por lo que es posible
obtener energia eléctrica a partir de diversos sustratos.

El uso de biocatalizadores microbianos en pilas de combustible requiere la presencia de
mediadores redox en disolucién para conseguir la comunicacién electrénica entre el
microorganismo y el electrodo (Shukla, y col., 2004), pero en los ultimos afios se ha descubierto
que algunas bacterias reductoras de metales son capaces de ceder electrones directamente al
electrodo (Bond y col., 2003; Chaudhuri y Lovley, 2003; Kim y col., 2002).

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
interaccionan de forma directa con el electrodo sin mediador soluble alguno. El principal grupo de

bacterias reductoras de Fe (lll) pertenecen a un grupo de bacterias reductoras del género

Shewanella. Este grupo de bacterias secreta riboflavinas que actian como mediadores redox
entre la bacteria y el electrodo. En el segundo grupo, el de la transferencia directa por contacto
bacteria-electrodo, se encuentran las bacterias del género Geobacter. Algunas otras bacterias que
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producen actividad electrogénica son Rhodoferax ferrireducens, Aeromonas hidrophila,
Clostridium butyricum y Enterococcus gallinarum.

El grupo Geobacter habita de forma natural en el subsuelo y durante millones de afios han
utilizados los éxidos de hierro insolubles como aceptores de electrones para la oxidacion de la
materia organica. Fueron los primeros organismos aislados del subsuelo que pueden llevar acabo
la reduccion de éxidos metalicos insolubles a la par con la oxidacién del acetato (Villay col., 2013).
La bacteria tiene varios aspectos sobresalientes, como su capacidad para producir magnetita en
los ambientes sedimentarios terrestres, respiraciéon de uranio, biodegradacidén anaerobia de
compuestos aromaticos derivados del petrdleo, entre otros.

La transferencia de electrones fuera de la célula esta relacionado con la presencia de citocromos C
(transportadores de electrones). Estos transportadores permiten transferir electrones desde el
citoplasma hasta el exterior de la célula para respirar sustratos extracelulares como el Fe (lll)
(aceptor final de electrones). Las Geobacter tienen alrededor de cien distintos citocromos, cuando
en general otros grupos poseen solo cinco o seis. Una de sus principales caracteristicas de estos
microorganismos es que posee estructuras muy finas, denominadas pilis, los cuales funcionan
como nanocables que estan conectados directamente a la membrana celular y por medio de ellos
se puede lograr transferir los electrones hacia el anodo (Figura 1.2).

#3130 MITRC-0OMCA
1024 x QGO

Figura 1.2. Transferencia de electrones por medio de Pilis (Bretschger y col., 2007)

Otro de los microrganismo capaz de transferir electrones son las levaduras.

Las levaduras son microorganismos eucaridticos clasificadas en los hongos del reino, con 1,500
especies descritas actualmente. Muchos son los genes de enzimas celuloliticas provenientes de
bacterias y hongos que han sido expresados en levaduras, de las que destacan principalmente
Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Hansenula polymorpha y Kluyveromyces lactis.

Las levaduras realizan la oxidacién de los azlcares a través de la fermentacidn. La fermentacion es
la transformacion quimica de un cuerpo organico que se acelera por la accién de pequeiias
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cantidades de otro llamado fermento, el cual se pone en contacto con él y aparentemente no se
modifica (Giral, 1940). La Saccharomyces cerevisiae convierte los hidratos de carbono a diéxido de
carbono y alcoholes, durante miles de afios el didxido de carbono se ha utilizado en la coccién de
las bebidas alcohdlicas, actualmente se han utilizado para generar electricidad en las celdas de
combustible microbianas, y la produccidn de etanol para la industria de los biocombustibles.

La Saccharomyces cerevisiae es una levadura altamente etanologénica y resistente a altas
concentraciones de etanol, sin embargo ésta es incapaz de fermentar la xilosa, sin embargo puede
crecer en xilosa. Existen otras levaduras capaces de fermentar la xilosa pero no cuentan con las
caracteristicas fermentativas antes mencionadas, dentro de las cuales esta Criptoccocus
humicolae (Candida humicola), aislada del mosto del mezcal, capaz de utilizar hidrolizados de
bagazo de cafia como fuente de carbén. Por otra parte, Pichia stipitis cuenta con genes que
codifican para enzimas como xilosa reductasa y xilitol deshidrogenasa, encargadas de reducir la
xilosa a xilitol y oxidar el xilitol a xilulosa respectivamente. Se han obtenido levaduras
recombinantes de S. cerevisiage, capaces de metabolizar la xilosa a través de la ruta de las
pentosas a etanol y biomasa.

Las levaduras son quimioorganotrificas, ya que utilizan compuestos organicos como fuente de
energia y no necesitan la luz solar para crecer. A diferencia de las bacterias, no hay especies de
levadura conocidas que sdélo crecen anaerdbicamente. Las levaduras crecen mejor en un entorno
de pH neutro o ligeramente acido. Las propiedades fisioldgicas Utiles de levadura han llevado a su
uso en el campo de la biotecnologia. La fermentacién de los azucares por la levadura es la
aplicacion mas antigua y mas grande de esta tecnologia. Muchos tipos de levaduras se utilizan
para hacer muchos alimentos: levadura de panadero en la produccién de pan, levadura de cerveza
en fermentacién de la cerveza, levadura en la fermentacién del vino y para la produccion de xilitol.
En la Tabla 1.3 se hace referencia a diversos microorganismos usados en celdas de combustible.

1.1.3 Reaccion oxido-reduccion

La oxidacién es un cambio quimico en el que un dtomo o grupo de dtomos pierden electrones o
bien es la reaccién en la que un atomo aumenta su numero de oxidacion. La reduccidén es un
cambio quimico en el cual un atomo o grupo de dtomos ganan electrones, o también es la
reacciéon en la que un atomo disminuye su nimero de oxidacidn. La oxidacién y la reduccidn
siempre ocurren simultdneamente ya que el numero de electrones perdidos en la oxidacion debe

ser igual al nimero de electrones ganados en la reduccién.

Las reacciones rédox suponen una transferencia de electrones entre atomos, y suelen ser lentas,
pero a menudo son aceleradas mediante catalizadores tipo bacteriano. El oxigeno en disolucién es
un elemento fundamental para el desarrollo de la vida en el medio acudtico, pero su
concentracién puede disminuir a causa de la presencia de compuestos oxidables, como por
ejemplo la materia organica. Una reaccion de oxidacidn-reduccion se caracteriza por su potencial
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Tabla 1.3. Microorganismos usados en las CMB’s (Zhuwei, Horan, y Tingyue, 2007)

Microorganismos

Sustratos

Aplicaciones

Actinobacillus succinogenes

Aeromonas hydrophila

Alcaligenes faecalis, Enterococcus
gallinarum, Pseudomonas aeruginosa
Clostridium beijerinckii

Clostridium butyricum

Desulfovibrio desulfuricans

Erwinia dissolven

Escherichia coli

Geobacter metallireducens
Geobacter sulfurreducens
Gluconobacter oxydans
Klebsiella pneumoniae

Lactobacillus plantarum
Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa

Rhodoferax ferrireducens
Shewanella oneidensis
Shewanella putrefaciens

Streptococcus lactis

Glucosa

Acetato
Glucosa

Almiddn, glucosa, lactato, melaza
Almidén, glucosa, lactato, melaza
Sacarosa

Glucosa

Glucosa, sacarosa

Acetato
Acetato
Glucosa
Glucosa

Glucosa
Glucosa
Glucosa

Glucosa, xilosa, sacarosa, maltosa
Lactato

Lactato, piruvato, acetato,
glucosa

Glucosa

Rojo neutro o Tionina como medidor electrénico (Park y Zeikus, 2000; Park
y Zeikus, 1999; Park y col., 1999).

Menos medidor CMB (Pham y col., 2003).

Auto medidor de consorcios aislados con un nivel maximo de 4.31 W m™
(Rabaey, 2004.)

Bacteria fermentativa (Niessen y col., 2004).

Bacteria fermentativa (Niessen y col., 2004; Park y col., 2001)

Medidor de sulfato y sulfuro (Leropoulos y col., 2005; Park y col., 1997)
Complejo de quelato férrico como medidores (Vega y Fernandez, 1987)
Medidor como azul de metileno de ser necesario (Leropoulos y col., 2005;
Grzebyk y Pozniak, 2005; Schroder y col., 2003).

Medidor CMB (Min y col., 2005).

Medidor CMB (Bond y Lovley, 2003; Bond y col., 2002).

Mediador (HNQ, resazurina o metionina) necesario. (Lee y col., 2002)
HNQ medidor de manganeso bimineralizado como aceptor de electrones
(Menicucci y col., 2006; Rhoads y col., 2005).

Complejo de quelato férrico como medidores (Vega y Fernandez, 1987)
Tionina como medidor (Choi y col., 2003; Thurston y col., 1985)

Como medidor Piocianina y fenazina-1-carboxamida (Rabaey y col., 2004,
2005)

Medidor CMB (Liuy col., 2006; Chaudhuriy Lovley, 2003)

Como medidor de Antraquinona-2,6-disulfonato (Ringeisen vy col., 2006)
Medidor CMB (Kim vy col., 1999a,b); pero la incorporacion de un mediador
de electrones como Mn (IV) en el anodo mejorado la produccidn de
electricidad (Park y Zeikus, 2002)

Complejo de quelato férrico como medidores (Vega y Fernandez, 1987)
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redox. Sea una reaccion de reduccidon general, en la que una especie oxidante (Ox) acepta
electrones para transformarse en una especie reductora (Red),

Ox + ne >Red

Su potencial redox en el equilibrio se relaciona con las actividades de las especies que intervienen
en la reaccion, segun la ecuacién de Nernst.

Las reacciones de oxidaciéon y reduccién regulan el comportamiento de muchos compuestos
guimicos presentes en cuerpos de agua naturales. La reactividad, solubilidad y movilidad ciclica de
elementos esenciales para los sistemas bioldgicos (ej. Fe, S, N, C, P, y varios elementos metdlicos)
son afectados por cambios en el potencial redox. Al mismo tiempo, el potencial redox afecta la
distribucidn y la actividad metabdlica de microorganismos.

La distribucién espacial de microorganismos aerobios y anaerobios estd determinada
principalmente por el potencial redox del ambiente. Los microorganismos aerobios estrictos son
metabdlicamente activos a potenciales redox positivos, mientras que los anaerobios estrictos (ej.
metanogénicas) demuestran actividad metabdlica, solo a potenciales redox negativos. Cuando el
potencial redox es bajo, algunos de estos microorganismos llevan a cabo reacciones de
fermentacién mientras otros obtienen energia a través de la respiracidon anaerobia.

El potencial redox es un valor relativo medido contra el punto 0 del electrodo normal de
hidrégeno u otro electrodo secundario de referencia (e]. Electrodo calomel de HgCl 6 Hg,Cl, 6 el

electrodo plata/plata cloruro: Ag/AgClisay, KClisay). Cualquier sistema o ambiente que acepte

electrones de un electrodo normal de hidrégeno es una media celda con un potencial redox
positivo. En contraposicion, cualquier ambiente o sistema que done electrones al electrodo
normal de hidrégeno se define como una media celda con un potencial redox negativo. El
potencial redox se mide en milivoltios o voltios.

Las reacciones redox favorecen la disolucién de algunas especies quimicas (ej. Fe (OH); > Fe,") y la
inmovilizacién o escape de otras (e]. Fe,"> FeS; CO, > CH,).

Generalmente, el potencial redox es afectado por la concentracién de oxigeno disuelto. Segun
baja el potencial redox en aguas y sedimentos, se observa una disminucién en la concentracién de
oxigeno disuelto y la reduccién de iones y moléculas importantes para la nutricion de
microorganismos y formas de vida superior.

Las poblaciones que integran una comunidad microbiana transfieren los electrones provenientes
de la oxidacidn de materia organica al aceptador de electrones con el caracter mas oxidante (Atlas
y Bartha, 1993). En otras palabras, los microorganismos seleccionaran de los aceptadores de
electrones disponibles, aquél que les permita obtener el mayor margen de ganancia energética de
la oxidacién del substrato organico que utilicen como fuente de carbono y energia. El mismo
comportamiento se puede observar en organismos quimiolitétrofos, los cuales obtienen energia
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de la oxidacién de materia inorganica. Los microorganismos anaerobios facultativos bloquean sus
rutas fermentativas o sus trayectos de reduccion disimilatoria de nitratos o sulfatos (respiracion
anaerobia) en presencia de oxigeno (Atlas y Bartha, 1993). Cuando se tiene un sustrato organico
gue puede ser utilizado como fuente de electrones, tanto por microorganismos reductores de
nitrato, como por microorganismos reductores de sulfatos, los reductores de nitrato obtendran la
mayor ganancia energética de la oxidacion del substrato. Eventualmente los reductores de nitrato
dominardn sobre los reductores de sulfatos al generar una mayor cantidad de biomasa por unidad
de sustrato oxidado. El nitrato y el hierro son usualmente escasos en los sedimentos. Estos se
agotan rapidamente, al ser utilizados como aceptadores de electrones alternos en la ausencia de

oxigeno. Bajo dichas condiciones el sulfato (50,%) se convierte en el aceptador de electrones con

el caracter mds oxidante. Cuando bacterias metanogénicas compiten con bacterias reductoras de
sulfato por hidréogeno gaseoso (H,), como fuente de electrones, las bacterias metanogénicas
demuestran una eficiencia de utilizacién menor y una demanda de consumo mayor del substrato,
que las reductoras de sulfato (Lovley, 1985).
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Capitulo 2. Fundamentos

2.1. Celda microbiana de biocombustible

Las CMB representan un método alternativo e innovador para el tratamiento de residuos
organicos y para la generacion de electricidad en forma directa y renovable, sin la necesidad de
afiadir sustancias quimicas costosas y toxicas, si se emplean los microorganismos adecuados en el
medio de trabajo (Rabaey y col.,, 2005, Watanabe, 2008) (Figura 2.1). Las CMB consisten en
dispositivos electroquimicos catalizados, permiten la conversién directa de la energia quimica
contenida en los enlaces de la materia organica a electricidad, a través del potencial oxidativo de
algunos tipos de bacterias fermentativas o enzimas (Venkata y col., 2008; Moon y col., 2006; Gil y
col., 2003; Choi y col., 2003; Allen y Bennetto, 1993).

" Bacteria

Membrana

Figura 2.1. Celda de combustible microbiano (A partir de Du, y col., 2007;
Lee, 2009)
Se han definido como las celdas de bicombustible aquella que se basan en la catdlisis enzimatica
para al menos una parte de su actividad (Palmore y Whitesides, 1994). Una definicién mas amplia
puede considerar a las celdas de biocombustible como las celdas de combustible que utilizan
biocatalizadores, o bien, dispositivos capaces de transformar directamente la energia quimica en
eléctrica a través de reacciones electroquimicas que dependen de vias bioquimicas.

Las celdas microbianas de biocombustible como una alternativa para generar energia, exhiben
ventajas operacionales y funcionales, comparadas con los dispositivos que se encuentran
disponibles actualmente para generar energia eléctrica a partir de compuestos biodegradables,
algunas de estas caracteristicas son:

1. Laelevada conversidn de la materia orgdnica a electricidad (por encima de 90%).
El desempefio que los dispositivos se alcanzan a temperatura ambiente, a diferencia de los
procesos bioenergéticos existentes.
Los gases generados en dentro de la celda no requieren de tratamientos adicionales.
En algunas aplicaciones no se requiere de aireacién mecanica.
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5. Poseen un amplio potencial de aplicacion en los lugares donde no existe infraestructura
eléctrica. (Rabaey y col., 2005).

2.2. Funcionamiento de las celdas microbianas de biocombustible

Una celda microbiana de biocombustible convierte un sustrato biodegradable directamente a
electricidad (Figura 2.2). Esto se consigue cuando las bacterias, a través de su metabolismo,
transfieren electrones desde un donador, tal como la glucosa, a un aceptor de electrones. En una
CMB, las bacterias no transfieren directamente los electrones producidos a su aceptor terminal,
sino que éstos son desviados hacia el dnodo. Esta transferencia puede ocurrir de varias formas,
bien sea a través de la membrana celular o a partir de un mediador soluble, donde los electrones
fluyen a través de un circuito externo (Rabaey y col., 2003).

Membrana de intercambio

Combustibles de protones

(C42H24012)
Na21804 Anodo

Fe(CN)g®

Fe(CN)z*

Figura 2.2. Produccién de energia en CMB (leropoulos y col., 2004)

Las bacterias utilizadas mineralizan los compuestos organicos obteniendo la conversidn hasta CO,
y agua, generando principalmente como productos aprovechables: agua limpia y energia eléctrica
(Rabaey y col., 2005). Los sustratos utilizados en las CMB, son materiales biodegradables asi como
aguas residuales y desechos organicos de las descargas municipales, industriales, agricolas, entre
otros (Clauwaert y col., 2008).

Las CMB se han clasificado en tres grupos, las denominadas de primera generacién, donde
mediadores redox artificiales (rojo neutro — azul de metileno, etc.) son capaces de atravesar la
membrana citoplasmatica celular y transferir electrones desde estas hacia la superficie del anodo.
En las de segunda generacidn, los electrones son transferidos mediante la reduccién y oxidacidn
de compuestos de azufre, mientras que las de tercera generacidn utilizan bacterias reductoras de
metales (miembros de la familia Geobacteraceae y Shewanellaceae) que presentan un tipo
especial de citocromos unidos a membrana, capaces de transferir electrones directamente a los
electrodos.
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2.2.1 Mecanismos de transferencia de electrones

La transferencia extracelular de electrones se puede definir como el proceso en el cual los
electrones derivados de la oxidacién de compuestos organicos, son transferidos a la superficie
externa de la célula para reducir un aceptor terminal de electrones extracelular (Lovley, 2008)
(Figura 2.3). Se han planteado diferentes mecanismos para explicar cémo los microorganismos
liberan los electrones al electrodo, algunas de los mecanismos son: Transferencia directa con la
participacién de citocromos, transferencia con ayuda de mediadores externos o producidos por el
mismo organismo y transferencia por medio de los nanocables bacterianos o pili.

- Quinone o
HIEIRY — pog Inner Membrane
‘ ‘v"‘"a """"""""

Cytoplasm

NAD(P)H NAD(Is)

Figura 2.3. Modelo metabdlico de una célula del genero Geobacter.
(Lovley y col. 2004.)

Los electrones se pueden transferir entre el sitio y el electrodo a través de la difusiéon de un
combustible secundario, por medio de una molécula medidora que repentinamente realiza ciclos,
o bien una transferencia directa de electrones (TDE), entre el sitio de la reaccién y el electrodo. Los
electrigenos, son microorganismos que conservan la energia permitiendo el crecimiento por la
oxidacion de compuestos organicos a diéxido de carbono, y con la transferencia directa de
electrones a los anodos de las CMB (Lovley y Kevin, 2008). Estos microorganismos son conocidos
también como anodofilicos.

La produccién de electricidad utilizando microorganismos electrigenos en la CMB, tiene algunas
ventajas significativas (Bond y Lovley, 2003). Una de ellas es la completa oxidacion de la materia
organica a diéxido de carbono que estos microorganismos hacen posible, lo que puede ser
traducido como una alta eficiencia coulombica en el proceso (Lovley y Nevin, 2008). Otra ventaja
utilizando electrigenos es su sustentabilidad a largo plazo. Se han reportado CCM que han sido
operadas por mas de 2 afios sin bajar la produccion de electricidad (Lovley y Nevin, 2008).

La reaccion que se lleva a cabo en el dnodo sin mediadores se ha estudiado principalmente en los
Geobacteraceae, en este proceso el anodo actla como aceptor final de electrones. Debido a su
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metabolismo son capaces de biorremediar varios metales pesados incluyendo el Uranio (VI),
Vanadio (VI) y Cromo (VI); asi como biodegradar varios contaminantes organicos como los
hidrocarburos monoaromaticos.

Otra forma de transferir electrones es con ayuda de mediadores. Un mediador es un compuesto
gue puede entrar en el interior de la célula, aceptar electrones de varios acarreadores
intracelulares de electrones, salir de la célula en estado reducido y entonces donar los electrones
al dnodo. Estos mediadores juegan un papel fundamental en la transferencia de electrones, en
aquellos microorganismos que son incapaces de transferir electrones al anodo directamente.

Los mediadores pueden ser:

1.-Mediadores producidos por el mismo microorganismo; Las bacterias del género Shewanella
liberan quinonas solubles que pueden acarrear electrones de la superficie celular a 6xido de Fe (lll)
aunque éste se encuentre a una distancia considerable de la célula. Se ha reportado que
Shewanella tiene la capacidad de transferir electrones a metales localizados a mds de 50 um de la
superficie de la célula (Lovley, 2008).

Diversos estudios han sugerido que las células de Shewanella tienen la capacidad para producir y
secretar acarreadores enddgenos de electrones para promover la reduccién de dxidos de Fe (lll).
Se demostré que este microorganismo produce flavinas que emplean como mediadores para la
transferencia de electrones fuera de la célula (Von Canstein y col., 2007; Marsili y col., 2008).

El mecanismo de transferencia de electrones hacia la superficie del electrodo, por esta bacteria,
no ha sido aclarado, pero son de vital importancia los citocromos localizados en la membrana. Sin
embargo, se cree que los nanocables o pili de Shawenella, puede facilitar la transferencia de
electrones en distancias muy largas. Las aplicaciones de esta bacteria en los aparatos generadores
de corriente incluyen, el tratamiento de aguas residuales, la conversién de biomasa de desecho y
el uso como proveedor de electricidad a sensores ambientales en cuerpos acuaticos como lagos,
rios y océanos, donde los sedimentos ricos en materia organica proveen de una fuente de

electrones (Hau y Gralnick, 2007).

2.-Mediadores adicionados exdgenamente; En el caso de microorganismos que no son capaces de
producir sus propios mediadores y que son incapaces de transferir eficientemente los electrones
derivados del metabolismo central afuera de la célula, requieren de la adicion de mediadores
exogenos que transporten los electrones al dnodo, tales medidores requieren de ciertas
caracteristicas para poder ser empleados en el transporte de electrones.

Las propiedades que se buscan en un compuesto para ser utilizado como un buen mediador son
(Bullen y col., 2006):
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a) Un potencial bastante diferente del potencial del organismo, para facilitar la
transferencia de electrones mientras se mantiene un alto potencial electroquimico en la
celda.

b) Un alto coeficiente de difusidn en el electrolito y en la membrana celular.

c) Répida transferencia de electrones del organismo al electrodo.

d) Capacidad para repetidos ciclos redox.

e) No citotoxicidad.

f) Buenos perfiles de absorcidn-adsorcién-resorcién al organismo, electrodo y otras
superficies de la CMB, de forma que permanezca en la solucidon y disponible para el
proceso. Ejemplos de compuestos de este tipo son; rojo neutro, fenazinas, fenotiazinas,
entre otros (Lovley, 2006).

Una de las desventajas del uso de estos compuestos es que son toxicos para los seres humanos,
por lo que se debe evitar ser utilizados en los procesos de produccién de electricidad en lugares
que se exponga el medio ambiente, como por ejemplo plantas de tratamiento de aguas residuales,
sedimentos acuaticos, entre otros.

Otra desventaja de estos mediadores es el corto tiempo que se mantienen estables estos
compuestos, lo cual, limita el tiempo de vida de la CMB. Ademas, incluso en presencia de
mediadores, los microorganismos fermentativos producen &cidos por fermentacion, lo que
eventualmente desestabiliza el sistema, ya que la mayoria de los electrones presentes
inicialmente en el combustible se recuperan en la fermentacion de estos acidos, en mayor
cantidad que como electricidad, y, por lo tanto, la eficiencia es baja en estos sistemas sin importar
el uso de los mediadores.

Finalmente la transferencia por medio de los nanocables bacterianos (pili), se ha descubierto la
presencia de nanocables en algunos microorganismos electrégenos. Estos pili se han identificado
en bacterias como Geobacter sulfurreducens, Shewanella oneidensis, una cianobacteria
fototropica Synechocystis y un microorganismo fermentador termofilico Pelotomaculum
thermopropionicum (Gorby y col., 2006).

Existen opiniones encontradas con respecto a la presencia de estas estructuras en las bacterias

que pueden reducir 6xidos de Fe (lll) o Mn (IV). El crecimiento en Fe (lll) requiere de la presencia

de pili especializados, los cuales son conductores de electrones y se encuentran localizados a un
costado de la célula. Estos pilis son los encargados de realizar la conexidn eléctrica entre la célulay
los éxidos de Fe (ll1). Los pilis deben estar en contacto directo con el 4nodo de la CMB o formando
una red entre las células para facilitar la transferencia de electrones a través de la biopelicula lo
mejor posible, pues se sabe que Geobacter crece en monocapas y los pili proveen soporte
estructural en la formacién de dicha biopelicula por lo que son esenciales en la generacién de
corriente (Lovley, 2006).
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Utilizando G. sulfurreducens se realizé un estudio en el que se evalda la transferencia de
electrones en presencia de Fe (lll) soluble e insoluble y el papel que juega la presencia o ausencia
de pili en este proceso. La G. sulfurreducens produce pilis durante su crecimiento en éxido de Fe
(1) pero no en Fe (lll) soluble, lo que hace suponer que la produccion de pilis es una manera de
alcanzar el Fe (lll) no soluble en los sedimentos Reguera y col.,, en 2005, evaluaron la
conductividad eléctrica a través de los pilis mediante microscopia de fuerza atémica. Los
resultados en esos estudios muestran que los pilis de G. sulfurreducens son altamente conductivos
e indican que Geobacter requiere de estas estructuras para poder reducir dxidos de Fe (lll) en el
ambiente. Estos resultados nos llevan a pensar que la produccidon de apéndices conductores en
bacterias que reducen éxidos metdlicos, es un mecanismo de transferencia de electrones de la
célula hacia el aceptor externo de electrones (Reguera y col., 2005).

2.2.2 Combustibles y fuentes de catalisis

Un dispositivo electroquimico requerird de un combustible y un catalizador como se puede
observar en la Figura 2.4. donde se muestra la seleccién de los combustibles.

Dispositivos Electroquimicos
Convierten directamente la energia
quimica (o luz) en energia cléctrica

¥
Bateria Celda de Combustible Celda Solar
Los quimicos del anodo y cato- Los quimicos del anodo y catodo La luz incidente es convertida
do son almacenados en el inter- son almacenados externamente y en energia eléetrica
ior de la misma y no pucden ser pueden ser reemplazados

reemplazados

ey

Dispositivo Hibrido Celda de Flujo Redox
Un electrodo funciona como Celda de combustible reversible
una bateria, el otro como una con almacenamiento externo con
celda de combustible una cantidad permanente de
clectrolito

v

Inorganico Organico Catalisis Biologica
Utiliza quimicos inorginicos Utiliza quimicos mas complejos Utiliza enzimas como cataliza-
simples y catalizadores inorga- y catalizadores  inorganicos dores, incluso células biologi-
nicos (usualmente metales) (metales) cas

Catalisis Microbiana Catdlisis Enzimatica
Utiliza organismos vivos para su- Utiliza enzimas purificadas y aisla-
ministrar continuamente las enzi- das para actuar como catalizadores
especificos

L

Solucién Activada Electrodo Activado
El componente activo esta en libre suspension en El componente activo estd de alguna forma loca-
el electrolito. Los mediadores pueden estar en lizado en la ie del Gt
suspension o estar localizados en o dentro del los mediadores también se encuentran confinados

clectrodo

Tipo de Producto Transferencia Mediada Transferencia Directa
Las reacciones enzimiticas pro- Las reacciones cnzimaticas estin El sistema enzimatico s¢ comunica
ducen un il io diadas por una B que directamente con el electrodo sin
que reacciona con los residuos en actua como un lanzador de electro- necesidad de un componente me-
el clectrodo nes hacia el clectrodo diador

mas

Figura 2.4. Clasificacién de los dispositivos electroquimicos (Bullen y col., 2006)
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Algunos dispositivos inorganicos emplean metales como catalizadores por ejemplo las celdas de
combustible catalizadas por Pt H,/0, (E®ce10a=1.23V)

H2 anodo de Pt ; 2H++4e-
1/202+2H++4e> cétododePtE Hzo

Los dispositivos orgdnicos utilizan catalizadores inorganicos para lograr la reaccién, celdas de
combustible de metanol directo (E°c4,=1.2V)

CH30H+H20 anodo inorgénico; COz+6H++6e_

3/202 + 6H+ +6e catodo inorgénicg 3H20

Dispositivos catalizados bioldégicamente utilizan moléculas bioldgicas como catalizadores para
lograr su reaccidn redox, ya sea como enzimas purificadas para catalizar una reaccion en especifico
o mediante el uso de organismos complejos (Palmore y Whitesides, 1994). Para la oxidacion de
metanol, un dinocleétido de adenina nicotinamida (NAD), es medido por la secuencia de
reacciones siguientes (Palmore y col., 1998):

CH3OH+2NAD+ alcohol deshidrogenask CH20+2 NADH

CH2+H20+2NAD+ Aldehido deshidrogenasa HCOOH+2NADH

HCOOH+2NAD+ Formato deshidrogenasa. C02+2 NADH

3NADH + 6Mediador @afras 3NAD" + 6Mediador

6Mediador,, — ™% 5 6Mediador,eq +6€

Los dispositivos bioldgicamente se pueden dividir de acuerdo a los a la fuente de biocatalizadores
utilizados para realizar la catdlisis. Los sistemas catalizados por microorganismos utilizan
organismos vivos como la fuente para completar las vias enzimaticas. Puede operar en materias
primas variables resistentes a la intoxicacién debida a los sistemas vivos, son capases de oxidar el
sustrato completamente a didxido de carbono agua. Por ejemplo la comunicacion electroquimica
directa de Shewanella putrefaciens con un anodo a través de citocromos de la membrana (Kim y
col., 2002a).

metabolismo microbiano

Lactato Desechos + (Citocromo de la membrana)’

4nodo

(Citocromo de lamembrana)’ """ - (Citocromo de la membrana)+e’

Los sistemas catalizados usan proteinas enzimaticas aisladas y purificadas para realizar una
reaccioén especifica.
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2.3. Materiales de construccion de las CMB

A través de los afios sean hechos pruebas para determinar el material mas adecuado para ser
usado en las CMB, los cuales deben contar con ciertas caracteristicas, como la porosidad, la
corrosividad, una alta drea de transferencia, entre otras. La CMB principalmente cuenta con el
anodo, catodo y en algunos casos con una membrana de intercambio protdnico.

2.3.1. Materiales del anodo

Los materiales usados en el dnodo siempre ha sido tomada en cuenta que posean ciertas
caracteristicas para hacer uso en una celda de combustible microbiana, debe contar con
caracteristicas como:

a) Alta conductividad.
b) Biocompatible.
No corrosivo.
Poroso.
Contar con una alta area de superficie especifica.
Facil de ser llevado a grandes escalas entre otras.

Algunos de los materiales usados para este fin son:

Papel carbon, telas, espumas y Carbono Vitreo Reticulado (CVR). Estos materiales tienen alta
conductividad y aparentemente son adecuados para el crecimiento de las bacterias (Figura 2.5b).
El papel carbdn es rigido y ligeramente fragil pero es muy facil de conectar a los alambres
conductores.

Al ser usados alambres de cobre deben ser sellados con resinas epdxicas ya que al término de su
uso se corroen y se liberan dentro de la solucién, cosa que podria ser toxica para las bacterias. Por
lo cual es mejor usar alambre de acero inoxidable o titanio en CMB.

El papel carbdn se encuentra disponible cominmente plano y a prueba de humedad, el uso del
papel plano es sugerido para aplicaciones en el anodo. Otro de los materiales usados en el dnodo
son las telas de carbén las cuales son mas flexibles y aparentemente tiene mejor porosidad que el
papel carbdn, sin embargo tienen una desventaja frente a las espumas que son mucho mas
gruesas que las telas, y otorgando mads espacio para el crecimiento de las bacterias. El carbono
vitreo reticulado (CVR), ha sido usado en varios estudios (He y col. 2006; He, Minteer, y Angenent,

2005). La conductividad del material es excelente de 200 S/cm (5x10° Q cm). Bastante poroso

(97%), con diferentes tamafos de poros especificados por el fabricante (Figura 2.5). La mayor
desventada de este material es que es bastante fragil.
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Es muy poco la comparacién sobre los efectos de los diferentes materiales de carbono sobre la
generacion de energia. Recordando que tiene alta resistencia interna y limites de generacién de
energia.

Figura 2.5. Monolito de carbono (a), monolito de carbono con la
biopelicula (b) (Kim y col., 2012)

Grafito (Varilla, fieltro, espumas, placas y hojas). Existe una gran cantidad de materiales de
grafito que podrian elegirse para ser usados como electrodos en CMB, los cuales cuentan con
precios muy variados, composicion y area de superficie. Entre estos materiales se encuentran:

Las varillas, que han sido usadas en varios estudios sobre CMB (Reimers y col.,, 2006; Liu,
Ramnarayanan y Logan, 2004; Chaudhuri y Llovley, 2003; Bond y col., 2002) estas son altamente
conductivas y tienen relativamente definido el areas de superficie por la baja porosidad interna,
por lo cual tienden a ser extensamente usadas en estudios electroquimica. La varilla de grafito
puede ser lijada, lo que permitiria incrementar el area de superficie, y asi adquirir mayor area para
el crecimiento de las bacterias. Comunmente la varilla de grafito es muy conductiva (0.2 Q).

A diferencia de las varilla, las hojas de grafito poseen una ventaja al ser adquirida en una gran
cantidad de espesores, son dlctiles entre otras caracteristicas. Las hojas de grafito cuentan con
excelente superficie que es usada por los microorganismos, andlisis basado en activacion de la
biopelicula electroquimica. Sin embargo las hojas de grafito no son porosas y producen baja
energia, por la geometria que se proyecta, a diferencia del drea de superficie proyectada en
fieltros o espumas.

La densidad de corriente de una varilla de grafito, fieltro de grafito o espumas de grafito fueron
comparadas por Chaudhuri y Lovley (2003). Sus usos incrementarian el total de la geometria
accesible (proyectada), el aumento del area de superficie incremento la generacién del
potencialde corriente por rhodoferax ferrireducens en dos cdmaras, en la CMB. Utilizando el fieltro

de grafito (A,,=20x10" m?) produjo tres veces mas corriente que la varilla de grafito (Aa,=6.5x10"
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m?). Sin embargo estos efectos estaban sujetos debido al drea de superficie, no a la diferencia en
materiales. Cuando la corriente estaba normalizada al drea de superficie, la densidad de corriente
y la masa de la celda estaba aproximadamente igual para los dos materiales (28-32 mA/m?, y
0.032-0.047 mgprotein/cm?). El fieltro de grafito produce 2.4 veces mds corriente, pero también
tiene 2.7 veces mas bacterias, probablemente es cuestién de su porosidad superior en el sentido
comparado a la varilla de grafito.

Granulos de grafito. El primer uso de este material, estaba reportado por Rabaey y col. (2005b)
(en un material como anodo), los granulos de grafito ya han sido usados en reactores de lecho
empacado como ambos, cdtodo y anodo (Aelterman y col., 2006; Heilmann y Logan, 2006; Rabaey
y col. 2006). Los tamafios de los granulos puede variar, sin embargo los didmetro reportados son
1.5 6 5 mm (Le Carbone, Belgium) con un reporte de areas especificas estimadas en un rango de
820 a 2700 m’/m’ y una porosidad de 0.53 (Rabaey y col. 2005b). Estas porosidad es tipica de
lechos rellenos sueltos y pueden estar relacionadas a un area especifica usada A;=6 6/d (Logan,
1999), asi 6=0.53 y d=3 mm tenemos A.=1100 m*/m°. Los granulos tienen una conductividad (0.5-
1.0 Q/ granulos). Debido a la forma de los granulos y la porosidad del lecho, puede conectarse una
pequeia faccion de todo el total del area de superficie.

Fibras de grafito y cepillos. La mas alta drea de superficie y porosidades para dnodos podrian estar
archivada usando como electrodos grafito en forma de fibra o cepillo como electrodo (Logan y
col., 2007). El alambre del centro del cepillo esta hecho de un material no corrosivo muchas veces
son dos cables de titanio. Debido al pequefio diametro de la fibra de grafito (7.2 um), algunos

tamafios de cepillo son de 5 cm de didmetro, 7 cm de largo teniendo un &rea de 1.06 m?

produciendo una estimacion de area especifica de 7,170 m?/m? de volumen del cepillo, con una
porosidad del 98%. Otro de los tamafos reportados es de 0.22 m? ¢ 18,200 m?/m? de volumen del
cepillo y una porosidad de 95%. El drea de superficie por volumen se usa dependiendo el volumen
del reactor.

Metales y metales recubiertos. Un estudio, demostrd que la adicion de vapor de éxido de hierro
depositado sobre el papel carbdn en el catodo, reducia el tiempo de aclimatacién del reactor no
afectando la potencia maxima usando un reactor de dos cdmaras (Kim y col., 2005), asi produccién
de potencia estaba limitada por alta resistencia interna, por lo que no se sabe si el dxido de hierro
podria tener resultados en incrementar la produccidn de potencia en un reactor con poca
resistencia interna. Al término del tiempo el recubrimiento de éxido de hierro se disuelve dentro
de la solucién, dejando solo el papel carbon como electrodo. Sin embargo, el uso de hierro para
enriquecer las bacterias reductoras de hierro sobre el electrodo puede beneficiar el
aprovechamiento para la aclimatacidn de un electrodo con baterias electrogénicas.

2.3.2. Materiales del catodo

El disefio del catodo es uno de los desafios de mayor importancia para la construcciéon de una CMB
ya que debe ser util y facilmente escalable. La reaccion quimica que ocurre en el catodo es dificil
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de disenar, ya que los electrones, protones y oxigeno deben satisfacer a la catdlisis en una
reaccion de tres fases (catalizador sélido, aire y agua). La catalisis se lleva acabo sobre una
superficie conductora, por lo que el cdtodo debe estar expuesto al agua vy aire, asi los protones y
electrones en diferentes fases puedan alcanzar el mismo punto.

Catodos de carbono con catalizadores sin platino. Park y Zaikus (2002), fueron los primeros en
realizar experimentos con metales no preciosos, cdtodos con aire a base de carbén en CMB.
Usaron céatodos férricos (Fe**) para formar platos de sulfato férrico (3% w/w), grafito fino (60%),
caolin (36% como un aglutinante), y cloruro de niquel (1%), con una coccién a 1100 °C por 12 hr
bajo gas N,. Estos catodos de hierro producen 3.8 mads energia como catodos de grafito tejido liso,
comparados con catodos a base de platino de similares dimensiones (Park y Zeikus, 2003). El
rendimiento de este tipo de catodos es igual a cdtodos de carbono con platino y cdtodos de
carbono con metales de transicidn, asi se elimina la necesidad de metales preciosos en una CMB
(Zhao y col., 2005), se demostrd en pruebas electroquimicas con dos catalizadores de metales de
transicion diferente Fe (ll), ftalocianina de hierro (FePc) o tetrametoxifenilporfirina de cobalto la
produccién niveles de energia comparables o mejor alcanzados que los catodos a base de platino
con densidades de corriente arriba de 0.2 mA/cm®.

Catodo de carbon con Pt como catalizador. Es el material cominmente usado para el cdtodo,
comercialmente disponible en papel carbén con un catalizador de platino sobre uno de sus lados.
Cuando se usa en la CMB, la cara que contiene el catalizador se expone del lado del agua, mientras
gue la que no contiene el recubrimiento del lado del aire.

El carbdn con platino también puede ser adquirido en forma de placas rigidas, que a diferencia del
papel es poco flexible y puede ser encontrado en diferentes dimensiones.

Catalizadores aglutinantes. El uso de los catalizadores usados en los materiales de carbono debe
permitir la transferencia de protones, electrones y oxigeno. La membrana Nafion es por lo tanto
usada debido a la alta conductividad de protones y permeabilidad de oxigeno. Otro material usado
es el politetrafloruro de etileno (PTFE) en suspensién (Cheng y col. 2006b). Se encontro que la
Nafion produce ligeramente mayor potencial en electroquimica que pruebas preparadas PTFE a
una concentracion de Pt de 0.5 mg/cm’ (por ejemplo, 12% mas densidad de corriente ImA/cm?).
El catodo al aire CMB con Nafion produce mas energia (480+20 mW/m?) que los PTFE (360 + 10
mW/m?). Sin embargo, la méaxima densidad de potencia se inclina mas con la Nafion (19%) que con
PTFE (9%) en pruebas realizadas encima de 34 ciclos de alimentacion en forma batch. Las pruebas
electroquimicas mostraron que el potencial estaba reducido por 19% usando 0.1 mg/cm?

comparado con la de 0.5 mg/m®.

El uso de tetrametoxifenilporfirina de cobalto como catalizadores fue también examinado en una
serie de pruebas con CMB por Cheng y col., (2006b) usando catodos de aire. La mdxima densidad
de corriente con tetrametoxifenilporfirina (0.6 mg/cmz) estaba 36818 mW/m?, se encontré el 12%
menor 0.5 mgPt/cm?. Sin embargo, esta potencia obtenida usando 0.1 mgPt/cm? sobre el citodo
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(340+20 mW/m?) a las mismas condiciones de operacion. El rango de C¢ 7.9-16.3% eran similar a
los de catalizadores de Pt. Esta densidad de potencia son sustancialmente grandes, con los
obtenidos en ausencia de catalizadores sobre cdtodos, con un promedio de 93113 mW/m?.

Catodos de carbodn. La eficiencia de un catalizador es evaluado mediante la comparacion de la
densidad de corriente o potencia de los electrodos de con carbono en la misma area de superficie.
La reduccidn de oxigeno se da en ausencia de catalizadores, aunque se reduce su velocidad. En
general, la corriente y potencia se reduce por un factor de 10 6 mas que los materiales de carbon.
Sin embargo, si el area de superficie es sustancialmente incrementada, logrando una alta densidad
de potencia. Reimers y col., (2006), usando un sedimento en la CMB, por ejemplo usando una
pasta de carbono como se muestra en la Figura 2.6, teniendo como cdtodo un cepillo de carbono
con 1 m de largo, se alcanzan densidades de potencia de 34 mW/m?, la CMB fue colocada en lo
profundo del frio océano de Monterey Canyon en California. La densidad de potencia con el
tiempo, debido a la acumulacidn de sulfuro sobre el anodo es indicacién de reducir el rendimiento
en el catodo.

Estos catodos eran utilizados en sistemas que producian 650 kWh (Hasvold y col., 1997) y 60 W en
30 V (Hasvold y col., 1999), lo que acredita su capacidad para mantener niveles altos de densidad
de potencia.

Figura 2.6. Pasta de carbon (Yuan, y col., 2009)

Catodos tubulares recubiertos de carbéon. La CMB requiere de mayor area de superficie y
porosidad tipicas de reactores de aguas residuales. Uno de los aprovechamientos en el
tratamiento de aguas residuales es el uso de membranas tubulares de ultrafiltracién, proponiendo

un mayor area se superficie para la filtracion de agua tratada (180 a 6,800 m*/m°).

Un ejemplo usando membranas de ultrafiltracién basandose de las grandes areas de superficie,
fue desarrollado por Zou y col.,, (2007), quienes ocuparon un catodo tubular para aplicar un
material pintado de grafito conductor, a un hidréfilo tubular de membranas de ultrafiltracion
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(membrana de polisulfuro sobre un compuesto de poliéster), con un didmetro interior de 14.4 mm
y un espesor de pared de 0.6 mm. Los tubos estaban recubiertos por la cara que da al aire, con
pintura con propiedades de grafito obteniendo un tubo eléctricamente conductivo. Lo que
sustituyd el uso de catalizadores con metales no preciosos aplicando una pintura de
tetrametoxifenilporfirina como catalizadores (Cheng y col., 2006c). Estos catodos tubulares eran
probados en una CMB tipo cubo, con tubos cortados con un largo de 3 cm, usando una brocha de

grafito como anodo (A;,s=7,700 m*/m®) y dos tubos como catodo dentro del reactor (A.:.=93
m?/m?3), la CMB produce 18 W/m?> con C; de 70-74%. Estos resultados eran mejor que 8.8 W/m
producidos usando papel carbén en el anodo (Aans=25m%/m?) con dos catodos tubulares, o el

3

mismo anodo pero con papel carbén como catodo vy platino como catalizador (9.9 W/m?). Cuando
los dos catodos del reactor estan con un flujo continuo, la CMB produjé una densidad de potencia
méxima que en modo batch (18 W/m?) con una eliminacién de carbonos orgénicos disueltos de
38%. Los resultados obtenidos con el disefio de catodos tubulares muestran un aprovechamiento
muy comprometedor para ser sistemas escalables con membranas de baja resistencia interna y
mejor conductividad eléctrica sin necesidad de incrementar la densidad de potencia.

2.3.3. Membrana de separacion

La celda de combustible que trabaja mas rapidamente actualmente, son las desarrolladas con una
membrana de intercambio proténico (MIP). Esto ha sido desarrollado en un periodo relativamente
corto, y ser una esperanza ecoldgica para el sector transporte. Esta membrana es intercalada
entre dos capas de difusion de gas y electrodos. El material que compone a la membrana es
tipicamente acido poliperfluorosulfénico. Platino o una aleaciéon de Pt-Rn como catalizador, son
usados para romper las moléculas de hidrégeno en el electrodo negativo, y el &tomo de hidrégeno
pueda penetrar la membrana y pueda llegar al electrodo positivo, donde en combinacién con el
oxigeno forma agua, de nuevo con ayuda del platino como catalizador. En las celdas de hidrégeno
uno de los principales componentes es una membrana que separe el H, y O,, y proporciona un
método para la separacién de estos dos gases. La membrana es por lo tanto un referente
intercambiador de protones. En una CMB, sin embargo, el agua es la conductora de protones, por
lo que la membrana no es un componente necesario para el funcionamiento de la celda.

La mayoria de los disefios de las CMB requieren la separacion de los compartimentos del dnodo y
el catodo, por una membrana de intercambio proténico (MIP). El uso mas comun en MIP es el
Nafion 115 6 117 (Dupont Co, EE. UU.), que esta a disposicion de numerosos proveedores (por
ejemplo, Aldrich e lon Power, Inc.). Una alternativa al Nafion es la membrana Ultrex CMI - 7000
(Membranas Internacional Incorp., Glen Rock, NJ, EE. UU.), que tiene una mejor relacién costo-
eficiencia que el Nafion (Rabaey y col., 2004). Cuando una MIP se utiliza en una CMB es
importante tener en cuenta que puede ser permeable a los productos quimicos utilizados, tales
como oxigeno, iones, o de la materia organica utilizada como sustrato.
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2.4. Avances en México de CMB

En México aun no se han implementado estas tecnologias en ningln sector, sin embargo pueden
ser una alternativa util a largo plazo. Se reconocen dos investigaciones en las que se
experimentando con CMB’s. Las investigaciones presentadas a continuacién no son los Unicos
realizados en México, pero si son los mas representativos. El primer trabajo que se presenta
(generacion de electricidad a partir de una celda de combustible microbiana tipo MIP) lo realizé el
equipo de investigacion encabezado por la Dra. Liliana Alzate-Gaviria en el centro de Investigacién
Cientifica de Yucatan (Alzate-Gaviria y col., 2008). El segundo en presentarse (caracterizacion de
una CMB para el tratamiento de efluentes contaminados) estuvo a cargo del Dr. Alessandro
Carmona-Martinez y se realizd en el Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados del I.P.N
(Carmona-Martinez y col., 2006). Los dos trabajos contaron con apoyo econémico proporcionado
por el CONACYT.

Los biocatalizadores empleados en la generacidon de energia se obtuvieron a partir de un inéculo
mixto entérico previamente estabilizado en un reactor anaerobio de lecho de lodos (RALL) ubicado
en el laboratorio del Centro de Investigacidon en Energia (CIE-UNAM, Morelos, México) siguiendo el
procedimiento que detalla Alzate y col., (2007).

La fuente de sustrato fue agua residual sintética (ARS) cuya fuente de carbono fue glucosa grado
reactivo marca Sigma (Poggi y col., 2005). EI ARS tuvo un pH entre 5y 6, y la siguiente composicion
(por litro): 4 g de glucosa; 310 mg de NH,Cl; 130 mg de KCl; 4.97 g de a NaH,PO, y 2.75 g de
Na,HPO,H,0 (Lovley y Philips, 1998).

2.4.1. Construccion de un CMB

Se construyd una CMB de vidrio con volumen util de trabajo, tanto del anolito como del catolito,
de 350 mL. El compartimiento del dnodo fue burbujeado con N, para desplazar el O, presente
previo al cierre del dnodo. El electrodo empleado fue papel carbdn sin tratar distribuido por
Fuelcell (Toray carbdn paper).

La celda con membrana de intercambio de protones (MIP) consté de dos compartimientos, uno
del anodo y otro del catodo, unidos por una membrana intercambiadora de protones NafionR 117,
pelicula de 183 um reforzada a base de un copolimero de PTFE (teflén/acido perfluorosulfénico).
Su estructura molecular posibilita que absorba agua y una vez hiumedo, conduce selectivamente
iones de carga positiva, bloqueando los de carga negativa. Esta caracteristica es asociada con la
inactividad quimica, resistencia mecanica y estabilidad conocidas de las resinas Teflon (Fuelcell
Internacional, EEUU). La membrana fue activada antes de usarla con H,SO, 1N a 45 °C por 24 hr
(Kimy col., 2005).

En el compartimiento del catodo se empled un catolito acuoso con burbujeo de aire para

utilizacion del O, y como electrodo papel carbodn sin tratar con Pt (0.5 mg de Pt 10% por cm?),

mientras que en el anodo se utilizd un inéculo mixto de tipo floculento anteriormente
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seleccionado y estabilizado. A este ultimo electrodo no se le aplicd ningun catalizador, ya que esa
funcidn la llevaron a cabo los microorganismos contenidos en dicho indculo. Los electrodos de

papel carbén empleados en cada compartimiento fueron de 1.7x1.6 cm, con un drea de 2.72 cm?.

El arranque de la CMB consistié en colonizar el electrodo con el consorcio microbiano contenido
en el inéculo, con el propdsito de formar una biopelicula; es decir, una comunidad compleja de
microorganismos que se adhieren al electrodo y producen un polimero celular como
recubrimiento que les ayuda a retener el alimento y a protegerse de agentes tdxicos, para
finalmente producir electricidad.

Durante este proceso se realizaron tres transferencias secuenciales de indculo hasta obtener una
respuesta electroquimica de voltaje constante; ademas, el patrén del voltaje se reprodujo a la
tercera adicién del indculo mixto en el anodo. Es de notar que para el cambio del inéculo no se
tuvo condiciones estrictas anaerobias. Los experimentos se efectuaron a temperaturas
mesofilicas, colocando la celda en un bafio termostatico.

Para el circuito de la celda tipo MIP se emplearon dos resistencias externas, una de 1,000 Q
durante un periodo de 102 dias y una segunda de 600 Q durante los dias restantes. Basados en
previas experimentaciones (Liu y col., 2004; Logan, 2004) se operd la CMB por un periodo no
superior a 155 dias, sin incluir el arranque. Los cambios que ocurrieron en la comunidad
microbiana durante este tiempo fueron monitoreados mediante métodos electroquimicos.

2.4.1.1. Analisis

El electrodo se monitored realizando mediciones de acidos grasos volatiles por titulacidn, pH,
temperatura y demanda quimica de oxigeno soluble (DQO’s) en la corriente liquida. Dichos
pardmetros fueron determinados de acuerdo al APHA (1998). Finalmente, las mediciones de
corriente y voltaje se realizaron mediante un multimetro.

2.4.1.2. Aclimatacion de la celda

La CMB fue inoculada con el cultivo bacteriano de tipo entérico, con una fase de latencia de 30h
como se observa en la figura 2.7 del punto 1 a 2, seguida de un rapido incremento en el voltaje en
las siguientes 40 hr, alcanzando un voltaje de 0.4 V (Figura 2.7 del punto 2-3). Posteriormente el
voltaje disminuyé gradualmente a medida que la materia orgdnica contenida en el indculo fue
consumida. Al adicionar la tercera transferencia de indculo a la CMB el comportamiento tiende a
ser similar, produciéndose un intervalo de estabilidad de 0.37 + 0.03 V, constituyendo la ultima
etapa en el patrén de crecimiento bacteriano. Una vez que el sustrato fue consumido cesé el
crecimiento y ocurrié muerte celular, viéndose afectada la generacién de voltaje.

Después de 120 hr de operacién se reemplazd parte del inéculo por ARS, conservando Unicamente
10% del indculo. Se observé que se generd inmediatamente electricidad en la CMB previamente
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inoculada (Figura 2.8), alcanzando un voltaje maximo de 1.05 V y manteniéndose en un intervalo
de 0.90 £ 0.1 V en las siguientes 55 hr.

T T T T T T T
60 80 100 120

Tiempo (h)

Figura 2.7. Aclimatacion de la CMB con tres aplicaciones
sucesivas de indculo (Alzate-Gaviria y col., 2008)

20 30
Tiempo (h)

Figura 2.8. Generacion de voltaje a partir de la glucosa
(Alzate-Gaviria y col., 2008)
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2.4.1.3. Efecto de la concentracion del sustrato

La produccion de voltaje en la CMB (Figura 2.9) siguié una cinética de saturacion; es decir, de
utilizacion del sustrato en sistemas biolégicos en funcién de la concentracién y la velocidad de
transporte (Liu y Logan, 2004). Como se puede observar en la Figura 2.9, el voltaje se incremento a
medida que la concentracidon de glucosa aumentd, manteniéndose constante a partir de una
concentracién de 1,000ppm en 1.15 + 0.05 V. Asi, el maximo radio de utilizaciéon del sustrato
ocurre en altas concentraciones del mismo (Metcalf y Eddy, 2003).

Maximo voltaje (V)

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Concentracion inicial (ppm)

Figura 2.9. Voltaje maximo obtenido a partir de la
concentracién de glucosa (Alzate-Gaviria y col., 2008)

2.4.1.4. Generacion de electricidad en medicion continua

En esta etapa se monitored la generacion de electricidad durante un periodo de 130 dias. En Ia
Figura 2.10 se observa que con una resistencia de 1,000 Q, el voltaje se mantuvo en 0.88 + 0.17 V
durante los primeros 102 dias, mientras que la generacion de corriente oscilé en un intervalo de
80 + 20 pA. Después de 102 dias se empled una resistencia de 600 Q, registrandose valores de
0.91 £ 0.08 V, en tanto que la corriente se incrementd rapidamente hasta alcanzar un maximo de
170 + 18 pA. Con las dos resistencias utilizadas se comprobd, como se esperaba, que con una

resistencia menor se registra una mayor corriente. Esto se debe a que con bajas resistencias, los

electrones se mueven mas facilmente a través del circuito. A mayor oxidacion del combustible por
los microorganismos se espera altos indices de oxidacidn de los transportadores de electrones en
el cultivo a bajas resistencias. Adicionalmente, una CMB puede ponerse en marcha a bajas
resistencias para remover contaminantes de altos indices organicos (Jang y col., 2004).
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Figura 2.10. Generacion de electricidad en la etapa de medicién
continua, utilizando resistencias externas de 100 y 600 Q (Alzate-
Gaviria y col., 2008)

2.4.1.5. Generacion de potencia en la CMB

La densidad de potencia generada por la CMB se mide en mW/m? vy para los calculos se emplea la
ecuacion de la potencia. La producciéon de la densidad de potencia se muestra en la Figura 2.11. Al
emplear una resistencia de 1,000 Q, la maxima potencia generada fue de 335 mW/m? (263 * 72
mW/m?) con un voltaje de 1.05 V. Cuando se utilizé una resistencia de 600 Q se obtuvo una
maxima densidad de potencia de 640 mW/m? (515 + 125 mW/m?) con 0.99 V, es decir, la potencia
fue cerca del 50% mayor que la obtenida con una resistencia de 1,000 Q. De igual forma, la
remocidn de materia orgdnica expresada en DQO fue de 65 y 82% con 1000 y 600 Q
respectivamente.

Los resultados muestran que operar con resistencias externas mas bajas aumenta la produccion de
densidad de potencia y conlleva una mayor remocion de materia orgdnica (Jang y col., 2004). Los
valores obtenidos se encuentran en un intervalo medio alto con respecto a otros trabajos
reportados en la literatura. El sistema CMB empled un catolito acuoso para proveer disuelto al
electrodo, sin emplear mediadores externos. Los consorcios microbianos generan mayor densidad
de potencia que los cultivos puros (Rabaey y Verstraete, 2005; Pham y col., 2006; Rittmann, 2006).

La densidad de potencia mads alta que reporta la literatura es de 3600 mW/m? en el estudio de

Rabaey y col. (2003) donde utilizaron glucosa como sustrato y hexaferrocianuro de potasio para
optimizar el rendimiento del cdtodo. El ferrocianuro es muy popular como aceptor de electrones
en experimentos con CMB y pueden alcanzarse voltajes mayores que utilizando O,. La gran ventaja
del ferrocianuro es el bajo sobrepotencial utilizando catodos de carbén plano; sin embargo, la
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generacidn de potencia con ferrocianuro no es sustentable debido a la insuficiente reoxidacién por
0,, lo cual requiere que el catolito sea remplazado regularmente. Ademas, largos términos de
desempeno del sistema pueden ser afectados por la difusién de ferrocianuro a la cdmara del
anodo (Logan y Regan, 2006a).

Densidad de potencia (mWwm-)

—0— Densidad de potencia mW/m?2 [

—&— Vollaje (V)

T T T T T T T T T T
) 80 80 100 120 140
Tiempo (d)

Figura 2.11. Generacién de potencia en la CMB, empleando una
resistencia de 1000 Q (A) y una resistencia de 600 Q (B) (Alzate-
Gaviria y col., 2008)

2.4.1.6. Influencia del pH

Otro pardmetro importante en el desempefio de la CMB es el pH del compartimiento anddico.
Durante la experimentacion de la CMB se mantuvo el pH del anolito en 5.95 + 0.75. La Figura 2.12a
muestra la relacién entre la produccion de potencia de la CMB y el pH. Como puede apreciarse, las
mas altas densidades de potencia ocurrieron en valores de pH entre 5.5 y 6.0 obteniéndose
resultados que oscilaron entre 280 y 335 mW/m? para el caso de 1,000 Q (Figura 2.12b). La
densidad de potencia disminuyd ligeramente a medida que el pH aumentd hasta 6.8; sin embargo,
cuando el pH fue >7.0, la densidad de potencia registrada se redujo, manteniéndose en 225 + 45
mW/m?2. Estos Ultimos resultados demostraron que es recomendable operar la CMB a un pH entre
5.5 y 6. En las mediciones efectuadas empleando una resistencia de 600 Q (Figura 2.12b), se
alcanzo a pH entre 5.8 y 6.3 una densidad de potencia maxima de 640 mW/m?2.

Las condiciones de pH son un factor clave en el crecimiento de los microorganismos. La mayoria de
las bacterias entéricas no toleran niveles de pH arriba de 7.5 o debajo de 4.0. Ademas, valores de
pH por debajo de 6.8 inhiben la actividad metanogénica (Metcalf y Eddy, 2003). Para este proceso
se requirid que durante el metabolismo de fermentacién anaerobia se inhibieran algunos
microorganismos, como los homoacetogénicos los cuales requieren H, para la produccidon de
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acetato y los metanogénicos que utilizan el H, para la produccidon de metano. Es por ello que la
operacion de los sistemas se realiza a bajos niveles de pH (Angenent y col., 2004).

4 1000 Qhms

8,5 7.0 7.5 8,0 8,5

4 600 Ohms

Densidad de potejncia (mw-m-=)

A

8,0 6.2 6.4 6.6 6.8
pH

Figura 2.12. Efecto del pH en la densidad de potencia, con una
resistencia de 1000 Q (a) y una resistencia de 600 Q (b)
(Alzate-Gaviria y col., 2008)

2.4.1.7. Efectos de temperatura en una celda microbiana de biocombustible

La CMB operd bajo temperatura mesofilica de 35 £+ 5 °C los primeros 102 dias. Durante este
periodo la maxima densidad de potencia que se alcanzé fue de 30 + 6 pA/cm? (336 mW/m?)
empleando 1,000 Q a 37 °C (Figura 2.13). Los siguientes dias se mantuvo una temperatura
constante de 40 °C, obteniéndose una densidad de potencia maxima de 61 + 7 pA/cm? (640
mW/m?2) con 600 Q. Bajo este Ultimo esquema se aumento la temperatura en 5°C, obteniendo 63
+ 5 pA/cm?; observandose que al incrementar la temperatura a 45 °C no se registran incrementos
substanciales en la densidad de potencia, puesto que el resultado obtenido es muy similar al que
se alcanzé a una temperatura de operacion de 40 °C (Figura 2.13). Estos resultados reflejan la gran
influencia de la resistencia externa utilizada, aunada a una temperatura éptima de operaciéon
(Rozendal y col., 2006).
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Una ventaja importante de las CMB es que pueden producir electricidad a partir de materia
organica, operando a temperaturas moderadas, como son 20-40 °C (Oh y Logan, 2007; Logan y
col., 2007; Aelterman y col., 2006; Cheng y col., 2006a; Zhao y col., 2006; Kim y col., 2005; Liu y
col., 2005; Min y Logan, 2004; Niessen y col., 2004; Oh y col., 2004).
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Figura 2.13. Relacién de la temperatura de operacidn sobre la densidad
de corriente, utilizando 100 y 600 Q (Alzate-Gaviria y col., 2008)

2.5. Avances del primer mundo en las CMB

Los avances de las CMB son clasificadas en tres generaciones que no solo se distinguen
histéricamente en la forma en que se funcionan (Leropoulos y col., 2004).

La primera generacién de la CMB requiere de medidores exégenos como el azul de metileno o el
rojo neutro, que necesitan reportarse y pueden ser téxicos. La segunda generacion de la CMB
también depende de medidores, solo que en este, el medidor es un metabdlico electroactivo que
emplea los microorganismos. El metabolismo es producido a partir de sulfato que se puede
reponer y se utiliza como aceptor final de electrones. La tercera generacion CMB son sistemas que
no utilizan medidores, puesto que los microorganismos utilizados son anodéfilos, que significa que
utilizan el anodo como aceptor final de electrones. La segunda y tercera generacion se refiere a los
trabajos posteriores para mejorar el rendimiento del sistema mediante la explotacién de la
actividad metabdlica de los microorganismos que se alimentan de diferentes sustratos (sulfato,
acetato y glucosa).

2.5.1. CMB primera generacion

La potencia de salida de estos dispositivos, depende entre otros factores del tamafio, volumen de
la celda asi como de la superficie y el material de los electrodos. El voltaje promedio de circuito
abierto de estos dispositivos es de 0.7 V y la densidad de corriente es aproximadamente 0.15
mA/cm?’. La primera generacién emplea moléculas medidoras, que enlazan a la célula microbiana
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con el electrodo (dnodo). Estos medidores entran en la célula en su forma oxidada y después se
reduce, es decir, ganan electrén. La forma reducida luego hace su camino hacia el anodo, en
donde libera el electrén (oxidaciéon) y el ciclo continuo. Los medidores son sustancias quimicas,
gue deben ser preparadas de forma manual y afiadirse a la celda, ya que las bacterias de la
primera generacion no los pueden producir. Después de estar tres a cuatro semanas en un sistema
cerrado, estos medidores se degradan y tienen que ser remplazados. La intercepcién entre la
molécula mediador y el electrdn se realiza ya sea con la NADH (nicotina adenina dinucleétido), o
en un estado mas bajo (citocromo c). La NADH (forma reducida) es un transportador de electrones
en el ciclo catabdlico de las bacterias y la superficie del electrodo es también de gran importancia
ya que entre menor sea la distancia entre los dos, menor sera la resistencia dhmica en la
transferencia de electrones.

2.5.2. CMB de segunda generacion

En la segunda generacion, el medidor (sulfuro —H,S) es producido por la reduccién de sulfato (SO,)
por el microorganismo. Esto resulta en un mecanismo quimico completamente diferente y mucho
mas eficiente. El principio basico de operaciones es mas o menos el mismo que la primera
generacion, excepto que en este caso el medidor es un metabolito electroactivo de los
microorganismos. Esto significa que se trata de un sistema mds favorable para ser integrado con
un agente auténomo, puesto que no hay necesidad de introducir manualmente algin quimico,
ademas de la fuente de energia que podria ser un sustrato rico en SO,.

Durante muchos afios una serie de microorganismos han sido conocidos por su capacidad de
reducir sulfato. Uno de ellos es Desulfovibrio desulfuricans, un microorganismo marino anaerobio.
Desulfovibrio desulfuricans tiene la capacidad de utilizar al sulfato como aceptor terminal y al
hacerlo, reduce el sulfato en sulfuro (H,S). El H,S es electroactivo, lo que significa que dona sus
electrones al oxidante con el potencial redox mas positivo. En ausencia de oxigeno, el oxidante
siguiente mds positivo es el danodo. Por lo tanto el sulfuro ofrece los medios para que los
electrones fluyan y se complete un ciclo entre la célula de la bacteria y superficie del electrodo.

2.5.3. CMB de tercera generacion

Emplean al microorganismo anaerobio Geobacter Sulfurreducens, el cual dona facilmente sus

electrones a la superficie del electrodo (Habermann y Pommer, 1991). Estos microorganismos

tienen la capacidad de fijarse en la superficie del electrodo formando una biopelicula. Todas las
otras células en la vecindad no se fijaran hasta que encuentran una superficie de oxidacion. Una
vez que la biopelicula se forma, el electrodo se convierte entonces en su oxidante natural, al que
los microorganismos facilmente liberan sus electrones. Es importante destacar que este sistema
funciona sin el uso de medidores artificiales o naturales, por lo que es atractivo para aplicaciones
auténomas. Ademas la tercera generacidn tiene dos ventajas importantes. En primer lugar, el
contacto fisico y bioquimico entre los microorganismos y la superficie del electrodo cuando se
forma la biopelicula, ya que permite que la resistencia ohmica del flujo de electrones sea minima,
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por lo tanto, la eficiencia es mayor. En segundo lugar, esta bacteria puede utilizar los desechos
metabdlicos, tales como acetato producido por microorganismos.

2.6. Aplicaciones de celdas de combustible

Una celda de combustible puede generar desde una fraccidn de watts hasta cientos de kilowatts.
Debido a esto, pueden ser utilizadas en casi cualquier aplicacién donde se necesita la generacion
de energia eléctrica local. La aplicacién en autobuses, bicicletas, automdviles y submarinos ha sido
demostrada. Las celdas de combustible son ideales para la distribucién de generacién de energia a
nivel de casa individuales, edificios, o comunidades, con una enorme flexibilidad de fuente de
alimentacion.

Uno de los mayores enfoques que se le ha dado a este tipo de celdas es en aplicaciones en el
trasporte por ejemplo las celdas de combustible en automdviles. Casi todos los fabricantes de
automoéviles han mostrado un prototipo de vehiculos que hacen uso de una celda de combustible
y han anunciado plantas de produccidén y comercializacion en un futuro préximo. El desarrollo de
las celdas de combustible ha sido una alternativa viable que comenzé en los afos 90 continuando
en la primera década del siglo XXI.

Los principales controladores para el desarrollo de la tecnologia de celdas de combustible son su
eficiencia, bajo o cero emisiones, y los combustibles que se pueden producir por fuentes
autéctonas en lugar de importados. Los principales obstaculos para la comercializacién de
automoviles con celdas de combustible son el costo de la celda de combustible y disponibilidad de
hidrogeno.

2.6.1. Configuracion de celdas combustibles en automaviles

Las celdas combustibles conectadas a la propulsién pueden ser usadas para diferentes usos por

ejemplo:

1.-La celda combustible dimensionada para satisfacer energia a todo el vehiculo. Una bateria
puesta solo para la puesta en marcha. Esta configuracion en tipicamente posible si solo se hace
uso de una celda de combustible con un sistema de hidrogeno. Un sistema con procesador
combustible podria no tener buena dindmica de respuesta. Ademas una pequeia bateria podria
no ser suficiente para poner en marcha un procesador con combustible.

2.- Celda de combustible disefiada para proporcionar la carga base, pero el pico de potencia para
la aceleracion del vehiculo es proveniente de baterias o dispositivos similares tal como los
ultracapasitores. Esto puede considerarse como una configuracidn paralela hibrida ya que la celda
de combustible y la bateria operan paralelamente. La celda de combustible proporciona una
potencia cruzada, y la bateria proporciona un pico de potencia tal para la aceleracidn. La presencia
de una bateria en el sistema da un resultado mucho mas rapido en respuesta de los cambios de
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carga. Una bateria permite recuperar la energia del frenado, resultando un sistema mas eficiente.
La desventaja de tener una bateria son el costo extra, peso y volumen.

3.-Celdas de combustible disefiada solo para recargar la bateria. Las baterias proporcionan toda
la energia necesaria para el arranque del vehiculo. Esto puede ser considerado como una
configuraciéon hibrida en serie (la celda de combustible carga la bateria y la bateria controla el
motor eléctrico). Un arreglo en serie tiene las mismas ventajas y desventajas de tener una bateria
aplicada en forma paralela. La potencia de salida nominal de la celda de combustible depende de
la rapidez en que la bateria requiera recargarse. Una bateria mds pequena podria recargarse mas
rapido y podria resultar mayor a la celda de combustible.

Las celdas combustibles sirviendo solo como un auxiliar para la unidad de potencia, esto es, otro
motor usado para la propulsién, pero la celda de combustible es usada para arrancar una parte o
todo el sistema eléctrico del vehiculo. Esto puede ser particularmente atractivo para camiones, ya
que permitiria la operacién del aire acondicionado o la unidad de refrigeracion mientras el
vehiculo estd en movimiento, sin la necesidad de arrancar el motor principal.

La implementacién de pilas combustibles como fuente de energia, ha sido desarrollada para
diversos fines utiles para el ser humano, por ejemplo el desarrollo de tecnologia de pilas
combustibles para el transporte, utilizando pilas de combustible de membrana de electrolito
polimerico (PCMEP).

Las PCMEP entregan una alta densidad de energia, ademds de presentar caracteristicas como sus
poco peso, costo y volumen. La membrana electrolitica simplifica el sellado o cierre del proceso,
reduce la corrosidon y mantiene una larga vida de las celdas y de las pila; opera a baja

temperatura permitiendo rapidos arranques y respuesta inmediata a los cambios de demanda

potencial.

Otra pila de combustible que ha tenido aplicacién como elemento auxiliar en el automovil es la
pila de Oxidos sdlidos, la cual estd restringida actualmente en la produccion estacionaria de
energia eléctrica basica, recientemente. El acuerdo firmado por BMW, Renault y Delphi
Automotive Systems para la cooperacién en el desarrollo de sistemas que usen las Celdas de
oxidos Sdlidos como energia auxiliar en automoviles y camiones, ha dado un nuevo giro a las
aplicaciones de dicha celda.

Dicho proyecto utiliza una pila de combustible de dxidos sdlidos, es una tecnologia diferente a la
de la pila de membrana sobre la cual tanto Renault como BMW ya realizaron investigaciones para
la alimentacidn de vehiculos con traccion eléctrica. En el caso del generador auxiliar de energia
del proyecto BMW-Renault -Delphi, este reformador producira hidrégeno a partir de la gasolina o
de gasdleo del vehiculo. Ademds, aparte de hidrégeno y de CO,, una pila de dxido sélido también
puede usar metano.
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El dnico proyecto con celdas combustibles alcalinas en automaviles lo ha llevado a cabo Zevco,
una compania anglo belga. En Julio de 1998, Zevco presento en Londres un taxi propulsado por
energia eléctrica de una pila de combustible alcalina. Hasta diciembre de 1998 Zevco desarrollo 5

taxis, y en el afio de 1999 presento otros 50 taxis con esta misma tecnologia.

Este sistema CCA, desarrolla 5kW (mejorables hasta 10 kW) de energia continua para alimentar el
motor eléctrico. La maxima potencia desarrollada es 45 kW. El taxi acelera de 0 a 50 km/h en 11
segundos y su velocidad maxima son de 100 km/h. El almacenamiento de hidrégeno a bordo
alcanza los 30 Nm, y el consumo medio son de 5 Nm3/h.

En el afio de 1998, el costo de estos vehiculos doblaban al de un vehiculo diésel convencional, sin
embargo en el 2002 Zevco esperaba disminuir el 80% de la pila, y de esta manera reducir
aproximadamente a la mitad el costo del vehiculo.
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Capitulo 3. Metodologia

3.1. Construccion de una celda microbiana de biocombustible

Como ya ha sido mencionado a lo largo de los afios se han utilizado una gran cantidad de
materiales para la construccidn de las CMB, en esta ocasién se buscé aquellos materiales que
fueran faciles de adquirir, con caracteristicas que no afectaran el comportamiento de la celda.

La construccién de la celda se llevd a cabo tomando en cuenta que el material no afectara en el
crecimiento de la levadura dentro de la celda, resistente, fuera facil de adquirir y manipular Figura
3.1

Electrodos

M

]

kS

Figura. 3.1. Fotografia de la celda microbiana de biocombustible utilizada para el
experimento

3.1.1. Materiales

Se realizé la construccion de dos celdas con un volumen de 125 mly 40 ml, la celda constd de un
cilindro horizontal hecho de polimetilmetacrilato mejor conocido como plexiglass; algunas de las
caracteristicas que poseen el polimetilmetacrilato (CsO,Hg)n, es un material transparente, rigido,
con una resistencia alta a la intemperie, asi como a temperaturas debajo de los 160°C, entre otras
caracteristicas.

El primer cilindro cuenta con una longitud de 5.9 cm, un didmetro externo de 6.2 cm, un didmetro
interno de 5 cm, y un espesor de 0.6 cm (Figura 3.2). Los cilindros contaban con una placa en cada
uno de los extremos, de la cual una de las placas se le realizé una perforacién con un didmetro de
5.3 cm para la celda de mayor volumen lo permitié que el dnodo pudiera airearse (Figura 3.3).
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Figura. 3.2. Cilindro de polimetilmetacrilato utilizado en el
experimento

La segunda de las celdas con un volumen de 40 ml aproximadamente, contaba con un cilindro con

una longitud de 5.9 cm, un didmetro externo de 3.7 cm, un didmetro interno de 2.8 cm asi como
espesor de 0.5 cm (Figura 3.2.), mientras que una de las placas de los extremos poseia un orificio
con un didmetro de 2.7 cm.

Las placas de los extremos tenia una dimension de 8 x 8 cmy 6 x 6 cm, respectivamente con un
espesor 0.5 cm.

Figura 3.3. Placa de polimetilmetacrilato utilizada en el
experimento
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Para la construccién de la celda se hizd uso de algunos otros materiales como son las uniones de
las placas con los cilindros, para lo cual se ocupd los empaques de hule EPDM, y los tornillos que
fueron colocados por la parte exterior de la celda Figura 3.4.

Papel grafito

Placas de polimetiimetacrilato Tornillos de fierro

Figura.3.4. Fotografia de los materiales de construccién de la CMB
experimental

Uno de los materiales mds importantes para la celda son aquellos usados como catado y dnodo,
donde se utilizé el papel grafito para ambos (Figura 3.5.), tomando en cuenta que el papel grafito
cuenta con caracteristicas como las que se muestran en la Tabla 3.1.

Figura 3.5. Fotografia del catodo y anodo de papel grafito
utilizados en el experimento
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Tabla 3.1.Caracteristicas del papel grafito (GSISA, 1913; Groover,
1997)

Caracteristicas fisicoquimicas y otras del grafito
Impenetrable Gases y liquidos
Maxima presién de 140 bar
trabajo
Temperatura minima -200 °C
Temperatura maxima 450 °C
Pureza 98.2 %

En atmosfera inerte 3,000 °C

En vapor 500°C

En aire 450°C
Utilizable desde temperaturas criogénicas hasta 3,000°C
Resistente a corrosién quimica

Libre de asbesto

Inofensivo para la salud

Estable a lo largo del tiempo

Gran anisotropia

Muy buena resistencia al choque térmico
Facil de manipular

Resistente al choque térmico

Resistencia a la tension 15000 PSI

Densidad 1-1.7 g/cm?
Conductor de electricidad

Inerte en acidos

Para realizar cada una de las mediciones como lo son la cantidad de materia organica por medio
de los sélidos volatiles totales, el pH, asi como la cantidad de energia producida se hizé uso de
algunos otros materiales que se muestran a continuacion.

Amplificador

El amplificador de instrumentacién es un dispositivo creado a partir de un conjunto de
amplificadores operacionales. Esta disefiado para tener una alta impedancia de entrada y un alto
rechazo en modo comun (Figura 3.6). La operacion que se realiza en el amplificador es restar de

sus dos entradas multiplicadas por un factor. El uso de estos amplificadores de instrumentacién es

en sistemas o aparatos que trabajan con sefiales muy débiles, tales como equipos médicos tal
como un electrocardiograma para minimizar el error de medida. El amplificador AD620 cuenta con
caracteristicas que se muestran en la Tabla 3.2.
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Tabla 3.2. Componentes del amplificador AD620.

AD620

Resistencia variable 1-1000

Rango de 12.3-18
alimentacién
Componentes del circuito

Amplificador de instrumentacién AD620
Resistencia Variable kQ

Resistencia de 100 Q

Figura 3.6. Fotografia del Dispositivo amplificador
acoplado para la medicién del experimento

Multimetro

Para verificar que las lecturas del dispositivo arduino fueran las correctas se hizé uso de un

multimetro marca REDOX 535 380 (Figura 3.7), las caracteristicas del multimetro son mostradas
en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Multimetro marca RADOX utilizado
en la experimentacion.

Caracteristicas
Voltaje de corriente 200 mV- 600 V
directa
Voltaje de corriente 200 V- 600 V
alterna
Amperaje corriente 200 p/2 m/20 m/200
directa m /10 A
Alimentacion 9V
Resistencia 200 mQ -2 MQ
Probador de transistores

Figura 3.7. Fotografia del multimetro utilizado Continuidad audible

en el experimento
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Potenciémetro

Para la determinacién del pH se usé un potenciémetro HACH senslON pH 31 (Figura 3.8), que
cuenta con caracteristicas mostradas en la Tabla 3.4.

Figura 3.8. Fotografia del equipo HACH senslON pH 31
utilizado en el experimento.

Tabla. 3.4. HACH sensION pH 31 (HACH, 2013)

Caracteristicas
Calibracion de electrodo de pH 1-3 puntos de calibracién
Almacenamiento interno 400 resultados
Condiciones ambientales para su funcionamiento
Humedad relativa <80% (sin condensacion)
Temperatura 5-40°C
Entradas BNC, ref., Pt1000
Exactitud Potencial de 6xido reduccion: 0.2 mV
Exactitud de la temperatura £0.2°C
Exactitud de mV <0.2 mV
Exactitud del pH 0.002 pH
Exportacion de datos ala PC
Medicion de pH -2-16 pH
Parametros pH, mV, ISE, POR/Redox, temperatura
Rango de medicidon de temperatura -20-150°C
Rango de medicion de mV -1999 - 1999 mV
Resolucion de pH Seleccionable entre y 0.1 pH 0.001,
0.01y0.1pH
Resolucion de temperatura 0.1°C
Resolucion de mV 0.1mV
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Parrilla de calentamiento y agitacion

La puesta en marcha de la celda se realizd por medio de una parrilla de calentamiento y
agitacién marca Termolyne Nuova Stir Plate (Figura 3.9), de la que solo se ocupé la modalidad
de agitacion, la parrilla cuenta con caracteristicas mostradas en la Tabla 3.5.

= RN/

Figura 3.9. Fotografia de calentamiento y agitacién Termolyne Nuova Stir
Plate que fue utilizada en el experimento

Tabla 3.5. Caracteristicas técnicas de la parrilla de calentamiento
y agitacion Thermolyne Nuova Stir Plate (TFSI, 2012a)

Velocidad 100- 1000 rpm
Rango de temperatura 38 a371°C
Superficie de calentamiento 17.7 cm?
Voltaje 240V
Amperaje 3.6A
Watts 851w
Dimensiones
Altura 11.4cm
Longitud 11.4 cm
Ancho 29.9cm
Acero inoxidable con revestimiento de porcelana resistente a la
corrosion
Capacidad de carga 9.1Kg
Control de baja temperatura Hasta 38 °C
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Bomba de aire

Se utilizé una bomba Hagen Elite 802 (Figura 3.10), la cual se encargd de suministrar aire
dentro de la celda en algunas de las pruebas que se realizaron para el crecimiento de la
levadura. La bomba cuenta con las caracteristicas que se muestran en la tabla 3.6.

Tabla 3.6. Caracteristicas de bomba marca
Elite 802 (RCHC, 2013)

Caracteristicas
Para 75.5 L de agua
Presiéon 3.5 PSI
Consumo eléctrico 3.5w/h

Flujo 1.5 L/min
Componentes
Salida doble de aire
Filtro de aire
Diafragma de goma
Cubierta amortiguadora de ruido Figura 3.10. Fotografia de Bomba aireadora marca

Elite 802 utilizada en el experimento

Estufa

Se hizé uso de una estufa marca Yamato modelo ADP200C (Figura 3.11), para el secado de las
muestras que eran tomadas de la celda, asi como para poner en peso constantes las capsulas
que fueron usadas para la muestra. La estufa cuenta con caracteristicas mostradas en la Tabla
3.7.

Figura 3.11. Fotografia de la estufa utilizada en el
experimento
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Tabla 3.7. Caracteristicas de estufa usada en el experimento (YSAI, 2013)

Caracteristicas de la estufa
Sistema Secado al vacio
Rango de temperatura de operacidn. +20a240°C
Rango de presion de operacion. 101 a 0.1 kPa (presién absoluta)
Tiempo de llegada a temperatura max. Aproximadamente 70 min
Componentes
Material interior Acero inoxidable tipo 304
Material exterior Placa de acero laminado con acabados de resina
melamina
Material aislante de calor Lana de roca
Método de calentamiento Calentamiento directo por descomprension de la
camara
Calentador Calentador Mica 0.68kw
Medidor de vacio Tubo tipo Bourdon 101 a 0 kPa
Ventana de observacion Vidrio templado 12 mm de espesor y placa de resina
de policarbonato
Controladores
Método de control de temperatura Control de PID por microprocesador
Dimensiones
Dimensiones internas(WxDxH) 200%x250%200 mm
Dimensiones externas (WxDxH) 427x447x535 mm
Capacidad 0L
Fuente de energia 50/60 Hz 115V, monofasico, 7A
220V, monofasico, 4A

Mufla

Se ocupd una mufla de la marca Thermo scientific (Figura 3.12) para determinas la materia

organica e inorganica presentes en las muestras tomadas de la celda microbiana de
biocombustible, la mufla contaba con las caracteristicas mostradas en la Tabla 3.8.

Figura 3.12. Fotografia de la mufla utilizada en el experimento
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Tabla 3.8. Caracteristicas la mufla usada en el experimento
(TFSI, 2012b)

Caracteristicas de la mufla

Capacidad 2.2L
Rango de temperatura 100 a 1200 °C
Altura exterior 41.9cm
Ancho exterior 27.9cm
Longitud exterior 45.7 cm
Altura interior 9.5cm
Ancho interior 10.1cm
Longitud interior 22.8cm
Voltaje 240V
Hertz 50/60Hz
Amperaje 9.3A
Control de temperatura Digital programable

Aislante Cuatro elementos incrustados

en cemento especial refractario

Balanza analitica

La balanza analitica utilizada fue de la marca OHAUS como la que se muestra en la Figura 3.13

con las caracteristicas especificadas en la tabla 3.9 para determinar el peso de las muestras

durante el experimento.

Tabla 3.9. Caracteristicas la balanza analitica usada en el
experimento (OHAUS, 2013)

Capacidad 210g
Sensibilidad 0.0001 g
Calibracidon Interna
Temperatura 20a40C
operacion
Humedad relativa 10-80%
Burbuja de nivel
Linealidad +0.0002 g
Tiempo de
estabilizacion
Tiempo de tara 1seg.
Desviacidn de tara 0.1g
Dimensiones 19.6x32x28.7
Diametro de platillo 9cm

3seg.

Figura 3.13. Fotografia de la balanza
analitica utilizada en el experimento
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El dispositivo arduino “uno” se ocupd como transmisor de datos de produccién de energia en
la celda microbiana de biocombustible (Figura 3.14). El arduino es una placa electrdnica basada
en el microprocesador ATmega328 (Tabla 3.10). Para registrar los datos el programa funciona
como un voltimetro, utiliza los sensores A0 y GND del microcontrolador arduino, en estos
fueron conectados los electrodos de la celda para medir el voltaje generado, se utilizé un delay
dentro del programa el cual es el encargado de llevar un control del tiempo que puede ser
variado ya que 1 seg es igual a 1000, al conectar los sensores a las terminales para medir de
la celda es necesario ejecutar el programa Tiny que es el responsable de acumular los datos
medidos para posteriormente convertir el tiempo real en la mediciones efectuadas.

Figura 3.14. Fotografia dispositivo arduino uno utilizada
en el experimento

Tabla 3.10. Caracteristicas del dispositivo arduino

utilizado en el experimento (Arduino, 2013)

Caracteristicas

Microcontrolador ATmega328
Tension de funcionamiento 5V
Voltaje de entrada recomendado 7-12V
Voltaje limite de entrada 6-20V
Pines de entrada 14 digitales
Pines de salida 6 entradas analdgicas
Corriente continua para los pin 40 mA
Memoria Flash 32 KB
Memoria flash para arranque 0.5 KB
SRAM 2 KB
EEPROM 1 KB
Conexion uUsB
Velocidad 16 Hz
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3.2. Alimentacion de la celda

Para poner en marcha la celda se hizd uso de un cultivo mixto como sustrato; la celda fue
alimentada en forma intermitentemente experimentando con diferentes concentraciones de
levadura o bien diferentes dreas de transferencia.

3.2.1. Medio de cultivo

Para tener la proliferaciéon de la levadura desde el punto de vista de la fermentacién, es
necesario cumplir varios puntos biolégicos como fisicoquimicos. En primer término es
necesario tener un medio de cultivo con las condiciones adecuadas para que las levaduras
puedan desarrollarse. Las levaduras organicas requieren para su crecimiento de una fuente de
energia y de fuentes de materia. En la mayoria de las fermentaciones industriales la fuente de
energia y la de la materia son la misma, ya que en su mayoria utilizan la azlucar para ambas
funciones, pero es necesario que la fuente de materia contenga todos los elementos
constitutivos de la masa celular en proporciones requeridas para la composicién interna de los
organismos. En la Tabla 3.11 se muestran algunos compuestos orgdnicos de los principales
elementos de la masa celular y su porcentaje en peso seco. La composicién del medio de
cultivo debe considerar todos los elementos de la Tabla 3.11 asi como otros necesarios para
la produccion de metabolitos especiales (Quintero, 1990).

Tabla 3.11. Compuestos organicos de los principales elementos

constituyentes de las células microbianas (Quintero, 1990)

Elemento Compuestos organicos % del peso
seco

Compuestos organicos y agua
Compuestos organicos y agua
Compuestos organicos

Proteinas, 4cidos nucleicos vy
coenzimas

Proteinas y algunas coenzimas
Acidos nucleicos, fosfolipidos y
coenzimas

Cofactor de reacciones
enzimaticas

Cofactor de algunas enzimas
Cofactor de enzimas(proteasas)
Citocromos, proteinas y cofactor
de enzimas

Constituyentes de vitamina B; ,
Constituyente de ciertas enzimas
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La celda fué alimentada con un medio de cultivo compuesto por extracto de levadura,
peptona, y dextrosa, con una relacién de 10, 20, 20 g respectivamente por cada litro de agua
destilada. Dentro de la celda se hizd uso de un agitador magnético, para tener una

concentracién homogénea en todo el sistema.

El extracto de levadura es utilizado en medios de cultivo microbiolégicos, ya que es un
excelente estimulador para el crecimiento de bacterias, posee ciertas caracteristicas que se
muestran en la Tabla 3.12.

Peptona, son hidrolizados proteinicos derivados de caseina, carne y vegetales, que en su
presentacién final ofrecen una fuente efectiva de nitrégeno y carbono en otros nutrientes. En
formulaciones y manejo adecuado estimulan y promueven el crecimiento bacteriano, como se
muestra en la hoja de especificaciones de la Tabla 3.13.

Por ultimo la dextrosa, que es utilizada como fuente de energia para el crecimiento de las
bacterias (Tabla 3.14).

Tabla 3.12. Caracteristicas del extracto de levadura (BIOTECNICA, 1982b)

Propiedades fisicoquimicas y otras
Punto de No aplica Punto de fusién No aplica
ebullicion
Presion de vapor  No aplica Rango de evaporacion (butil acetato=1) no aplica
(MM HG)
Densidad de vapor No aplica pH 6.0-7.2
(AIR=1)
Solubilidad en 20 g/l Propiedades explosivas No establecida
agua
Gravedad No aplica Perdidas en el secado Maximo 5%
especifica (H20=1)
Aparienciay olor  Polvo fino de color amarillo a café claro de olor caracteristico y sin particulas
extrafas.
Datos sobre peligro de explosion e incendio  No aplica
Datos de reactividad No especificados
Riesgo para la salud
Peligros para la Agudas: lainhalacién puede causar irritacién del tracto respiratorio.
salud, Crdnicas: el contacto prolongado con el polvo puede causar irritacién del
enfermedades tracto respiratorio, alergia o asma.
cronicas y agudas
Signos y sintomas En caso de inhalacién: suministrar aire fresco; en caso de trastornos,
de exposicidn. consultar al médico. En caso de contacto con la piel y ojos: por regla general
Primeros auxilios el producto no irrita la piel. Lavar con agua corriente hasta la eliminacidon del
producto. Lavar con agua corriente los ojos durante 2 o 3 min.
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Tabla 3.12. Caracteristicas del extracto de levadura (BIOTECNICA, 1982b) continuacién

Medidas de control

Almacenaje
Proteccidn
respiratoria
Guantes de
proteccion
Proteccidén ocular
Ropa de seguridad
Manejo e higiene

Ventilacién
Extractor
Consideraciones
de eliminacién

Guardar en un recipiente cerrado, en un lugar limpio y seco.
Usar cubre bocas bajo condiciones normales de empleo.

No se requiere bajo condiciones normales de empleo.

Emplear lentes de seguridad.

No se requiere bajo condiciones normales de empleo.

Lavarse las manos con agua y jabdn después de manejar el polvo y evitar la
inhalacién prolongada.

No se requiere bajo condiciones normales de empleo.

No especificado

Disolver o mezclar el material con un solvente combustible y quemar en un
incinerador quimico equipado con postquemador y lavador. Revisar todas
las regulaciones ambientales locales, estatales y federales.

Tabla 3.13. Caracteristicas de la peptona (BIOTECNICA, 1982a)

Propiedades fisicas y quimicas

Punto de
ebullicion
Presion de vapor
(MM HG)
Densidad
vapor (AIR=1)
Solubilidad
agua
Gravedad
especifica
(H20=1)
Apariencia y olor

de

en

No aplica Punto de fusion No aplica

No aplica Rango de evaporacion (butil acetato=1) no aplica

No aplica pH 6.5-7.5

No establecida

20 g/l

Propiedades explosivas

No aplica Perdidas en el secado Mdximo 6%

Polvo fino de color amarillo claro o beige, de olor caracteristico

Datos sobre peligro de explosién e No aplica

incendio

Peligros para la
salud,
enfermedades
crénicas y agudas
Signos y sintomas
de exposicion.
Primeros auxilios

Riesgo para la salud
Agudas: la inhalacién puede causar irritacidn en el tracto respiratorio.
Cronicos: el contacto prolongado con el polvo puede causar irritacién en el
tracto respiratorio, alergia o asma.

En caso de inhalacién: suministrar aire fresco; en caso de trastornos,
consultar al médico.
En caso de contacto con la piel y ojos: por regla general el producto no irrita
la piel. Lavar con agua corriente hasta la eliminacién del producto. Lavar con
agua corriente los ojos durante 2 o 3 minutos.

Medidas de control
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Tabla 3.13. Caracteristicas de la peptona (BIOTECNICA, 1982a) continuacion

Almacenaje Guardar en un recipiente cerrado, en un lugar limpio y seco.
Proteccion Usar cubre bocas bajo condiciones normales de empleo.
respiratoria
Guantes de No se requiere bajo condiciones normales de empleo.
proteccion
Proteccion ocular Emplear lentes de seguridad.
Ropa de No se requiere bajo condiciones normales de empleo.
seguridad
Manejo e higiene Lavar las manos con agua y jabén después de manejar el polvo y evitar la
inhalacién prolongada.
Ventilacién No se requiere bajo condiciones normales de empleo.
Extractor No especificado
Consideraciones Disolver o mezclar el material con un solvente combustible y quemar en un
de eliminacién incinerador quimico equipado con postquemador y lavador. Revisar todas las
regulaciones ambientales locales, estatales y federales.

Tabla 3.14. Caracteristicas de la Dextrosa (APMI, 2011)

Propiedades fisicoquimicas y otras
Apariencia Polvo y cristales Punto de inflamacién No disponible
Color Incoloro y blanco Punto de evaporacion No disponible
Olor Inodoro Peso especifico 1.544
Estado de la materia  Solido Densidad relativa No disponible
Punto de fusion 146 °C Solubilidad (agua) Soluble
Punto de ebullicién No disponible Coeficiente de reparto  -3.24

(n-octanol/agua)
Peso molecular 180.16 g/mol Formula molecular Cs-H1,-Og
Datos sobre peligro de explosidn e incendio No aplica
Datos de radioactividad No especificado
Riesgo para la salud

Vias de exposicion Inhalacién. Contacto con la piel. Contacto con los ojos. Ingestidn.

Ojos El polvo o talco puede irritar el tejido de los ojos. En caso de ocurrir
irritacion, se espera que sea pasajera.

Piel No se conocen ni se esperan dafios a la salud en condiciones
normales de uso.

Inhalaciéon No se conocen ni se esperan dafios a la salud en condiciones
normales de uso.

Ingestion Se espera que represente un riesgo reducido de ingestion.

Efectos crénicos Ningunos conocidos/Ninguna conocida.
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Tabla 3.13. Caracteristicas de la Dextrosa (APMI, 2011) continuacion

Efectos potenciales sobre la
salud

Los componentes del producto no estan clasificados como
peligrosos para el medio ambiente. Sin embargo, esto no impide la
posibilidad de que los derrames grandes o frecuentes puedan tener

un efecto nocivo o perjudicial en el medio ambiente.

Manejo y almacenamiento
Manejo

Almacenamiento

Proteccion para ojos y rostro
Proteccion cutanea

Proteccion respiratoria
Proteccion para las manos
Consideraciones generales
sobre higiene

No maneje, almacene o abra cerca de llama abierta, fuentes de calor
o fuentes de ignicidn. Proteja el material de la luz solar directa.
Lavese cuidadosamente después de la manipulacion.
Manténgase el recipiente bien cerrado. Almacenar en lugar bien
ventilado.

Medidas de control
Usar gafas de proteccion ajustadas, si el material genera polvo.
Usar ropa apropiada para prevenir el contacto prolongado o
repetido con la piel.
Usar equipo respiratorio si hay formacion de polvos.
Se recomienda usar guantes en caso de uso prolongado.
Proveer estacidn de lavados de ojos y ducha de emergencia.
Rutinariamente lave la ropa de trabajo y el equipo de proteccién

para eliminar los contaminantes.

3.2.3. Levadura
Saccharomyces cerevisiae

Las células de esta levadura pueden ser redondas, ovaladas o alargadas e incluso llegan a

formar seudomicelio. Se produce por gemacidon multipolar o por formacion de ascosporas

que pueden seguir a la conjugacidn, o bien pueden ser desarrolladas a partir de células
diploides cuando estas representan la fase vegetativa. La especie tipo S. cerevisiae se utilizan
en diversas industrias alimenticias para fermentacién del pan, como levaduras superficiales,
en la fermentacidn de cerveza tipo inglés, de vinos o en la produccién de alcohol, glicerol e
invertasa. Las levaduras superficiales son fermentadoras muy activas y se desarrollan
rapidamente a 20 °C. La formacion de CO, y el agrupamiento de las células hacen que estas
sean arrastradas a la superficie de ahi su nombre. Las levaduras profundas, que son aquellas
ausentes de agrupamientos, su proliferacion mas lenta y la formacién de CO, permiten que se
depositen en el fondo, efectian mejor fermentaciéon a temperaturas bajas de 10 a 15 °C

(Frazier y Westhoff, 1978).
3.3. Puesta en marcha de la celda microbiana de biocombustible

Para poner en marcha la celda microbiana de biocombustible se le agrego el sustrato mixto,
formado por extracto de levadura, peptona, y dextrosa en la relacién de cantidades 10, 20, 20
g respectivamente por cada litro de agua haciendo la relacion adecuada para cada volumen de
las celdas como se muestra en la Tabla 3.15.
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Se realizaron 7 pruebas en las celdas con una relacién de volumen de sustrato
aproximadamente para cada volumen de celda, las cuales se muestran en la Tabla 3.15.

Tabla 3.15. Régimen de alimentacién de la CMB

Experimento Extracto de levadura (g) Peptona (g) Dextrosa (g)
0.4294 0.8717 0.8693
0.3491 0.7109 0.7182
1.2471 2.6 2.6263
0.4 0.8022 0.8009
0.4020 0.8423 0.8750
1.2564 2.6105 2.8726

Para determinar la materia organica e inorganica indirectamente presente en la celda se
determind tomando en cuenta el método APHA y la norma mexicana NMX-AA-034-SCFI-2001.
Andlisis de agua - Determinacién de sdlidos y sales disueltas en aguas naturales, Residuales y
residuales tratadas Figura 3.15.

Tomar muestray Secar en la estufa a
colocar en la capsula 103-105°C durante 1
de porcelana hr

Poner la capsula a
peso constante

Solidos fijos | Solidos totales

Dejar enfriar en un Calcinar la muestra en Enfriar en un
desecador y pesar en una mufla 550+50 desecador y pesar en
una balanza de durante una hora. una balanza de
presicion 0.001g presicion 0.001g
N " N

Figura 3.15. Método para determinacién de solidos STV, STT, STF (APHA, 1992; DGN, 2001; DINAMA, 1996)




CAPITULO 3 METODOLOGIA

| ] ] ] )00l ] i i i i 5 5 i ] ] ]
Para determinar los sélidos se hizé uso de las siguientes ecuaciones.

(p2— 1)

'i‘,_':l

STT =

str=P2=P) 000
‘L’J

5TV = 5T — 5FT

Dénde:

STT= Sélidos totales en g/L

STF= Sélidos totales fijos en g/L

STV= Sdélidos totales volatiles en g/L

p1= Peso constante en g

p>= Peso de la capsula mas el residuo del secado a 103-105°Cen g
p3= Peso de la capsula mas el residuo del secado a 103-105°Cen g

v= Volumen de la muestra ml
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Capitulo 4. Resultados

4.1.-Evaluacion de la CMB
4.1.1 Pruebas preliminares para el crecimiento de la levadura

Para determinar el crecimiento de la levadura en la celda se realizaron pruebas preliminares.
Se procedié a poner a peso constante las cdpsulas de porcelana (Figura 4.1), para poder
determinar la materia organica presente en la CMB.

\
*Poner la capsula de porcelana en la mufla, a 900 2C por una
hora.

7

. 1\
eSacar la capsula de porcelana y ponerla en un desecador
para que se enfrien. posteriormente meterlas a la estufa, a
103 °C, durante 1 hora. )

*Sacar la capsula de porcelana de la estufa, ponerla en el
desecador y esperar a que se enfrie. Colocar la capsula d
eporcelana en la balanza y registrar su peso.

*Repetir el paso 3 hasta que el peso coincida con el anterior
inmediato.

Figura 4.1 Procedimiento para la preparacion de capsulas de porcelana a peso
constante (DGN, 2008)

Una vez que las capsulas se encontraban a peso constate se procedid a la caracterizacion del
sustrato. La caracterizacién del sustrato consté de conocer la materia organica e inorgdnica
presente en el sustrato que fue utilizadd en la celda. Para la caracterizacion del sustrato se
realizd una solucién con el extracto de levadura, peptona y dextrosa en 10 ml de agua
destilada (Tabla 4.1). El sustrato fue caracterizadd determinandd la concentracidon de los
solidos como se muestra en la Tabla 4.2.

Tabla 4.1. Composicidn del sustrato

Compuesto g/L
Extracto de levadura 0.1062g
Peptona 0.2480g
Dextrosa 0.2589g
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Tabla 4.2 Concentracién de los Solidos el sustrato.

STT (g/L) SFT (g/L) SVT (g/L)
Medicién 1 57.3 2.2 55.1
Medicion 2 52.4 3.4 49.0

En la Figura 4.2 se muestra la concentracién de materia orgdnica presente en la
caracterizacion del sustrato.

F_‘—-'——-__;
R

O— —
MEDICION 1 MEDICION 2
Medicion de solidos en el sustrato

Figura 4.2 Caracterizacion del sustrato

4.2.-Operacion de la CMB

Se realizarén seis experimentos con variacidn de diferentes parametros, los cuales fueron:

L3 Aireacion

Concentracion de levadura
Concentracion del sustrato
Area de transferencia
Amplificador

Volumen de la celda

En este capitulo se muestra los resultados obtenidos con cada una de las condiciones con las
que se llevd a cabo los experimentos en la celda. La Tabla 4.3 muestra las variaciones que se
les dio a cada uno de los experimentos para su puesta en marcha, asi como la maxima cantidad
de energia producida durante el tiempo de operacidon de la celda.
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Las Figuras nos muestran la cantidad de energia producida en determinado tiempo en cada

una de las celdas. Asi como la cantidad de materia orgdnica e inorganica presente durante el
tiempo de operacion de la celda para determinar la produccion de energia conforme a la
proliferacién de la levadura en la celda (Figura 4.3).

Figura 4.3. Fotografia donde se muestra el crecimiento de la
levadura en CMB. A) Al inicio B) Después de 24 hrs.

Tabla 4.3. Experimentos de la celda microbiana de biocombustible

Experimento

Condiciones empleadas en la CMB

1

Levadura (g)
Sustrato (g)

Area de
transferencia
(cm?)
Tiempo
Levadura (g)
Sustrato (g)

Area de
transferencia
(em?)
Tiempo

Ex. levadura
Peptona
Dextrosa

Ex. levadura
Peptona
Dextrosa

0.0646
0.4294
0.8717
0.8693

6.2884

8 hrs

0.1216

1.2471

2.6

2.6263

20.0864

11 hrs

Volumen (ml)
Arduino
Amplificador
Concentracion

(g/ml)
Aire

Multimetro
Volumen (ml)
Arduino
Amplificador
Concentracidn

(g/ml)
Aire

Multimetro

40
Se utilizd
No se utilizd
0.0015

No se utilizod

No se utilizd
125
Se utilizd
No se utilizé
0.0030

Se utilizo

No se utilizé
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Tabla 4.3. (Continuacién) Experimentos de la celda microbiana de biocombustible

Experimento

Condiciones empleadas en la CMB

3

Levadura (g)
Sustrato (g)

Area de
transferencia
(cm?)
Tiempo
Levadura (g)
Sustrato (g)

Area de
transferencia
(em?)
Tiempo
Levadura (g)
Sustrato (g)

Area de
transferencia
(em?)
Tiempo
Levadura (g)
Sustrato (g)

Area de
transferencia
(em?)

0.0

Ex. levadura 1.2274

Peptona 2.5472

Dextrosa 2.4578

20.0864

17 hrs 56 min

0.0

Ex. levadura 0.4
Peptona 0.8009
Dextrosa 0.8022

6.2884

49 hrs 39 min
0,1246
0.4020
0.8750
0.8423

Ex. levadura
Peptona
Dextrosa

6.2884

47 hrs 42 min
0,1775
1.2564
2.8726
2.6105

Ex. levadura
Peptona
Dextrosa

20.0864

Volumen (ml)
Arduino
Concentracion

(g/ml)
Amplificador

Aire

Multimetro
Volumen (ml)
Arduino
Amplificador
Concentracion

(g/ml)
Aire

Multimetro
Volumen (ml)
Arduino
Amplificador
Concentracion

(g/ml)
Aire

Multimetro
Volumen (ml)
Arduino
Amplificador
Concentracion

(g/ml)

Aire

125
Se utilizo
0.0

No se utilizd

No se utilizd

No se utilizo
40

Se utilizo

No se utilizd
0.0

No se utilizdé

Se utilizd
40

Se utilizdo

Se utilizd
0.0031

No se utilizé

Se utilizd
125

Se utilizd
Se utilizd

0.0014

No se utilizé

Tiempo 154 hrs 46 min  Multimetro Se utilizo

En el primer experimento se puede observar que la celda empezd a generar energia después
de 1 hora con treinta minutos de su arranque, alcanzandé un maximo de 0.0097 volts
aproximadamente después de 1 hora con cincuenta minutos de operacién, diez minutos mas

tarde disminuyd hasta 0.0048 volts, manteniéndose asi durante treinta minutos para después

alcanzar otro maximo después de 2 horas con treinta minutos de su puesta en marcha y diez
minutos mas tarde disminuir a 0.0048 volts. La celda dejé de generar energia después de
cuatro horas con veinte minutos (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Conmportamiento de la generacidon de energia con respecto al tiempo durante el
experimentol experimento 1

En la Figura 4.5 se observa los resultados obtenidos de sélidos totales (STT), fijos (STF) y
volatiles (SVT), durante el experimento 1. Se tomardn cuatro muestras, al inicio de la
operacion de la celda, la segunda al inicio que se empezd a generar energia, la tercera al
alcanzar uno de los maximos y la Ultima antes de finalizar la generacién de energia.

65 »
60 oz
55
ol <=3
45
40
35
30
25
20
15
10
5

0 1

Tiempo (min)
Figura 4.5. Comportamiento de la generacidn de energia con respecto al tiempo en el

experimento 1.
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La Figura 4.6 muestra los sélidos volatiles (STV), asi como la generacién de energia producida,

donde se muestra que al alcanzar el maximo la materia organica disminuyo (Figura 4.6).

L 2

—
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—4—\olts

——=5TV

=
o
-
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Tiempo (min)

o
=
~

Figura 4.6. Comportamiento de la generacién de energia con respecto a la concentracion SVT en el

experimento 1.

Para el experimento 2. Se hizd uso de la aireacidn donde empezd a generar una diferencia de

voltaje después de 1 hora con veinte minutos, se alcanzé un maximo 0.14 volts después de 2

horas con treinta minutos para terminar de generar energia después de 8 horas con veinte

minutos (Figura 4.7).

0,15
0,14

0,13
0,12
0,11

0,1
0,09

0,08

0,07
0,06

0,05
0,04

0,03
0,02

0,01

0

Figura 4.7. Comportamiento de la generacién de energia con respecto al tiempo durante el

experimento 2.
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La Figura 4.8 muestra la materia organica e inorganica presente en el experimento 2 del que se
tomod seis muestras durante el tiempo que estuvd en operacion la celda (Figura 4.8).

B

-
° 2
an]

Figura 4.8. Comportamiento de los sdlidos con respecto al tiempo en el experimento 2.

=——\olts =—ill—STV

Figura 4.9. Comportamiento de la generacién de energia y materia organica presente durante el
experimento 2.
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En la Figura 4.9 se muestra la cantidad de voltaje generado durante las 9 horas con cincuenta
minutos que estuvé en funcionamiento la celda. Se puede observar cdmo se alcanza el mayor
voltaje durante el funcionamiento de la celda cuando |a materia orgdnica presente esta en
menor cantidad, mientras que al dejar de producir energia la materia organica presente fue
en aumento. Esto puede deducirse que probablemente cuando se produjé mas energia la
levadura presente estaba formando la biopelicula en el anodo.

En la Figura 4.10 se muestra la energia producida en la celda sin agregar levadura en un
volumen de 125 ml durante 17 horas con treinta y tres minutos. Donde alcanzé un maximo de
0.0489 volts, sin embargo se cree que la produccién de energia se debid a que probablemente,
el sustrato utilizadé pudo estar contaminado y bien los electrodos no se encontraban
totalmente limpios.

En la Figura 4.11 se observa el experimento 4 que fue realizado solo con el sustrato. Aunque a
diferencia del caso anterior, se realizé en un volumen de 40 ml, durante 49 horas con 39
minutos, y como al contrario del realizadé en 125 ml, se obtuvé un aumento en los primeros
10 minutos de funcionamiento de la celda, sin embargo con forme avanzo el tiempo dejo de
producir energia y se mantuvo asi hasta que se detuvé el experimento.

Otro dato que observé es que la produccién de energia se produjé enseguida que se pusieron
en marcha las celdas. Por lo que puede deberse a algun ruido que cause interferencia durante
la marcha de la celda.

Figura 4.10. Comportamiento de la generacion de energia producida con respecto al tiempo

experimento 3.
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Figura 4.11. Comportamiento de la generacidn de energia producida con respeto al tiempo
experimento 4.
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Figura 4.12. Comportamiento de los sélidos presentes en la celda con respecto al tiempo durante el
experimento 4.
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En la Figura 4.12 se observan los sélidos totales, fijos y volatiles presentes durante la puesta en
marcha del experimento 4, que a diferencia de los anteriores fueron disminuyendo en el
tiempo que estuvo en marcha la celda.
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Figura 4.13. Comportamiento de la generacién de energia con respecto a la concentracién de sélidos
volatiles presentes en el experimento 4.

La Figura 4.13 nos muestra el voltaje generado en la celda con solo sustrato, y la cantidad de
materia organica que se presentd en la celda. Se observa que el maximo voltaje se generé al
inicio de la puesta en marcha de la celda, tanto en la produccién de energia y la materia
organica presente. Sin embargo de las cuatro muestras que se tomaron fueron descendiendo
hasta llego 36.8 g/L (Figura 4.13).

Para monitorear la energia producida en el experimento nimero cuatro se hizo uso al igual
que en los demas del dispositivo arduino y de un multimetro. Esto fue para determinar la
cantidad que registro el arduino era aproximadamente la misma. Sin embargo, se puede
observar que al igual que en el arduino registré una produccién de energia durante el inicio de
la celda, y conforme avanzd el tiempo, se presentaron datos negativos en las lecturas del
multimetro. Esto fue probablemente a que la composicion del de los electrodos cambié por el
contacto con el sustrato de la celda, y fue disminuyendo con forme disminuia la cantidad de
materia organica presente en la celda (Figura 4.14).
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Figura 4.14. Comportamiento de la generacién de energia con el arduino y multimetro, con respecto
al tiempo v los soélidos presentes durante el exnerimento 4.
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Figura 4.15. Comportamiento de la generacidn de energia utilizando un amplificador AD620 durante
el experimento 5.
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Para el experimento nimero 5 se hizé uso de un amplificador de sefiales AD620, en la Figura
4.15 se puede observar el aumento de la sefal de la energia producida se observa una
produccién de energia del inicio de la puesta en marcha hasta después de 12 horas con 42
minutos. Sin embargo, después de esto, se mantuvo constante sin producir energia hasta que
después de 30 horas con tres minutos se presentd un maximo alcanzando los 5 volts con el
amplificador manteniendo una produccion de energia durante 42 minutos. Para después, se
volvié a mantenerse sin produccion por 3 horas con 39 minutos y volver a generar alcanzando
un maximo de 0.5522 volts.

Para determinar la materia orgdnica e inorganica en el experimento 5 se tomaron cinco
muestras durante la operacion de la celda. Se puede observar en la Figura 4.16 se tomé
primera muestra al inicio de la puesta en marcha de la celda, donde practicamente la materia
presente en la celda era organica en su totalidad. Sin embargo, la mayor cantidad de sélidos se
presentaron en la segunda de las muestras tomadas, aunque mas tarde en la tercera muestra
se observara una disminucién de sdlidos, y posterior, mente las muestras volvieron a
aumentar los sélidos como se puede observar en la Figura 4.16.
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Figura 4.16. Comportamiento de la concentracion de los sdlidos totales, fijos y volatiles, durante el
experimento 5.

En la Figura 4.17 se puede observar el voltaje producido asi como los sélidos volatiles totales
durante la operacidn de la celda observandose un aumento de los sélidos con forme se
produjo energia y descendieron cuando la celda dejo de producir.
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Figura 4.17. Comportamiento de energia producida con respecto a la concentracién de sélidos
volatiles totales, durante el experimento 5.

Para poner en marcha el quinto experimento se hizé uso de un amplificador como ya habia
sido mencionado, el cual se le adaptd el multimetro para poder ver que las lecturas que
registraba el arduino eran las correctas. En la Figura 4.18 se observa como las lecturas de
amplificador y el multimetro no se presentaron de igual forma. Sin embargo cuando en la
celda se produjo energia, el multimetro al igual que el arduino registré produccion. Cuando la
celda dejo de generar energia el multimetro dejé de marcar, aunque a diferencia del arduino
con forme pasé el tiempo, los valores del multimetro fueron descendiendo (Figura 4.18).
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Figura 4.18. Comportamiento de la energia registrada con el arduino y multimetro con respecto al

tiempo durante el experimento 5.
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Para el experimento seis se usé del amplificador de sefial, en la figura 4.21 podemos observar
la produccién de energia registrada la celda con un arduino durante las 146 horas 54 minutos
que estuvo en funcionamiento la celda, observando un maximo de 3.8416 volts generados,
para después descender hasta cero y volver a producir energia 3.0205 volts disminuyendo y
enseguida volver a crecer hasta 3.6510 volts como se puede observar en la Figura 4.21.

Para determinar los sélidos presentes en el ultimo experimento se tomaron once muestras
durante toda la operaciéon de la celda. En la Figura 4.19 se observa como en las primeras horas
de operacidn se aumento la cantidad de sélidos y mas adelante disminuyeron.

=4=Volts =e=STV

Figura 4.21. Comportamiento de la produccidn de energia con respecto a la concentracién de los sélidos

en la celda durante el experimento 6.
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Figura 4.21. Comportamiento de la energia registrada con el arduino con respecto al tiempo en el experimento 6.
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En la Figura 4.20 se observa que hay menos materia organica cuando se produce la mayor
cantidad de voltaje, mientras que cuando la producciéon de energia es menor la cantidad de
materia organica aumenta.

Por ultimo, en la Figura 4.22 se muestra la energia registrada con el arduino y la registrada con el
multimetro durante el tiempo de operacion de la celda.
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Figura 4.22 Comportamiento de la produccién de energia medida por el arduino y multimetro en la celd
durante el experimento 6.

En la Tabla 4.4 se muestra los resultados obtenidos en cada uno de los experimentos realizados.

Tabla 4.4. Resultados de los experimentos realizados.

Experimento | Concentracié | Concentracién de Area de Tiempo de Voltaje Tiempo en

n de levadura | sustratoen (g/L) | transferen operacién maximo producir
(g/L) cia (cm2) generado energia

(Volts)

0.0015 54.3 6.2884 8hr 0.0098 | 1hr 30min
0.0030 51.8 20.0864 11hrs 0.1417 | 1hr 20min
0.0 49.9 20.0864 17hrs 56min 0.0489 1min
0.0 50.1 6.2884 49hrs 39min 0.0049 1min
0.0031 53.0 6.2884 47hrs 42min 0.05 1min
0.0014 53.9 20.0864 | 154hrs 46min 0.0384 35min
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4.3. Evaluacion de la eficiencia de operacion

Para determinar la eficiencia de la celda se puso en marcha uno del experimento donde se midio
el amperaje (Figura 4.23), dicha eficiencia se determind con base a la eficiencia coulombica, la
ecuacion se define como la cantidad de materia organica que se recupera en electricidad (Alzate,
2008).

Co
Ec=—=x100......Ec4.1
Cei
Para la determinacion de C, se determiné el area bajo la curva de la Figura 4.22 desde 5400 seg.
gue empezd a generar corriente hasta 288900 seg., tiempo que estuvo en operacion la celda.

Para determinar C;;se calculé por medio de la ecuacion:

_ FrbsSew

Cfi - M .........EC.4.2

Dénde:

F= Constante de Faraday (98485 C/mol)

b= NUmero de moles de electrones producidos por mol de sustrato.
S= Concentracion de sustrato (g/L)

v=Volumen de liquido

M= Peso moléculas del sustrato

Para este experimento el C,= 8,390.7, mientras que el C;=34,305.6 obteniendo una eficiencia de:

8,390.7

= — = o
343056 +* 100 = 24.5%

Ec

o o o
= /M O o
N 4 - -

Tiempo (min)

Figura 4.23 Produccién de corriente eléctrica en el experimento nimero 6.
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4.4, Evaluacion econdmica de la CMB

El uso de celdas microbianas de biocombustibles como medio de produccién de energia, podria
resultar factible, sin embargo en el presente prototipo de celda microbiana de biocombustible, sin
membrana se puede notar que por el momento no puede ser la forma mas adecuada para la
produccién de energia. En el experimento, la produccién de energia fue minima, por lo que es
posible que se requiera una celda de mayor tamafo o bien un arreglo de celdas para producir
mayor cantidad de energia durante mayor tiempo.

Por ejemplo, para cumplir con la bateria de un celular seria necesario en arreglo en paralelo un se
requeririan de 75 celdas microbianas de biocombustible como la desarrollada en este trabajo
aproximadamente, de 40 ml con una concentracién de 0.0031 g/L o bien 25 CMB
aproximadamente de 125 ml con una concentracién de 0.0030 g/L con aireacion.

Otra de las opciones para tener un mejor rendimiento en una celda podria ser la variacién del
catodo y anodo, con uno que contenga una mayor porosidad que el papel de grafito que fué
utilizado en el experimento.

4.5. Evaluacién energética y ambiental

Como ya se ha mencionado anteriormente, la celda microbiana de biocombustible es una
propuesta comprometedora para ayudar a detener el cambio del medio climatico y producir
energia limpia y segura. Ya que puede producir energia sin necesidad de hacer uso de un
combustible fésil que genere una cierta cantidad de CO,. Asimismo sin necesidad de usar la
aeracién para no consumir energia eléctrica aunque en ese caso, la generacién de energia seria
mas lenta. En la Tabla 4.5 se muestra la produccidn de voltaje mdximo en cada uno de los
experimentos de la celda microbiana de biocombustible con diferentes areas de transferencia.

Tabla 4.5. Voltaje producido a diferentes concentraciones de levadura

Experimento Areade Levadura (g/L) Volts Tiempo
transferencia (cm?)

6.2884 0.0015 0.0098 8hr

20.0864 0.0030 0.1417 11hrs

20.0864 0.0 0.0489 17hrs 56min

6.2884 0.0 0.0049 49hrs 39min

6.2884 0.0031 0.05 47hrs 42min

20.0864 0.0014 0.0384 154hrs 46min




CAPITULO 4

RESULTADOS

1) 1) ) o ) e o o o e e o e ) e ) e
En la tabla 4.6 se puede observar una comparacién con otros experimentos realizados en algunas
celdas microbianas de biocombustible con diferentes sustratos, asi como electrodos, y cultivos.

Tabla 4.6 Cuadro comparativo de otra celdas microbianas de biocombustible (a partir deAlzate y col.,

2008).

Sustrato

Cultivo

Eficiencia
coulombica (%)

electrodos

Referencia

Lactato

Agua residual
domestica

Glucosa

Acetato

Glucosa

Acetato
Peptona
Acetato
Glucosa
Acetato
Glucosa
Glucosa

Peptona,

dextrosay ex.

de levadura

Shewanella

Bacterias presentes en
aguas residuales

Cultivo mixto

Bacterias presentes en
aguas residuales
domésticas

Bacterias presentes en
aguas residuales
domesticas

Geobacter
Metallireducens
Bacterias presentes en
aguas residuales
domeésticas

Lodos activados
Bacterias contenidas
en aguas residuales
Lodos activados

Bacterias contenidas
en aguas residuales
Cultivos mixtos

Sacharomice
Cerevacea

Carbon reticulado 2.4

vitreo
Grafito

Grafito plano

Papel carbén

Papel carbdn

Papel carbdn

Papel carbdn

63-78
40-55

Papel carbdn
Papel carbdn

Grafito Plano No reporto

Fibra de carbon 23

Papel carbdn 60

Papel grafito

Ringeisen y col.
,2006
Liuy col. ,2004

Rabaey y col. ,2003

Min y Logan, 2004

Liu y Logan, 2004

Min y col., 2005

Heilmann y Logan,
2006

Ohy col., 2004
Liu y Logan, 2004

Park y Zeikus, 2003
Logany col., 2007
Alzate, y col., 2008

Este experimento
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Capitulo 5. Conclusiones

Las celdas de microbianas de biocombustible son bioreactores que tienen la funcién de realizar la
oxidacion de la materia organica a través de microorganismos. En este experimento se llevo a
cabo por medio de una cdmara sin uso de membrana para tratar de reducir costos.

La produccidn de energia a través de una celda microbiana de biocombustible se dié de una forma
limpia y segura, usando un cultivo mixto compuesto de extracto de levadura, peptona y dextrosa,
en el cual la produccién de energia se produjé por medio de la levadura Saccharomyces cerevisiae
gue sirvié como un biocatalizador para liberar los electrones.

Para determinar la produccién de energia se hizo uso de uno dispositivo arduino para hacer la
medicién de voltaje y con ayuda de un multimetro fue posible determinar el amperaje producido
durante la operacién de la celda, se observé que el voltaje producido fue minimo por lo que se
llegd a la determinacidn de adaptar un amplificador para poder observar la producciéon de mejor
manera.

La eficiencia de la celda se vid ligada a la cantidad de sustrato en cada uno de los experimentos asi
como la concentracién de la levadura. Por lo que se llegd a la conclusién que la produccién de
energia se dio en mayor cantidad en la que se usé la aeracion dentro de la celda, ya que se puede
observar como el voltaje fue mayor que en otros de los experimentos realizados, ademas de que
la produccion de energia se dio en una rango de tiempo mas corto a comparacion de los demas
experimentos.

Haciendo una comparacidn con otros experimentos realizados se observé que la eficiencia usando
la levadura Saccharomyces cerevisiae obtuvé una mayor eficiencia que con las bacterias presentes

en aguas residuales. Sin embargo estuvé por debajo de la produccién que se dio usando un cultivo

mixto, y aproximadamente la misma eficiencia que cuando se usaron las bacterias presentes en
aguas residuales como cultivo y la glucosa como sustrato.

Otra de las observaciones durante la puesta en marcha fue en el experimento 3y 4 donde se dié
una produccion de energia cuando no fue sembrado ningun cultivo; situacién donde se llegd a la
conclusién que se dio una interferencia de matriz, ya sea del ambiente o bien del mal lavado del
material.

Finalmente los objetivos se lograron, puesto que la celda generd una pequefa cantidad de
energia limpia y segura para el medio ambiente. Por otro lado cabe mencionar que es una fuente
de energia para enfocarse a futuro, ya que son un medio limpio para generacidn de energia sin
mencionar el tiempo de vida, asi con algunas otras ventajas de estos dispositivos como poder ser
usados en el tratamiento de aguas residuales.
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