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RESUMEN

Las celdas de combustible microbianas (CCMs) son dispositivos que convierten la
energia quimica en electricidad a través de la actividad catalitica de los
microorganismos. Entre los diversos factores que tienen impacto sobre el
rendimiento de las CCMs, se encuentra la resistencia interna (R, siendo éste uno
de los factores mas importantes.

Uno de los objetivos de esta investigacion fue disefiar y caracterizar una
novedosa celda de combustible microbiana de estructura paralelepipeda con la
finalidad de disminuir la Ri; € incrementar la potencia volumétrica (Py). Por otro
lado, esta investigacion también tuvo como propdsito, estudiar el efecto de
indculos sulfato-reductor (SR) y enriquecido (E), sobre las caracteristicas de una
celda de combustible microbiana estandar de una sola camara (CCM-1) y una
celda de combustible microbiana paralelepipeda (CCM-2), y analizar las
comunidades microbianas de las celdas operadas con ambos indculos.

La CCM-2 consistio de una estructura paralelepipeda con un volumen de
operaciéon de 270 mL. Las cinco caras de la celda estuvieron equipadas con
electrodos tipo “emparedado” (catodo-membrana-anodo). Las resistencias internas
fueron de 400 y 84 Q, y 230 y 292 Q; mientras que las potencias volumétricas
fueron de 655 y 1800 mW/m?®, y 1772 y 5804 mW/m?® para las caras conectadas en
serie y paralelo y la CCM-2 alimentada con in6culos SR y E , respectivamente. Las
densidades de potencia fueron de 18.4 y 50 mW/m?, y 64 y 209 mW/m? para las
caras conectadas en serie y paralelo y la CCM-2 alimentada con inéculo sulfato-
reductor y enriquecido, respectivamente. La CCM-1 de 150 mL consisti6 de una
sola cadmara con electrodos separados por una distancia de 7.8 cm. Los valores de
Rint fueron de 4602 y 1592 Q, y las potencias volumétricas fueron de 52 y 76
mW/m?, para la CCM-2 alimentada con indculo sulfato-reductor y enriquecido,
respectivamente.

Por otro lado, el in6culo enriquecido se obtuvo mediante transferencias
seriales y se alcanzé una concentracién final de 42 mM de Fe™ en la tercera
transferencia. La concentracion inicial de Fe(lll) fue de 55 mM. En la etapa de

inoculacién, en el cuarto dia se alcanzé una concentracion de 10 mM de Fe*?
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mientras que en las ultimas transferencias esta misma concentracion se logroé en
el primer dia de incubacion, esto fue una evidencia del incremento en bacterias
reductoras de Fe(lll).

En lo que respecta a caracterizacion de comunidades microbianas, hubo
una diferencia significativa en la composicibn de ambos indculos. Clostridia
predominé en la comunidad de la biopelicula derivada del in6culo SR, esta
especie se cree que podria ser la responsable de la transferencia directa de los
electrones al electrodo de trabajo de las CCMs, segun reportes en literatura. Los
microorganismos predominantes en la biopelicula derivada del inéculo enriquecido
pertenecen a la clase Deferribacteres, esta clase es conocida por contener
citocromos tipo c. Evidencias actuales sugieren que existe una serie de citocromos
tipo ¢ asociados a la membrana interna, el periplasma y la membrana externa. Los
valores para el indice de Shanon fueron de 1.27 y 1.38 para las comunidades
microbianas de los in6culos SR y E, respectivamente.

Como conclusidn, la conexion en paralelo de las caras de la celda mejoré
significativamente las caracteristicas electroquimicas de la CCM-2. El in6culo
enriquecido fue mejor que el sulfato-reductor sobre el rendimiento de las CCMs;
asi mismo, el rendimiento de la CCM-2 fue mejor que la CCM-1, alimentadas con
ambos indculos. La comunidad microbiana derivada del in6culo SR fue poco
diversa que la comunidad derivada del in6culo E. Ambos in6culos presentan

microorganismos que son electroquimicamente activos.



ABSTRACT

Microbial fuel cells (MFC) are electrochemical devices that convert chemical
energy into the form electricity through the catalytic activity of microorganims.
Among several factors that have an impact on microbial fuel cell (MFC)
performance, the internal resistance (Rin) is of paramount significance. The aim of
this work was to design and characterize a novel, multiface parallelepiped MFC in
the perspective of decreasing the Rj;; and increasing the volumetric power (P,)
output.

This work had a double purpose: (i) to study the effect of inoculum (sulfate-
reducing (SR) and enriched (E) inocula on the characteristics of one-chamber
standard microbial fuel cell (MFC-S) and parallelepiped cell and (ii) to analyze the
bacterial communities in cells operated with either SR or E.

The MFC-P consisted of a parallelepiped built in plexiglass with a liquid
volume of 270 mL. Five faces of this cell were fitted with ‘sandwich’ cathode-
membrane-anode assemblages (CMA). The internal resistances were 400 and 84,
and 230 and 292 Q; and volumetric powers were 655 and 1800 mW/m?, and 5804
and 1772 mw/m?® for the faces connected in series and parallel and the MFC-P
loaded with SR and E, respectively. Anode density powers were 18.4 and 50
mW/m?, and 209 and 64 mW/m? for the faces connected in series and parallel and
the MFC loaded with SR and E, respectively. The MFC-S of 150 mL consisted of
one-chamber plexiglass cell with electrodes separated 7.8 cm. The values of Rjy
were 4602 and 1593 Q, and volumetric powers were 52 and 76 mW/m?, for the
MFC-S loaded with SR and E, respectively.

Regarding the enrichment of the microbial inoculum, we could achieve a
419 mM Fe*? concentration at the end of the 3™ and last transfer; this was an
evidence of the increase of either the Fe(lll) reducing microflora, or Fe(lll)-reducing
activity, or both. Furthermore, 100 mM Fe*? concentration was achieved on day 4
of the first transfer, while this concentration in last transfers was achieved in just
the first day of incubation. There was a significant difference in community
composition between both inocula. Clostridia predominated in the community of the



biofilm derived from the SR inoculum; this class is believed to be responsible for
the direct electron transfer to the anode according to other literature reports.
Predominant microbes in the biofiilm derived from the E belonged to
Deferribacteres class; this class is known to contain c-type cytochromes. Current
evidence suggests that a series of c-type cytochromes associated with the inner
membrane, the periplasm, and the outer membrane might interact to transfer
electrons to the outer membrane surface. Shannon indices were 1.27 and 1.38 for
the community derived from SR and E inoculum, respectively.

As conclusion, parallel connection of cell faces significantly improved the
electrochemical characteristics of the cell. E inoculum was better than SR on the
performance of the MFCs as well as, performance of MFC-P was better than MFC-
S performance, feed with both inoculua. Also, the SR-derived community was
sligthtly diverse than the E-derived one. Both communities harbored microbes that

are electrochemically active.



1. INTRODUCCION

1.1 Fuentes de energia renovables y no renovables

Para satisfacer nuestras necesidades como sociedad, es indispensable la
utilizacion de energia que puede ser provista tanto de fuentes no renovables como
de renovables. Dentro de las fuentes no renovables con mas demanda han sido
los combustibles fésiles que presentan diversas desventajas, ademas de escasear
en un futuro cercano tienden a emitir diversos contaminantes en su combustion.

La mayor parte de la energia empleada actualmente en el mundo proviene
de los combustibles fésiles. Las sociedades del siglo XX son llamadas
correctamente “sociedades de hidrocarburos” porque utilizan diez veces mas
energia que en el siglo XIX (Dunn, 2002) (Fig. 1). Este aumento de la demanda

fue satisfecho principalmente por combustibles fosiles (90% del mercado mundial).
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Figura 1. Transicion global de los sistemas energéticos. Adaptado de Dunn, 2002.
Por otro lado, los combustibles renovables presentan una alternativa

prometedora debido al “minimo” impacto negativo al ambiente (Elam, 2003:
Wunshiers y Lindbland, 2002).



Dentro de las fuentes energéticas renovables y sostenibles, es posible
mencionar la energia solar, edlica, hidraulica y aquella que puede ser obtenida a
partir de biomasa. Dentro de la energia obtenida a partir de biomasa se
encuentran los combustibles no convencionales, como metanol, etanol o biogas
(Elam, 2003; Winschiers y Lindbland, 2002). La disponibilidad de algunas fuentes
energeéticas renovables depende de la localizacion geografica de tales sistemas,
es por esto que un factor primordial a evaluar es la cantidad de materia prima para

extraer energia.

1.2 Alternativas energéticas

Dentro de los procesos que emplean biomasa como materia prima para la
obtencion de energia, se destacan principalmente los que utilizan
microorganismos, como bacterias, hongos, algas, entre otros; ya que al utilizar
biomasa como materia prima, se da un doble enfoque al proceso, por un lado al
tratamiento de biomasa como materia prima y por otro, la obtencion de energia
aprovechable del mismo (Poggi-Varaldo et al., 1997).

En los procesos que se utiliza biomasa como sustrato, se busca la
degradacion completa de la misma. En ocasiones esto no es posible, como la
obtencién de H; a partir de biomasa, mediante la utilizacién de inhibidores de la
metanogénesis, en la cual, s6lo se logra la degradacién parcial de la biomasa
adicionada al sistema, lo que conlleva a la consecuente generacion de metabolitos
organicos extraibles (Sparling et al., 1997).

Estos ultimos son candidatos de utilizarse para la generacion adicional de
energia, ya sea por un sistema acoplado metanogénico o por medio de bacterias
fototréficas capaces de producir H, como combustible o por medio de una celda
de combustible microbiana (CCM)(Carmona-Martinez et al., 2007).

Por otro lado, la energia obtenida a partir de biomasa representa una fuente
de obtencion renovable y sostenible a futuro. Por ejemplo, el tratamiento de
residuales municipales mediante procesos anaerobios genera biogas como

combustible que con algunas modificaciones del proceso se obtienen cantidades



importantes de H, (Valdez-Vazquez et al., 2006b; Valdez-Vazquez et al., 20064a;
Valdez-Vazquez et al., 2005b; Valdez-Vazquez et al., 2005a). Este ultimo conocido
por ser un combustible ambientalmente amigable (Lay et al., 2003), debido a su
carencia de atomos de carbono u otros elementos precursores de contaminantes
en su molécula (Fig. 2). Como una alternativa adicional, la obtencién de energia
eléctrica se presenta como una tecnologia atractiva e innovadora, mediante la cual
la materia organica soluble genera una diferencia de potencial traduciéndose en

una corriente eléctrica.
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Figura 2. Estructura molecular de diversos tipos de combustibles. Adaptado de
Dunn, 2002.

1.3 Celdas de combustible

Las celdas de combustible quimicas son dispositivos que convierten energia
quimica directamente a electricidad. La conversion quimica ocurre en un electrodo
anaerobio, donde se emplea un catalizador para acelerar la oxidacion de un
combustible especifico (H,, CH4, CH30H). Los electrones de esta oxidacion son
transportados hacia el catodo por el exterior, mientras que los protones pasan a
través de una membrana de intercambio protdnico hacia el catodo. Los protones y



electrones son usados para reducir el oxigeno a agua, por una reaccion catalizada

en el electrodo catédico.

1.3.1 Principios de una celda de combustible microbiana
Las CCMs convierten energia quimica en electricidad por medio de la actividad
catalitica de los microorganismos.

Las CCMs comparten muchas similitudes con las celdas de combustible
quimicas. El combustible es oxidado en una cdmara anddica anaerobia, pero en
lugar de un elemento catalizador, las bacterias son usadas para catalizar la
oxidacion del combustible. Como los microorganismos oxidan los donadores de
electrones (combustible), los electrones resultantes son transferidos del anodo, el
cual esta separado del catodo por una membrana de intercambio proténico

(reaccion de oxidacién en el anodo, ecuacion 1);

(CH,0)n + NH,0 ------------- nnCO; + 4ne” + 4nH" (1)

Los electrones del &4nodo se transfieren a través de un circuito externo al
catodo aireado. Esta transferencia es inducida por la diferencia de potencial entre
los electrodos del anodo y el catodo. Una reaccion de reduccion de oxigeno toma
lugar en el catodo utilizando los electrones transferidos, los protones,
transportados a través de la membrana, y el oxigeno molecular. (Reaccién de

reduccion en el catodo, ecuacion 2);

VTR ¥ o P— 2H,0 )

Bajo la condicion de circuito cerrado, la potencia disponible de la CCM
(Pccem) depende del voltaje de la celda (Vcem) Y la corriente de la celda (lccm)
(ecuacion 3). Los ultimos factores estan vinculados por la aplicacion de resistencia
usando la Ley de Ohm en la cual R representa la resistencia (ecuacion 4). El

voltaje ideal de la celda es la diferencia entre los potenciales del compuesto



oxidante y el combustible (Eox — Ecomb), Sin embargo las pérdidas irreversibles
(sobrepotencial) son resultado de las limitaciones cinéticas (ecuacion 5).

Las cinéticas de un sistema electroquimico pueden ser de difusion
controlada (control de transporte de masa) y/o activacion controlada (control de
transferencia de carga). El control de la difusibn se plantea cuando la
concentracion del flujo del combustible o del oxidante llega a ser limitado. El
control de transferencia de carga domina cuando hay valores altos de resistencia
de los materiales de los electrodos, los electrolitos y/o la membrana de
intercambio proténico. La transferencia de carga y el transporte de masa son
afectados también por la dimensiéon y geometria del electrodo en la CCM.

Finalmente, ambos tipos de limitaciones cinéticas pueden disminuir la generacion

de potencia.

Pcem = Veewm X leem 3)
Veem = lecem X R (4)
Veem = (Eox — Ecomb) — 17 (5)

Las CCMs tienen algunas diferencias notables a las celdas de combustible
quimicas, las cuales relacionan el hecho que en lugar de quimicos, emplean
catalizadores vivientes. Las bacterias emplean como combustible diferentes
compuestos y no se ven limitadas por un sélo sustrato, ademas estos
microorganismos tienen la habilidad de reproducirse y pueden ser optimizadas

para una amplia variedad de condiciones fisicas y quimicas.

1.3.2 Mecanismos de transferencia de electrones en una celda de combustible
microbiana

Estudios recientes han expandido grandemente el rango de microorganismos
conocidos que también pueden funcionar como microorganismos reductores de

electrodos en el &hodo o como microorganismos oxidantes de electrodos en el



catodo. Los microorganismos que pueden oxidar completamente compuestos
organicos, con un electrodo sirviendo como el Unico aceptor de electrones, se
espera que sean, primeramente, productores de potencia (Lovley 2006).

Desde que los microorganismos actian como un catalizador en la
transferencia de electrones del substrato al anodo, la seleccion de un cultivo
microbiano de alto rendimiento (ya sea puro o mezcla) es de crucial importancia
en CCMs.

Diversos mecanismos de transferencia de electrones al &nodo ha sido
propuesto incluyendo: (i) transferencia de electrones directa via citocromos tipo ¢
en la membrana externa, (ii) transferencia de electrones de amplio rango via
nonocables microbianos, y (iii) transferencia de electrones via mediadores de
electrones solubles. Tales mecanismos son importantes dependiendo de los

microorganismos y el grosor de la biopelicula en el anodo (Lovley 2006).

1.3.2.1 Transferencia directa via citocromos tipo ¢ en la membrana externa
Shewanella putrefaciens MR-1 es un microorganismo modelo para el estudio de
los procesos de transferencia de electrones en el comportamiento anddico de una
CCM, porque es capaz de transferir directa e indirectamente electrones a los
aceptores de electrones sélidos con L-lactato como el donador de electrones
(Rosembaum et al. 2007) Durante la transferencia directa, las proteinas
citocromos tipo ¢ de la membrana externa facilita la respiracion de los
microorganismos con, por ejemplo, electrodos. S. putrefaciens puede también
transferir electrones indirectamente con la ayuda de (ribo)flavinas como
mediadores de electrones (Marsili et al. 2008, von Canstein et al. 2008).

Se reporté que aproximadamente el 80% de los citocromos anclados a la
membrana de S. putrefaciens durante su crecimiento anaerobio, estan localizados
en la membrana externa (Myers and Myers 1992). Cuatro distintos citocromos han
sido identificados en una fraccion de la membrana de la bacteria, y el contenido de
un citocromo tipo ¢ de 83 kDa fue menor en las células que crecieron bajo

condiciones aerobias que en aquellas células que crecieron anaerébicamente



Por otro lado, la manipulacién experimental, el andlisis electroquimico y los
modelos de estudio, han sugerido que G. sulfurreducens transfiere electrones al
anodo directamente gracias a su capacidad de producir alrededor de 100
citocromos tipo ¢ que se encuentran codificados en su genoma y que se ha
encontrado que se relacionan directamente con la transferencia de electrones a
metales, algunos de ellos son MacA, PpcA, OmcB, OmcE, OmcS, OmcZ (Fig. 3).
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Figura 3. Mecanismo para la transferencia extracelular de electrones por G.
sulfurreducens (Lovley 2006).

1.3.2.2 Transferencia de electrones de amplio rango via nanocables microbianos
El genoma de G. sulfurreducens ya ha sido secuenciado y se ha obtenido
informacion valiosa acerca de su metabolismo y estrategias de supervivencia.
Pero sin lugar a dudas abre un camino para el entendimiento de los mecanismos
que esta bacteria emplea, en los procesos bioguimicos que participan en la
transferencia de electrones, tanto para la reduccion de metales como para la
produccion de electricidad (Lovley et al. 2012).

Recientemente se ha encontrado que los pili de G. sulfurreducens,
presentan la caracteristica de ser los conductores de la electricidad a O0xidos de
Fe(lll), Mn(IV) (ambiente natural) y a electrodos (laboratorio) comportdndose como

nanocables. Los electrones generados en el metabolismo central son



transportados fuera de la célula, tanto por los citocromos presentes en la
membrana externa como por el pili. Los procesos de dicha transferencia de
electrones es el resultado de la respiracion anaerobica y la reduccion
desasimilatoria de metales es de gran importancia. La produccion de los pili, asi
como la formacion de la biopelicula se encuentra estrictamente regulado en esta
bacteria.

Regulacion de la expresion de la pilina. En G. sulfurreducens se han
identificado numerosos genes que participan en la biogénesis de los pili. El gen
pilA codifica para la proteina estructural (pilina). PilR y PilS son proteinas que
constituyen un sistema regulatorio de dos componentes involucrados en la
expresion siendo en este caso PilR, el activador trascripcional y PilS el sensor
(Nufiez et al.2006). Ademas de pilB, pilT y pilC que participan probablemente en el
ensamblaje de esta estructura. El andlisis de la region arriba de pilA revel6 una
secuencia reconocida por el cofactor sigma alternativo RpoN y recientemente se
demostro la participacion de pilR en su activacién (Nufiez et al. 2006; Juarez et al.
2008) se comprobd también, que pilR interviene directamente en la expresion de
pilA y en la de ciertos citocromos importantes en la transferencia de electrones a
Fe (lll) (Juarez et al. 2008).

Pili actuando como nanocables. Previas investigaciones en la transferencia
de electrones a Fe (Ill) se han enfocado en el rol de la membrana externa en
citocromos tipo C (Lovley et al. 2004; Richardson 2000). Sin embargo, algunos
organismos reductores de Fe(lll) carecen de citocromos tipo ¢ (Lovley et al. 1995).
Las especies de Geobacter son predominantes en reducir Fe(lll) de distintos
ambientes, esto se debe al contacto directo con los Oxidos de Fe(lll) para
reducirlos, y producir de forma monolateral el pili, es por esto que se propuso que
el pili podria ser el conductor de electricidad, lo cual se comprobd posteriormente
(Reguera et al. 2007).

G. sulfurreducens produce pili durante el crecimiento en 6xidos de Fe(lll),
pero esto no ocurre en Fe(lll) soluble (Fig. 4 a, b). La formacién de pili también se
lleva a cabo con otros aceptores de electrones como fumarato a una temperatura

que puede ir de los 25°C a los 30°C (Fig. 5) indicando que la produccion de pilina



en G. sulfurreducens puede también ser regulada en su crecimiento, como sucede

con otras bacterias. Los pili de G. sulfurreducens no parece estar relacionado con
la motilidad (Reguera et al. 2005).

Figura 4. Los pili de G. sulfurreducens. Micrografia por transmision electrénica de
células creciendo en cristales de éxidos de Fe(lll). a) Citrato Férrico soluble. Las
flechas indican donde se ubica los Pili. b) Un acercamiento en una escala en bars
de 0.5 uym.

Se ha reportado que la deficiencia de pili en mutantes de G. sulfurreducens
no son buenos reductores de 6xidos de Fe(lll) aunque si se pueden unir a ellos.
Una sonda conductora microscoépica de fuerza atémica reveld que los pili son
altamente conductivos. Dichos resultados indican que los pili de G. sulfurreducens
pueden funcionar como nanocables biol6gicos, para transferir electrones de la
superficie de la célula a la superficie de los 6xidos de Fe(lll) (Reguera et al. 2005) .
La transferencia de electrones a través de pili, abre muchas posibilidades de
interacciones entre superficies de células y/o materiales, y asi, obtener novedosos

materiales conductores en bioingenieria.
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Figura 5. Micrografia obtenida por microscopia electrénica de transmision. Muestra
células de la cepa silvestre.

1.3.2.3 Transferencia de electrones via mediadores de electrones solubles

La corriente eléctrica fue generada solo cuando compuestos mediadores solubles
fueron agregados a aquellos cultivos microbianos para facilitar la transferencia de
electrones de la bacteria a los electrodos en una CCM. Algunos mediadores
incluyen ferricianuro de potasio, acido disulfénico 2,6-antroquinona, tionina, rojo
neutral, entre otros. El requerimiento de mediadores es problematico, porque
muchos de estos mediadores son toxicos y no pueden ser usados cuando la
energia eléctrica es alcanzada de la materia organica en un ambiente natural.
Estos mediadores en su forma oxidada penetran a la célula microbiana y llegan a
ser reducidos durante el metabolismo microbiano. Los mediadores reducidos
entonces se difunden fuera de la célula y viajan al anodo donde son entonces
oxidados. Sin embargo, la mayoria de estos mediadores son caros y toxicos,
causando que su uso llegue a ser inefectivo y poco amigable con el ambiente.

Las células bacterianas son electroquimicamente inactivas porque los
acarriadores de electrones activos estan encerrados en una pared celular no
conductiva y otras estructuras superficiales. Por estas razones, varios mediadores
electroquimicos han sido usados en estudios electroquimicos de células
bacterianas intactas y para la construccion de una CCM (Kim et al. 2001).
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1.4 Procedimientos de enriquecimiento de bacterias electroguimicamente

activas

Dos de las cepas mas estudiadas sobre su capacidad de producir electricidad son
Shewanella oneidensis y Geobacter sulfurreducens, a través de ellas se busca
dilucidar los mecanismos de transferencia de electrones exocelular (Xiang et al.
2008).

Bond & Lovley (2002), utilizaron una cepa pura de G. sulfurreducens para
inocular en una camara en la cual se tenia barra de grafito como aceptor de
electrones y acetato e hidrégeno como donador de electrones obteniendo una
produccién de corriente en la celda de combustible de 65 mA/m?, por electrodo de
superficie, produccion superior a los reportes a esa fecha utilizando sistemas
microbianos e incluso es superior a sistemas donde se agregaban compuestos
mediadores a las celdas.

Una estrategia para determinar cuales microorganismos contribuyen a la
produccion de potencia de diversas fuentes de carbono, es identificar aquellos
microorganismos que colonizan selectivamente las superficies anddicas. Los
microorganismos que son abundantes en el anodo pueden depender de las
condiciones de enriquecimiento

En el caso particular de las celdas de combustible microbianas se han
hecho esfuerzos por establecer protocolos con los cuales se logre obtener células
gue sean capaces de generar una cantidad de potencia atractiva por la celda, esto
sin la necesidad de agregar mediadores exdgenos, y que los cultivos que estén
trabajando en el interior de la celda, sea un cultivo de microorganismos
especificos y evitar tener la presencia de bacterias que en lugar de favorecer el
rendimiento de la CCM, afecte directamente en el consumo de sustrato sin liberar
a cambio energia para la celda o que incluso actie como una resistencia mas para
el sistema al interponerse en el camino entre las BEAs y el anodo.

El fundamento para empezar a utilizar superficies solidas como aceptores

de electrones en condiciones anodxicas se basa en la habilidad de Geobacteraceae
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para transferir los electrones a aceptores de electrones insolubles como 6xidos de
Fe (lll) (Rabaey et al. 2006).

La identificaciébn de condiciones reductoras de Fe(lll) esta basado en la
aparicion de elevadas concentraciones de Fe(ll) en muestras de aguas profundas,
donde la solubilidad del Fe(ll) es mucho mas alta que la de especies de Fe(lll)
(Gorm et al. 1994).

Algunos cepas de bacterias electroguimicamente activas han sido
estudiadas, entre ellas se conocen Aeromonas hydrophilia, Clostridium butyricum,
Desulfobulbus propionicus, Enteroccus gallinarum, Geobacter sulfurreducens,
Rhodofoferax ferrireducens y Shewanella oneidensis (Chang et al. 2005).

Algunos trabajos sobre rutas de transporte de electrones han sido utilizando
bacterias que tienen la capacidad de llevar a cabo una respiracion mineral.
Usando compuestos insolubles como aceptor terminal de electrones (Schréeder
2007). Esta caracteristica de los microorganismos de reducir los metales ha sido
usado tradicionalmente como un método para seleccionar y caracterizar bacterias
electroquimicamente activas para ser usadas en CCM (Biffinger et al. 2008). A la
fecha se pueden establecer tres métodos de enriquecimiento: 1) enriguecimiento
dentro de la CCM por funcionamiento continuo; 2) enriquecimiento externo usando
aceptores de electrones metalicos tales como manganeso y algunas formas de

Fierro y, 3) por aplicacion de diferentes potenciales anddicos.

1.4.1 Enriquecimiento dentro de la celda de combustible microbiana por
funcionamiento continuo

El enriquecimiento en CCM es mas sencillo y consiste en operar la celda por un
lapso de tiempo prolongado, dejando que en el interior se establezca una
seleccién inducida, en este caso principalmente por el tipo de sustrato que sea
proporcionado para la operacion de la celda. Una vez transcurrido un tiempo vy al
término de operacion de la celda se espera que las bacterias que prevalezcan
sean aquellas con capacidad de lograr degradar de mejor forma el sustrato y

sobre todo que sean las que en un ambiente andxico, al no tener un aceptor de
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electrones disponible como tal, transfieran sus electrones hacia el anodo para
generar una corriente eléctrica.

Sobre enriquecimiento en celda, se conoce un estudio sobre el efecto de la
aclimatacion de in6culos previamente enriquecidos (Kim et al. 2005, Wang et al.
2010, Sathish-Kumar et al. 2012). Después de un enriquecimiento mediante una
serie de transferencias usando como indculo lodos con un medio que contenia
hierro férrico como aceptor de electrones, se encontrd6 que cuando este indculo
enriguecido se aplicé a una celda, la potencia obtenida fue baja, del orden 2
mW/m?, aln mas baja que la potencia obtenida por el inéculo original. Sin
embargo, cuando se tomé inoculo del anodo de trabajo para aplicarlo a un nuevo
electrodo anddico la potencia maxima se incrementd de 2 a 40 mW/m?. Por lo
anterior se concluyé que es posible obtener mejores resultados de un
enriguecimiento cuando una biopelicula es tomada de un electrodo anddico de
una CCM existente y aplicada a un nuevo anodo (Kim et al. 2005).

Otro tipo de enriguecimiento en celda reporta una cepa de bacteria purpura
fototréfica no del azufre, como una de las bacterias de interés para generar altas
producciones de potencia. Esta bacteria es la Rhodopseudomonas palustris DX-1,
que fue aislada de una CCM y que en comparacion del cultivo mixto del cual fue
aislado, arroj6 mejores densidades de potencia (2720 + 60 mW/m?). Se contaba
con reportes de que algunas especies de Rhodopseudomonas palustris tienen la
habilidad de generar hidrégeno, pero éstas no habian sido mostradas como
generadoras de potencia en una CCM. De este modo, se tiene el reporte de una
bacteria mas con la capacidad de generar electricidad en las CCM (Xing et al.
2008).

1.4.2 Enriquecimiento externo usando aceptores de electrones metalicos tales
como manganeso Yy algunas formas de Fierro

El enriquecimiento externo consiste en aplicar condiciones especificas en matraz
con la finalidad de crear un ambiente critico para la biodiversidad del in6culo,
donde al paso del tiempo y llevando a cabo una serie de transferencias se logra

establecer cultivos que se han adaptado a ese microambiente. El objetivo del
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enriguecimiento es después implementar el inéculo obtenido dentro de la celda y
operar con dicho consorcio.

Las principales variables en el enriquecimiento para generar las BEAs son
temperatura, sustrato y aceptor de electrones. Siendo este ultimo factor de los
mas importantes. Algunos aceptores de electrones que se han trabajado son:
nitratos, sulfatos, tiosulfato, 6xidos de metal (Fe y Mn), CO,, fumarato, etc. Los
cuales son utilizados en sustitucion del oxigeno, es decir, para lograr esto, es en
condiciones anoxigénicas (Chang et al. 2005).

Debido a la propiedad del Fe(lll) que es insoluble a pH alrededor de la
neutralidad y que por lo tanto se asemeja a una superficie soélida como lo es el
electrodo anaddico, es que es el mas importante de los aceptores de los electrones
para los microorganismos en ambientes anaerobios (Lovley 1991).

Poggi-Varaldo et al. (2009), utilizaron como in6culo para operar la celda un
consorcio de bacterias sulfato-reductoras y otro con bacterias metanogénicas
obtenidas previamente de reactores en los que se les proporciond las condiciones
adecuadas para generar los tipos de bacterias con las que trabaj6. La operacion
de la celda fue a 50 horas, obteniendo una densidad de potencia promedio por las
bacterias sulfato reductoras de 12.31 mW/m?, este resultado fue 12 veces mayor
que la densidad de potencia obtenida utilizando el in6culo de bacterias

metanogénicas.

1.4.3 Aplicacion de diferentes potenciales anddicos

Este tipo de enriquecimiento consiste en aplicar una diferencia de potencial al
anodo, para que la seleccion dependa Unicamente del potencial aplicado al anodo.
Esto se logra usando una celda de electrdlisis microbiana en donde se incrustan
los electrodos que funcionaran como anodo y a cada uno se les aplica una
diferencia de potencial anddico. Usando esta técnica potenciostatica se encontrd
que aplicando potenciales bajos mostraron un crecimiento de biopelicula rapido y
ademas se obtuvieron altas densidades de corriente. También se sabe que con
bajos potenciales no existe una gran diversidad de bacterias, tal como sucede

utilizando potenciales altos, sino que efectivamente se logra un enriquecimiento
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generando en mayor numero bacterias similares a G. sulfurreducens (Torres et al.
2009).

1.5 Efectos de la arquitectura y de los materiales de construccion sobre el

rendimiento de una celda de combustible microbiana

La produccién de energia eléctrica en una CCM esta afectada por diferentes
factores incluyendo la arquitectura del reactor y tipo de materiales de construccion.
Min et al. (2005) evaluaron el uso de un puente salino y membrana (Nafion 117)
en una CCM de dos camaras obteniendo 2.2 y 38 mW/m? respectivamente,
donde el bajo valor de densidad de potencia para el puente salino se atribuy6 a su
alta resistencia interna (Rin) siendo de 19 920 Q comparada con el sistema de
membrana cuya resistencia resulté de 1 286 Q.

Se ha demostrado que removiendo la membrana de intercambio protonico
(MIP) en una CCM de una camara incrementa la densidad de potencia de 262 a
494 mW/m? para una CCM con MIP y una CCM sin MIP respectivamente (Liu et al.
2005a). Por otro lado ha sido evaluado el efecto del area superficial de la MIP de
35, 6.2 y 30.6 cm? donde el area de &nodo y catodo fue de 22.5 cm?
respectivamente. La densidad de potencia fue de 45, 68 y 190 mwW/cm?
respectivamente, esto indica que el area superficial de la MIP es un factor
importante en el desempefo de una CCM (Oh & Logan. 2007).

Song et al. 2008 demostraron que la disminucion de distancia entre
electrodos conduce a un aumento de densidad de potencia. Disminuyeron la
distancia entre los electrodos anodo de 4 a 2 cm en una CCM sin membrana y
obtuvieron densidades de potencia maximos de 108 y 160mwW/m?
respectivamente, donde el incremento de la densidad de potencia estuvo asociado
a la disminucion de la R de 400 a 200 Q. El efecto de la distancia entre los
electrodos sobre el rendimiento de una CCM también ha sido evaluado en otros
estudios (Vazquez-Larios et al., 2010; Liu et al., 2005b; Liang et al., 2007) y los
resultados disponibles sugieren que la disminucion de la distancia inter-electrodos

puede disminuir sustancialmente la resistencia interna de la celda, particularmente
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cuando se usan electrodos emparedados.

Du et al. (2007) han resumido la lista de materiales utilizados en electrodos
y membranas de intercambio protdnico, a saber:

0] Anodo: grafito esférulas vy varillas, tela de grafito, papel impregnado
de carbdn, tela de carbdn, carbon vitreo reticulado, carbon activado,
platino, negro de platino, recubrimientos con polimeros.

(i) Cétodo: grafito, tela de grafito, papel impregnado de carbdn, tela de
carbdn, platino, negro de platino.

(i)  Catalizador en los electrodos: platino, negro de platino, polianilina,
mediadores de electrones (compuestos de Fe (lll), Mn (IV), el
analogo de sustancias humicas 2,6-disulfonato de antraquinona o
AQDS por su sigla en inglés, y 1,4-naftoquinona) inmovilizados o
adsorbidos en o sobre el material de los electrodos (dopado o
dopamiento).

(iv) MIP: puente salino, Nafion, Ultrex, polimeros selectos (poli etielen-
poliesteren- co divinil benceno), porcelana.

El tipo de material de construccion de electrodos influye decisivamente
sobre las pérdidas de polarizaciéon debidas a la activacion. En ese sentido, los
electrodos de platino y negro de platino son mas efectivos que los de grafito y
carbon, tanto para disminuir las energias de activacion de reacciones anddicas
como la de la reduccion de O, en el catodo. Sin embargo, el costo del Pt es
altisimo, y ademas hay consideraciones sobre la desactivacién de la capacidad
catalitica del Pt por formacion de PtO y ‘envenenamiento’ con otras sustancias
usualmente presentes en el licor de las celdas. Una solucién de compromiso entre
efectividad y costo es la utilizacion de electrodos de grafito o papel de carbén
pintados (recubiertos) con una suspension de platino tal que el contenido
superficial quede entre 0.1 a 0.5 mg Pt/cm?. El recubrimiento de electrodos de Pt
y negro de Pt con polimeros selectos como polianilina y polianilinas fluoradas
condujo a incrementos de la corriente eléctrica de las celdas, presumiblemente
tanto por su conductividad eléctrica propia como por la proteccién contra la
formacion de PtO (Schroder et al.,, 2003; Niessen et al., 2004; Niessen et al.,
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2006). En otro trabajo (Jian & Li, 2009)se recubri6 el &nodo de tela de carbon con
polipirrol (polimero conductor, no toxico) en una celda bicameral operada en lote y
alimentada con una mezcla de agua residual municipal y acetato de sodio, de 1
000 mg/L DQO. Se comparo su rendimiento con el de una celda bicameral cuyo
anodo de tela de carboén sin recubrir. Se encontré un aumento de potencia en los
primeros seis dias de operacion de la celda con anodo recubierto, comparado con
la otra celda. Sin embargo, en lotes posteriores, los desempefios de las celdas
resultaron similares. Los autores discutieron este efecto en términos de la
colonizacién progresiva de los anodos y la consiguiente disminucion de las cargas
debidas al polimero (cargas tipo R-NH,;") y la disminucién de la fuerza ionica
localizada.

Se ha visto que la inclusibn de compuestos de Fe (lll) y Mn (IV) en
electrodos (dopado o dopamiento) puede aumentar en hasta dos oOrdenes de
magnitud la intensidad eléctrica obtenida, comparado al desempefio de la celda
con electrodos sin dopar (Park & Zeikus , 2000). Un efecto similar se ha reportado
para CCM in situ basadas en sedimentos marinos (Lovley et al., 2006).

Historicamente, se recurrié a puente salino como dispositivo de intercambio
proténico y control de la difusién o retrodifusion de otros cationes y especies
quimicas entre las camaras catddica y anddica de celdas de dos camaras. Sin
embargo, contemporaneamente se ha abandonado el puente salino debido a su
mayor resistencia interna (Min et al., 2005) y se ha reemplazado por membranas
poliméricas y otros materiales. El material comiunmente utilizado para MIPs es el
Nafion, seguido de Ultrex, que ostentan permeabilidad selectiva y relativa larga
duracién, esto debido a su posible asolvamiento cuando se alimenta residuales
reales a la CCM. Sin embargo, por un lado, son materiales muy caros, ademas, su
permeabilidad selectiva no es perfecta pues en ciertas condiciones permite el paso
de otros cationes especificos. La disponibilidad de protones en el catodo depende
en grado sumo de la MIPs, por lo que se requiere no solamente de una alta
permeabilidad selectiva hacia protones sino también de suficiente area superficial.
Asi, la relacion volumen celda/drea MIP 6 relacion area electrodo/area MIP juega

un papel significativo en el desempefio de una CCM, como se discutié mas arriba.
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Para bajos valores de estos cocientes, se facilita el transporte de protones hacia el
catodo y consecuentemente baja la resistencia interna de la celda (bajan las
pérdidas 6hmicas) (Oh & Logan, 2006).

Se buscan activamente materiales de menor costo para la construccion de
MIPs. Una membrana construida con caolin porcelanizado (Park & Zeikus, 2000)
en una CCM equipada con electrodos de grafito dopados con Mn (IV) y Fe (lll) e
inoculada con lodo de purga de planta de tratamiento, mostré6 un desempefio
atractivo, con maximos de 450 mV y 790 mA/m? de voltaje de celda y densidad de
corriente, respectivamente. Sin embargo, un intento mas reciente que no ha dado
resultados atractivos ha sido el uso de polietileno-poliestireno con divinal benceno
sulfonado (Grzebyk & Pozniak, 2005).

Asi, la busqueda de materiales efectivos y de menor costo para reemplazar
catalizadores caros en electrodos (Pt) y polimeros caros en MIPs (Nafion, Ultrex),
es un area de investigacion dinamica destinada a contribuir significativamente al

desarrollo y a la factibilidad econ6mica de la tecnologia de CCM.
1.6 Resistencia Interna

1.6.1 Resistencia de un conductor
Se denomina resistencia eléctrica a la dificultad u oposicion que presenta un
cuerpo al paso de una corriente eléctrica para circular a través de él.

Los factores principales que determinan la resistencia eléctrica de un
material son:
- tipo de material
- longitud
- seccion transversal
- temperatura

Un material puede ser aislante o conductor dependiendo de su
configuracion atomica.

El conductor es el encargado de unir eléctricamente cada uno de los

componentes de un circuito. Dado que tiene resistencia 6hmica, puede ser


http://es.wikipedia.org/wiki/Corriente_el%C3%A9ctrica
http://es.wikipedia.org/wiki/Conductor_el%C3%A9ctrico
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considerado como otro componente mas con caracteristicas similares a las de la
resistencia eléctrica.

Un material de mayor longitud tiene mayor resistencia eléctrica (Fig. 6). El
material de mayor longitud ofrece mas resistencia al paso de la corriente que el

de menor longitud.

- —

T | = —

Direccion de la corrietite Direccian de 1 comiente

Figura 6. Materiales de A) menor longitud y B) mayor longitud, al paso de
corriente

Un material con mayor seccion transversal tiene menor resistencia (Fig. 7).
El material de menor seccion ofrece mayor resistencia

al paso de la corriente que el de mayor seccion.

B
A
Figura 7. Materiales de A) menor seccion transversal y B) mayor seccion
transversal, al paso de corriente eléctrica

De este modo, la resistencia de un conductor eléctrico es la medida de la
oposicion que presenta al movimiento de los electrones en su seno, o sea la

oposicion que presenta al paso de la corriente eléctrica.

1.6.2 Resistividad eléctrica

La resistividad es una caracteristica propia de un material y tiene unidades de
ohmios—metro. La resistividad indica que tanto se opone el material al paso de la
corriente.

La resistividad [p] (rho) se define como:


http://www.unicrom.com/Tut_resistencia.asp
http://es.wikipedia.org/wiki/Conductor_el%C3%A9ctrico
http://es.wikipedia.org/wiki/Electr%C3%B3n
http://www.unicrom.com/Tut_corriente_electrica.asp
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p=R*A/L (6)

donde p: es la resistividad medida en ohmios-metro; R: es el valor de la resistencia
eléctrica en Ohmios; L: es la longitud del material medida en metros; A: es el area
transversal medida en m?

De la anterior férmula se puede deducir que el valor de un resistor, utilizado
normalmente en electricidad y electronica, depende en su construccion, de la

resistividad (material con el que fue fabricado), su longitud, y su area transversal.

R=p*L/A 7)

L

A
Figura 8. Representacion gréfica de la féormula de resistividad

A mayor longitud y menor area transversal del elemento, més resistencia.

A menor longitud y mayor area transversal del elemento, menos resistencia.

1.6.3 Resistencia interna en celdas de combustible microbianas

El voltaje actual de salida en una CCM es menor que el voltaje ideal
termodinamico predicho debido a las pérdidas irreversibles. Las tres principales
pérdidas irreversibles que afectan el rendimiento de una CCM son: pérdidas de
activacion, pérdidas 6hmicas y pérdidas de transporte de masa. Estas pérdidas se
definen como el voltaje requerido para compensar la corriente perdida debido a las
reacciones electroquimicas, el transporte de carga y los procesos de transferencia
de mas que toman lugar en los compartimientos anddico y catddico. El grado de
estas pérdidas varia de un sistema a otro. Las limitaciones electroquimicas sobre
el rendimiento de la CCM se deben a su resistencia interna (Ri). El principal

componente de la Riy es la resistencia 6hmica, la cual puede estar dividida en la


http://www.unicrom.com/Tut_resistencia_electrica.asp
http://www.unicrom.com/Tut_resistencia_electrica.asp
http://www.unicrom.com/Tut_resistencia.asp
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resistencia electrolitica, la resistencia 6hmica de los electrodos y la resistencia de
transferencia de los electrodos.

La resistencia 6hmica (Ronmic) esta tipicamente dominada por la resistencia
ionica (Rion) asociada a la resistencia del electrolito (Deng et al. 2009; Feng et al.

2010). La Rjon, debida al electrolito esta dada por la siguiente expresion:

Rion = 0*L/A = (1/ K)*L/A 8)

donde p: es la resistencia especifica o resistividad del electrolito, L: es la distancia
entre los electrodos; A: éarea superficial de los electrodos, k: conductancia
especifica o conductividad del electrolito. La revision de la Ec. (8) llama la atencién
sobre las maneras de reducir las pérdidas 6hmicas, por ejemplo, mediante la
reduccion de la distancia que separa los electrodos (disminuyendo L),
incrementando el area superficial de los electrodos (incrementando A), e
incrementando la conductividad del electrolito y el material de la membrana de
intercambio proténico (incrementando k). Una imagen fisica del efecto de la
separacion inter-electrodos pudiera ser que los protones tienen menos distancia
por recorrer, y consecuentemente la resistencia 6hmica es menor.

La influencia del espacio entre los electrodos sobre el rendimiento de las
CCMs se ha observado en diferentes trabajos.

Otra variable que pudiera permitir la disminucion de Ronmic €S €l area de los
electrodos. Esta Ultima puede ser expresada en términos de una variable &, que se
define como la relacion del area de los electrodos entre el volumen de la celda,

expresada:

é :A/ VCCM (9)

donde Vcem es el volumen de la CCM. Esto representa el area anddica especifica
en contacto con el licor de la celda.
Diversos trabajos han investigado el uso de materiales anddicos con un alto

valor de &, tales como grafito granular y reticulado y carbon activado granular
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(Martin et al. 2010; Rismani-Yazdi et al. 2008). Con respecto al uso de electrodos
planos, el ¢ de la celda puede ser incrementado si la mayoria de las paredes de la

celda se encuentran equipadas con electrodos.

1.6.3.1 Curva de polarizacion

Las curvas de polarizacion son consideradas como una herramienta muy til para
el analisis y caracterizacion de una CCM (Logan et al., 2006). Este tipo de curvas
en particular se utilizan para encontrar la resistencia interna, asi como también los
puntos maximos de Potencia (Pccy en mW) y Voltaje (Eccm en V) con respecto a
la Corriente (Iccm en mA) (Oh y Logan, 2006). La manera en que una curva de
polarizacion se obtiene, es mediante la variacion de la resistencia externa (Rex),
ya sea en aumento o en decremento.

Primero es necesario operar la CCM sin necesidad de conectarla a una Rey
y analizar su comportamiento con respecto al Voltaje a circuito abierto (EccuCA).
Una vez que éste Ultimo presente un comportamiento estable (Tender et al.,
2002), la CCM se somete a una Rey, la cual se ira variando hasta obtener una
curva que permita conocer el punto maximo de Potencia y Voltaje de la CCM.
También es posible usar dos métodos distintos para la construccién de una curva
de polarizacion.

El primer método se basa en fijar el circuito bajo una resistencia externa
variable durante un ciclo en lote con el objetivo de estimar el valor de la resistencia
interna (Rin) de la celda de combustible microbiana. Este valor comprende una de
las caracteristicas mas importantes de una celda de este tipo, ya que de acuerdo
al Teorema de Jacobi de la “maxima potencia producida por una fem” (Halliday et
al., 2005), una celda de combustible microbiana operada bajo una resistencia
externa igual a su resistencia interna resultard por consecuencia en un valor de

maxima potencia generada (Fig. 9).
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Figura 9. Teorema de Jacobi. Adaptado de Halliday et al., 2006.

El segundo método se basa en operar la celda en un ciclo completo en lote
utiizando una sola resistencia externa y entonces cambiar hacia una nueva
resistencia para operar la celda en el siguiente ciclo en lote (Heilman y Logan,
2006).

1.7 Biocétodos

Los biocatodos (Fig. 10) son factibles en CCMs de doble compartimiento, pero
solo muy pocos estudios se han realizado (Tabla I). Los biocatodos pueden
aventajar a los cétodos abidticos por diferentes razones. Primero, el costo de
construccion y operacion de las CCMs puede ser menor. Los catalizadores
metalicos o los mediadores artificiales de electrones pueden llegar a ser
superfluos en CCMs con biocatodos, porque los microorganismos pueden
funcionar como catalizadores para asistir la transferencia de electrones. Ademas
bajo ciertas condiciones especiales, los microorganismos, tales como las algas,
pueden producir oxigeno mediante reacciones fotosintéticas, omitiendo el costo de
un suministro externo de oxigeno. Segundo, los biocatodos pueden mejorar la
sustentabilidad de la CCM, porque el suministro de mediadores de electrones sera
eliminado. Tercero, el metabolismo microbiano en biocatodos puede ser utilizado

para generar productos utiles o remover compuestos no deseados. Los biocatodos
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también pueden estar involucrados en los procesos de remocion de nitrdgeno
durante el tratamiento de aguas residuales por compuestos reductores de nitrato
(denitrificacion). Mediante el uso de la denitrificacion en CCMs, los electrones de
la oxidacion de los residuos organicos pueden ser usados, en lugar de los
donadores de electrones externos, tales como el etanol, metanol, o gas hidrégeno,

los cuales son comunmente agregados para la denitrificacion de biorreactores.

0 oV

—H,0 | N, + H,0
R MIP | N03
SUSTRATO |
F SUSTRATO i
/ 2 0XIDADO H*%H*

BIOPELICULA BIOPELICULA BIOPELICULA

—_—

SUSTRATO MIP

SUSTRATO
0XIDADO

_1";____________________

H+

Figura 10. a) CCM con catodo abiotico; b) CCM equipada con un biocatodo

1.7.1 Biocatodos aerobios

En general, los biocatodos pueden ser clasificados como biocatodos aerobios y
anaerobios, dependiendo de los aceptores terminales de electrones que se
adapten en el catodo. El oxigeno es el aceptor terminal de electrones mas popular
en las reacciones del catodo en las CCMs, por su alto potencial redox y su
abundancia en el aire, asi como también su costo relativamente bajo en su
suministro. Diferentes estudios utilizaron microorganismos para asistir la oxidacién
de compuestos metélicos de transicion, tales como Mn(ll) o Fe(ll), para liberar
electrones al oxigeno. Ademas, las bacterias en el catodo benefician la reaccion

por el suministro de oxigeno.
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1.7.2 Biocatodos anaerobios

En ausencia de oxigeno, otros compuestos, tales como nitrato, sulfato, hierro,
manganeso, selenato, arseniato, urinato, fumarato y bidéxido de carbono (Tabla II)
como aceptores terminales de electrones (notar que aqui el hierro y el manganeso
no funcionan como mediadores de electrones bajo condiciones anaerobias).

Entre los compuestos comunmente encontrados, nitrato, hierro vy
manganeso tienen una actividad relativa metabodlica parecida a la del oxigeno,
mientras que el sulfato tiene una muy baja actividad redox. En cuanto a sus
potenciales redox, el potencial catédico con nitrato, manganeso y hierro como
aceptores terminales de electrones es comparable al oxigeno. Por otro lado, el
sulfato tiene un potencial negativo eliminando una generacidon de energia
favorable. Por lo tanto, basado en la actividad metabdlica y su propiedad
electroquimica, el nitrato, hierro y manganeso son una promesa como aceptores
terminales de electrones en un catodo anaerobio. Una ventaja del uso de un
biocatodo anaerobio a un catodo aerobio es la eliminacion de la difusion de
oxigeno dentro del 4nodo por medio de la MIP, previniendo la pérdida de
electrones al oxigeno en lugar de los electrodos.

1.7.3 Remocion de compuestos xenobidticos en celdas de combustible
microbianas equipadas con biocatodos

Los biocatodos de una CCM ofrecen una promesa prominente para el tratamiento
reductivo de contaminantes. Los biocatodos en CCMs han sido usados para
reducir O, NOg, perclorato, CO, y Cr(VI) (Tabla I).

El Cr(VI) es una sustancia quimica toxica que se encuentra en aguas
residuales de galvanoplastia, pigmentos y de los procesos de productos de la
madera, ha sido reducido por biocatodos en CCMs, demostrando su potencial
aplicacion en el tratamiento de aguas residuales con Cr(VI) (Fig. 11). Tandukar et
al. (2009) obtuvieron una densidad de potencia de 0.9 W/m? simultanea a la
reduccion de Cr(VI); sin embargo la tasa de reduccion de Cr(VI) fue lenta en
comparacion con los procesos anaerobios y aerobios convencionales, esto

debilita las ventajas de los biocatodos en CCMs para la biorremediacion actual
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sobre los sitios contaminados con Cr(VI). El desarrollo de la reduccion de Cr(VI)
por CCMs equipadas con biocatodos, esta aun en la infancia con la necesidad de
amplias investigaciones hacia la busqueda de CCMs con biocatodos mas
eficientes para mejorar la tasa de reduccion de Cr(VI) y la produccion de potencia.

Tandukar et al. (2009) demostré la reduccion bioldgica en el catodo de una CCM e
identific6 microorganismos reductores de Cr(VI). La CCM fue continuamente
monitoreada para la reduccion de Cr(VI) y la generacion de potencia, empleando
acetato como substrato en la camara anddica y bicarbonato en la cAmara catédica
como la Unica fuente de carbono externa. La contribucion de la biomasa decay6 y
los procesos abioticos sobre la reduccion de Cr(VI) fue minima, confirmando al
menos que la reduccion de Cr(VI) estuvo asistida por la actividad microbiana en el
catodo, los cuales utilizan electrones y protones generados de la oxidacion del
acetato en el anodo. Una tasa de reduccion maxima de 0.46 mg Cr(VI)/gSSV se
logré, lo cual resultdé en una corriente y densidad de potencia de 123.4 mA/m?y
55.5 mW/m? respectivamente. El cromo reducido no se detectdé en el
sobrenadante del catolito, lo cual indica la completa remocién de cromo como
precipitado Cr(OH).

Vs

/ Cr +H,0
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CH(OH), +H*

SUSTRATO ‘ \ ‘/
oxiDaDO Cré
’ Ht —+—— H+7 -—

EXOELéCTROGENOS BACTERIAS
REDUCTORAS DE
CROMO

Figura 11. CCM trabajando con un biocatodo sobre la reduccién de Cr(VI)

El perclorato es un contaminante emergente del agua potable, y es de
preocupacion ambiental, por su efecto inhibitorio sobre la glandula tiroides (Clark

et al. 2000). Existe la necesidad de eliminar las concentraciones de bajo nivel de
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perclorato en los suministros de agua potable, asi como la concentracion de alto
nivel en las aguas residuales industriales (Hatzinger et al. 2005). Un enfoque
efectiva es la bioreduccion a cloruro por bacterias reductoras de perclorato en via
desasimilatoria (Coates et al. 2004). Mientras un namero de biorreactores se han
desarrollado para la reduccién de perclorato (Logan et al. 2002), la reduccion
usando un catodo biolégicamente activo (biocatodo) en una CCM es un enfoque
potencialmente rentable (Figura 12). Muchas bacterias reductoras de perclorato en
via desasimilatoria son anaerobio facultativos y desnitrificantes. La pareja ClO4-Cl
tiene un potencial redox similar al del oxigeno y el rendimiento tedrico por electron
sobre el perclorato es similar a aquellos de la respiracion aerodbica y nitrato-
dependiente. Sin embrago, el crecimiento sobre el perclorato es bajo en
comparacion al crecimiento sobre oxigeno o nitrato, posiblemente porque el
perclorato y su reduccion intermedia, clorato, son reducidos por la misma enzima,
la (per)clorato reductasa (Nerenberg et al. 2002, Kengen et al. 1999; Bender et al.
2005; Dudley et al. 2008). Los biocatodos aprovechan la capacidad de
microorganismos especificos para aceptar electrones de una superficie sélida
(catodo) (Gregory et al. 2004). La reduccion de oxigeno en altas tasas sin un
catalizador de platino y la desnitrificacion se han logrado usando biocatodos
(Clauwaert et al. 2007; Gregory et al. 2005) asi como también la reduccién de
contaminantes clorados de aguas subterraneas y uranio(VI1) (Gregory et al. 2005;
Strycharts et al. 2008).

PEM R-CI H,

SUSTRATO
2e

SUSTRAT
OXIDAD

e

R-H" 2H
H* ——H" Gl +H-

MICROOGANISMOS
REDUCTORES DE CLOROS

Figura 12. Reduccién microbiana de TCE en celdas de combustible microbianas
equipada con biocatodo
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Tipo de Modo de | Inoculo en | Substrato Aceptor Ref.
celda Electrodos | Membrana | Operacion | el catodo Anddico Potencia Terminal de
(mW/m?) electrones
Anode: Efluente de
Tubular Grafito Ultrex CM Lote una CCM, | Acetato de 83+11 Mn (IV) Clauwaert
Granular 17000 lodos y Sodio et al.
Cathode: Continuo sedimento 655 2007a
Fieltro de
Carbon
Efluente de
Tubular Grafito Ultrex CM Continuo Medio y una CCMy 8 NO; Clauwaert
Granular 17000 KNO; Acetato de etal.
Sodio 2007b
Etapa
Lodo de un inicial: 0.13+£0.04 0,
Dos- Placas de tanque agua Chen
camaras grafito Ultrex Lote anoxico residual 6.5+1.9 et al.
granular doméstica 2008
Etapa NO;
estable:
Acetato de
Sodio
Etapa
papel Cultivo inicial:
Dos carbén a mixto de Lodos Lefvbre
Céamaras prueba de Nafion Lote bacterias Etapa 0.19 NO; et al.
humedad desnitrifi- estable: 2008
cantes Acetato de
Sodio
Dos Varas de Ultrex CM Lote Lodo Acetato de Liang et al.
camaras Grafito 17000 aerobio Sodio 0.11 (o}} 2008
Carbén Lote 32 Fe®* Yanping et al.
Dos granular Nafion Lodos Acetato de 2009
camaras 117 anaerobios Sodio Mn?*
Continuo 28
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Tres

Porcelana Lodos Agua Tran et al.
Céamaras Grafito proton Continuo | anaerobios residual 0.22 NO; 2009
permeable y biomasa | sintéticay
enrigquecida glucosa
nitrificante
Celda de Efluente de Jeremiass et
electrolisis Fieltro de No Continuo un Acetato de 0.5 0O, al.
microbia- grafito biocatodo Sodio 2009
na (CEM) de una
CEM
previa
Dos Fibras de Membrana Lodos Acetato de 68.4 You et al.
Camaras Gratito de Lote activados Sodio 0O, 2009
intercambio anaerobios
catiénico
Fieltro de Agua de
CCM de Carboén una CCM 0.0028 0O, De
Sedimento No Lote de Acetato de Schamphelair
sedimento Sodio e etal.
Acero con 2010
inoxidable biocatodo
previa
operacion
Medio y
Placas de mezcla de
Tubular fieltro de CMI7000 Lote lodos Acetato de 750 CO, Cao et al.
Grafito anaerobios Sodio 2009

y aerobios




30

Dos Grafito Ultrex CMI- Lote Consorcio | Acetato de 9.8 NO; Virdis et al.
camaras Granular 7000 de una Sodio 2010
CCM
existente
Dos Papel Membrana Lote Buffer de Medio y S. Freguia et al.
Camaras Carboén de celofan fosfatos Putrefacien -- 0, 2009
A.
Calcoace
Ticus
Dos Grafito Ultrex Lote Consorcio Medio y 9.9 NO; Virdis et al.
camaras granular CMI-7000 microbiano | acetato de 2009
sodio
Catodo: 122 0, Colmati et al.
Dos Tela de Nafion 117 Lote Céatodo Glucosa 2007
Camaras Carboén Enzimatico
Anodo:
Pt/C
CCM CCM oxica:
Andxica 'y Lote Mezcla de 131
oxica Fieltros de Ultrex lodos Xie et al.
Grafito CMI-7000 nitrifantes Glucosa NO; 2010
Tres CCM
camaras Continuo anoxica: 7.9
Mizcla de
lodos

desnitrifcan
tes
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CCM

Grafito Ultrex Lote Perclorato | Acetato de 3 NO; Butler et al.
rectangula | Granular CMI-7000 Potasio 2010
r
CCM tipo Placas de | Nafion 117 Lote Cr(lV) Acetato de 55.5 NO; Tandukar et
“H” Grafito Sodio al. 2009
Anddo:
Dos Placas de | Nafion 117 Lote Cr(IV) Acetato de 2.4 NO; Huaung et al.
Céamaras grafito Sodio 2010
Cétodo:
Grafito

Granular




TABLA 2. Reacciones en biocatodos

REACCION

REFERENCIA

MnO, ) + 4H" + 3e——>Mn“" + 2H,0

Rhoads et al. (2005)

Fe”'——»Fe’ +¢e

Lopez et al. (1999)

CeHgO5—™ > H, + CO, + Otros
productos

Bert and Canfield (1964)

NO; + 2H + 2e ——NO, + H,O

Gregory et al. (2004)

2H,0 + 26" ——» H, + 20H"
SO,* + 4H,—» S, + 4H,0
8042- + 4H2_>52- + 4H20

Del Duca and Fuscoe (1964)

CO, + 8H" + 8¢ —» CH, + 2H,0
Fumarato + 2H" + 26° ——» Succinato

Park et al. 2000

32
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2. JUSTIFICACION

Las CCM tienen ventajas sobre otras tecnologias usadas para la generacion de
energia a partir de materia organica: i) la conversion directa de sustrato a
electricidad permite altas eficiencias de conversion; ii) operan eficientemente a
temperatura ambiente incluidas temperaturas bajas; iii) no requieren del
tratamiento de biogas generado en la celda; iv) no requieren de energia extra para
airear el catodo, pues éste puede ser aireado pasivamente; v) tienen aplicacién
potencial en lugares alejados con ausencia de infraestructura eléctrica,
convirtiéndose en una opcién mas de energia renovable para los requerimientos
de energia a nivel mundial. A partir de la biomasa organica presente en residuos
sélidos y liquidos se pueden obtener una variedad de biocombustibles y
subproductos (Logan et al., 2004; Alzate et al., 2007; He y Angenent., 2006).

Las CCMs se plantean como una alternativa energética que a la luz de los
avances obtenidos por diversos grupos alrededor del mundo (Estados Unidos,
Alemania, Australia, Corea del Sur, etc.,) podria satisfacer en un futuro no muy
lejano las necesidades de lugares especificos como plantas de tratamiento de
aguas residuales (haciéndolas autosostenibles energéticamente hablando),
localidades rurales o inclusive dando tratamiento a residuales organicos
provenientes de procesos anaerobios para la obtencion de biocombustibles
(produccidn biolégica de hidrogeno).

Aunado al punto anterior, el acercamiento de este tipo de tecnologia
dependera en gran medida en encontrar nuevas arquitecturas, sustituir algunos
materiales actualmente utilizados como catalizadores en celdas de combustibles
microbianas por materiales de origen biolégico que actien como catalizadores
finales de sistema, etc.

La CCM convencional consiste de un anodo biologico y un catodo abidtico,
el cual, usualmente, requiere un catalizador o un mediador de electrones para
lograr una alta transferencia de electrones; sin embargo, los biocatodos pueden
aventajar a los cétodos abibticos por muchas razones: Primero, el costo de
construccion y operacion de la CCM puede ser menor; segundo, los biocatodos

pueden mejorar la sustentabilidad de la CCM; tercero, el metabolismo microbiano
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en los biocatodos puede ser utilizado para generar productos utiles o remover

componentes no deseados.
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3. HIPOTESIS

3.1 Hipotesis general

La nueva arquitectura (paralelepipedo) de la celda de combustible de una camara
y el rearreglo de electrodos conduciran a mayores potencias volumétricas y menor
resistencia interna comparado con una celda estandar de una camara.

3.2 Hipotesis especificas

1. El desempefio de la celda de combustible microbiana de nuevo tipo mejorara

con el enriguecimiento de bacterias electroquimicamente activas.

2. El empleo de una CCM equipada con biocatodo permitira la remocion

simultadnea de nitratos y compuestos xenobidticos clorados modelo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Construir 'y operar una celda de combustible microbiana de estructura
paralelepipeda sobre la cual se evaluara el efecto de ¢ y, construir y operar una
celda de combustible microbiana de doble camara equipada con biocatodo sobre
la cual se evaluara la produccion de bioelectricidad y degradacion simultanea de
un compuesto téxico modelo.

4.2 Objetivos especificos

1. Disefiar y construir una celda de combustible microbiana papalelepipeda a

escala laboratorio.

2. Evaluar la arquitectura y el efecto de ¢ de la CCM paralelepipeda mediante su
caracterizacion y desempefio comparada con CCM estandar.

3. Evaluar un procedimiento de enriquecimiento externo de BEAS para su empleo
en CCMs.

4. Evaluar el desempefio de las CCMs empleando un inéculo enriquecido en

bacterias electroquimicamente activas.

5. Construir, operar y evaluar el desempefio de una CCM equipada con biocatodo

para la remociéon simultanea de nitratos y compuestos clorados modelo.

6. Caracterizar las comunidades microbianas radicada en las CCMs.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Plan de trabajo

El plan de trabajo estuvo compuesto por cuatro fases divididas en 8 actividades
(Fig. 13). El trabajo experimental comprendié desde el disefio y construccion de la
celda de combustible microbiana paralelepipeda hasta la caracterizacién de

comunidades microbianas presentes en el sistema.

Actividad 1 Actividad 2
Disefio, construccion y Caracterizacion de las CCMs
Fase | pruebas preliminares de las m— paralelepipeda y estandar.
celdas de combustible
microbianas.
Actividad 3 Actividad 4
Fase || Operacidn de las CCMs,

paralelepipeda y estandar, — Enriquecimiento de bacterias
alimentada con influente electroquimicamente activas.
sintético e In-SR.

Fase lll '

Actividad 5 —
Evaluacion del desempefio de las Actividad 6

CCMs, paralelepipeda y estandar en

z ) ) — Construccion de una CCM
régimen lote rep_et@o_ alimentada con equipada con biocatodo.
influente sintético e In-E.

ﬁl

Actividad 7 Actividad 6

Fase Iv| Evaluacion del desempefio de una ~ Implementacion de las
CCM equipada con un biocatodo > (¢cnicas de biologia molecular

en la remocion de compuestos para la caracterizacion de
xenobi6ticos consorcios microbianos

Figura 13. Diagrama de plan de trabajo
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Fase 1

5.2 Actividad 1: Disefio, construccion y pruebas preliminares de las celdas
de combustible microbianas paralelepipeday estandar.

5.2.1 Proposito

El propdsito de esta actividad fue disefiar y construir una CCM de estructura
paralelepipeda que permitiera la extensiéon del area de los electrodos tipo
“‘emparedado” que conllevaria a la posible disminucién de la resistencia interna y
el incremento de la potencia volumétrica comparada con una CCM estandar de
arquitectura cilindrica cuyos electrodos se encuentran separados y colocados en

las caras opuestas del cilindro.

5.2.2 Disefio de la celda de combustible microbiana de nuevo tipo

La CCM de nuevo tipo (CCM-2) consistid6 de una estructura paralelepipeda de
plexiglas de 10 cm de largo, 8 cm de ancho y 6.5 cm de altura, con un volumen de
operacion de 270 mL, aproximadamente. En cada una de las caras de la camara
paralelepipeda se colocé un sistema de electrodos tipo “emparedado” constituidos
por una lamina de acero inoxidable perforada, tela de carb6n Toray (catodo) con
una concentracién de 0.5 mg Ptcm® (Pt 10 wt%/C-ETEK), membrana de
intercambio protonico (MIP) (Nafion 117), tela de carbén Toray (anodo) y una
malla de acero inoxidable perforada (Fig. 14). Los catodos para cada emparedado

Se airearon por conveccion natural.
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Figura 14. Disefio de la celda de combustible microbiana paralelepipeda.

5.2.3 Disefio de la celda de combustible microbiana estandar

La celda de combustible microbiana estandar (CCM-1) consistié de un anodo y un
catodo colocados en lados opuestos de la camara cilindrica de Plexiglas, de 78
mm de largo por 49 mm de diametro y un volumen de operacién de 150 mL. El
electrodo del &nodo estuvo constituido de una ldmina de acero inoxidable con un
diametro de 49 mm y perforaciones con diametro de 2 mm y tela de carbén Toray
(Fig. 15). El catodo estuvo conformado por una lamina de acero inoxidable con las
mismas condiciones del anodo, una placa de acrilico perforada (para evitar que la
MIP se corrugara), una MIP entre la fase acuosa y la ldmina de acero, y entre
éstas se coloco la tela de carbon Toray con un diametro similar a la lamina de
acero con una concentracién final de 0.5 mg Pt/cm? (Pt 10 wt%/C-ETEK). El

catodo se aire6 por conveccion natural (Carmona-Martinez, 2007).
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Metallic plate PEM Anode

Cathode Metallic plate

Figura 15. Configuracion de la celda de combustible microbiana estandar
adaptado de Carmona-Martinez et al., 2007.

5.2.4 Activacion de la membrana de intercambio protonico Nafion

La activacién de una membrana proténica Nafion® precede al depédsito del
catalizador. Este pre-tratamiento se llevé a cabo mediante “lavados” secuenciales
a una temperatura de 80°C. El procedimiento llevado a cabo se enlista a
continuacion (Rodriguez-Castellanos, 2005).

1. Inmersion de la membrana en una solucion de H,O, al 30% (% v/v) durante
1 h con la intencién de remover impurezas organicas de la superficie.

2. Inmersion de la membrana en H,O desionizada durante 1 h para hidratar la
superficie de la membrana y remover impurezas que hayan quedado en
ésta.

3. Inmersion de la membrana en una solucién de H,SO4 2 M durante 1 h que
removera iones metalicos contaminantes de la superficie.

4. Inmersion de la membrana en H,O desionizada durante 1h con lo cual se

remueve el H,SO, de la superficie y se hidrata la membrana.
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5.2.5 Preparacion y depdsito de la tinta catalitica en la membrana Nafion

Se preparo la tinta catalitica a una concentracion de 0.5 mg Pt/cm?. Fue necesario
colocar previamente en un vial, y pesando en balanza analitica, la cantidad de
platino a utilizar. Una vez pesada la cantidad de platino requerida, al vial se le
agrego etanol y solucion Nafion al 5%. Por dltimo, se agité la mezcla de los
componentes anteriores en un sonicador durante 5 minutos hasta observar una
consistencia homogénea.

El catalizador en forma de tinta se deposité mediante aspersion en una
membrana activada. Cuando la tinta se depositd en la membrana, después de 5
minutos de ser expuesta a la luz de una lampara para garantizar que el solvente
se evaporar, la membrana entintada se coloc6 en una prensa. El objetivo de
colocar la membrana en la prensa fue garantizar una mayor adhesion del
catalizador, esto se logré al utilizar una temperatura de 120°C y 4 kg/cm? durante
2 minutos (SPECAC: Prensa hidraulica manual con una carga maxima de 15

toneladas).

5.3 Actividad 2: Caracterizacion de las celdas de combustible microbianas

paralelepipeday estandar

5.3.1 Proposito
El propdsito de esta actividad fue determinar la resistencia interna de ambos
sistemas mediante el método de curva de polarizaciéon con indculo sulfato reductor

(In-SR) e in6culo enriquecido (In-E).

5.3.2 Extracto modelo y biocatalizadores

Las CCMs estandar y paralelepipeda fueron cargadas con 7 y 18 mL,
respectivamente, de un extracto modelo similar al perfil de metabolitos generados
en la produccion biologica de hidrogeno a partir de residuos solidos municipales
(Valdez-Vazquez et al. 2005, Poggi-Varaldo et al. 1997, Sparling et al. 1997). El
extracto modelo estuvo constituido de una mezcla de los siguientes compuestos

(en g/L): acido acético (4.0), &cido propidnico (4.0) y acido butirico (4.0), asi como
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también acetona (4.0), etanol (4.0) y sales minerales tales como NaHCO3 (3.0),
NaCOs3; (3.0), K;HPO, (0.6) y NH4CI (0.6). La concentracion de materia organica
del extracto modelo fue de ca. 25 gDQO/L. El pH del sustrato fue de 7. Las celdas
se cargaron con 143 y 252 mL de biocatalizador (In-SR e In-E). El In-SR se obtuvo
de un biorreactor sulfato-reductor mesofilico de mezcla completa el cual tenia un
volumen de operacion de 3 L funcionando a 35°C en un cuarto de temperatura
constante de 35 * 2°C. El reactor fue alimentado a una velocidad de flujo de 150
mL/d con un influente cuya composicion fue (en g/L): sacarosa (5.0), acido acético
(1.5), NaHCOg3 (3.0), K;HPO4 (0.6), NaCOs3 (3.0), NH4CI (0.6) ademas de sulfato de
sodio (7.0). La DQO inicial y la concentracion de biomasa en el licor de las celdas
fueron de 1450 mg O,/L y 1100 g SSVI/L.

Por otro lado, el inéculo enriquecido se obtuvo mediante transferencias
seriales. Una muestra de sedimento se transfirié a botellas seroldgicas llenadas
bajo una atmadsfera de nitrégeno que contenian medio con citrato férrico (55 mM)
como el aceptor de electrones y acetato de sodio (2 M) como el donador de
electrones. Las botellas seroldgicas fueron incubadas a 30°C por 7 dias en
condiciones obscuras. El procedimiento de enriquecimiento se repitid tres veces
(Hyun et al. 1999). El biorreactor con el in6culo enriquecido (In-E) tenia un
volumen de 1.5 L y se oper6 a 35°C en un cuarto a temperatura constante de 35 +
2°C, el biorreactor se alimentd con influente cuya composicion era (en g/L):
NaHCO; (1.8), NaCO3.H,O (0.5), COOHNa.3H,0 (2.0), Na,SeO,4 (0.1), a una
velocidad de flujo de 75 mL/d. La DQO inicial y la concentracion de biomasa en el
licor de las celdas fueron de 950 mg O,/L y 800 mg SSVI/L.

5.3.3 Determinacion de la resistencia interna de las celdas de combustible
microbianas estandar y paralelepipeda por curva de polarizacion

La resistencia interna (Ri) de las celdas se determind mediante el método de
curva de polarizacion, variando la resistencia externa (Rex) Y monitoreando el
voltaje y la intensidad de corriente, de acuerdo con los procedimientos sugeridos
por Clawaert et al. (2007) y Logan et al. (2006). Para la CCM-2, la caracterizacion

se llevé a cabo primero con las caras conectadas en serie y después en paralelo.
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Las celdas estandar y paralelepipeda se cargaron con el sustrato e in6culos como
se describio anteriormente. Las celdas fueron operadas en lote durante 6 horas a
temperatura ambiente. El circuito de las CCMs se equip6 con una Ry variable. La
curva de polarizacién se realizé con una relacibn matematica del voltaje de la
celda (Vcem) Y la intensidad de corriente (Iccw) contra el valor de Ry, hacia
adelante y hacia atras respecto a los valores de Rjy. Inicialmente las CCMs se
operaron a circuito abierto (CA) durante 1 h hasta obtener un valor estable en el
voltaje, posteriormente se vario la Rex de un valor de 100 Q a 100 kQ y viceversa.
Al finalizar la variacién del voltaje en funcion de la Rey, Nuevamente se operaron
las CCMs a CA para corroborar el estado estacionario del sistema y si las
condiciones en que se obtiene la curva de polarizacién son las adecuadas (los
valores a circuito abierto al inicio y al final de la curva deben ser similares). El
voltaje fue medido y registrado con un multimetro, la intensidad de corriente se

calcul6 por la Ley de Ohm indicada mas abajo.

5.3.4 Métodos analiticos y calculos
La DQO y SSV del licor de las celdas y de la alimentacion del biorreactor sulfato-
reductor fueron determinados de acuerdo al Standard Methods (APHA 1989). La
intensidad de corriente (Iccwm), la potencia (Pccm) Y la densidad de potencia (Pan) se
determinaron de acuerdo a Poggi-Varaldo et al. 2009.

La potencia por unidad de volumen o potencia volumétrica (Py) fue

calculada mediante la siguiente ecuacion:

Pv= E’ccm (10)
Veem - Rext

donde: Rex = resistencia externa, Eccwv = el voltaje, y Vcem = el volumen de la celda.
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FASE 2

5.4 Actividad 3. Operacion de las celdas de combustible microbianas

alimentadas con influente sintético e indculo sulfato reductor.

5.4.1 Proposito
El propésito de esta actividad fue evaluar el desempefo de las CCM-1 y CCM-2
durante su operacion en lote por 7 dias a temperatura ambiente alimentadas con

influente sintético e indculo sulfato reductor.

5.4.2 Descripcién del ensayo de operacion en lote de las celdas de combustible
microbianas paralelepipeda y estdndar a temperatura ambiente.
Las CCMs estandar y paralelepipeda fueron cargadas como se describe en la
seccién 5.3.2 empleando Unicamente In-SR

La operacion de las CCMs se realizé en régimen por lote con un tiempo de
operacion de 7 dias a temperatura ambiente y con su correspondiente Rjp.

Los métodos analiticos y calculos se detallan en dicha seccion (5.3.4).

5.5 Actividad 4. Enriqguecimiento de bacterias electroquimicamente activas
(BEAS).

5.5.1 Proposito
El propésito de esta actividad fue enriquecer bacterias reductoras de Fe(lll) en
botellas serolégicas mediante transferencias seriales con la finalidad de obtener

un inéculo enriquecido para su uso en CCM.

5.5.2 Enriquecimiento de bacterias electroquimicamente activas en botellas
seroldgicas

El procedimiento de enriquecimiento se detallé en la seccion 5.3.2
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5.5.3 Determinacion de la reduccion de Fe(lll)
La actividad de reduccion de Fe(lll) se determind mediante el método (Lovley and
Phillips 1986). Se tomo, asépticamente con una jeringa, una muestra de 0.5 mL de
cultivo y se mezclaron con 1 mL de HCI (0.5N), esta mezcla se hizo reaccionar
durante 15 min a temperatura ambiente y se centrifugé durante 5 min. Se tomo
una muestra del sobrenadante (0.1 mL) y se mezcl6 con una solucion de ferrocina
(1 mL, 1 g/L en 50 mM de HEPES), esta mezcla se hizo reaccionar durante 15 min
antes de su mediciéon utilizando un espectrofotometro a una densidad o6ptica de
562 nm. El medio fresco se emple6 como una muestra control. Sulfato ferroso
etilendiamonio tetrahidratado (C,H;0N.O;,SFeS044H,0) se utilizé6 para hacer los
estandares de la solucién de Fe(ll) (Hyun et al. 1999).

Durante este trabajo, se emple6 un factor de enriquecimiento denominado

(¢) y se define como:

€ (mM/d)= ([Fe+2]final - [Fe+2]inicial)/tlag (11)

donde [Fe™sna €s la concentracién final de Fe (ll) en una transferencia dada,
[Fe*¥nica €S la concentracion inicial de Fe (Il) en la transferencia (ambas
concentraciones en mM), y t,g es el tiempo lag (en d) de Fe(ll) aparente en la

transferencia.
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FASE 3

5.6 Actividad 5. Operacion de las celdas de combustible microbianas
paralelepipeda y estandar alimentadas con influente sintético e indculo

enriquecido.

5.6.1 Propdsito
El propésito de esta actividad fue evaluar el desempefio de las CCM-1 y CCM-2
durante su operacion en lote por 7 dias a temperatura ambiente alimentadas con

influente sintético e inéculo enriquecido.

5.6.2 Evaluacion del desempefio de la celda de combustible microbiana
Las CCMs estandar y paralelepipeda fueron cargadas como se describe en la
seccion 5.3.2 empleando Unicamente In-E

La operacion de las CCMs se realizé en régimen por lote con un tiempo de
operacion de 7 dias a temperatura ambiente y con su correspondiente Riqn.

Los métodos analiticos y calculos se detallan en dicha seccion (5.3.4).

5.7 Actividad 6. Disefio y construccion de una celda de combustible

microbiana equipada con biocéatodo.

5.7.1 Propdsito

Esta actividad tuvo como propdsito el disefio y construccién de una CCM de doble
camara que estara equipada con un biocatodo (CCM-3) anaerobio con la finalidad
de reducir costos de construccion y evaluar la posible remocién de compuestos

xenobidticos.

5.7.2 Disefio de la celda de combustible microbiana equipada con biocatodo
Se diseiid una celda de combustible microbiana equipada con biocatodo (CCM-3)
mediante un sistema de doble camara, donde la camara anddica se encontraba

separada de la camara catddica por una membrana de intercambio proténico. Esta
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celda fue de estructura cubica hecha de plexiglas con dimensiones de (3 x 3 x 3)
cm donde los electrodos estaban conformados por grafito granular. La figura 16

muestra el disefio de esta CCM.
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Figura 16. Disefio de la celda de combustible microbiana equipada con biocatodo.
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Fase 4

5.8 Actividad 7: Evaluacion del desempefio de una celda de combustible
microbiana equipada con biocatodo en la remocion simultanea de nitratos y

compuestos clorados modelo.

5.8.1 Proposito
La finalidad de esta actividad fue evaluar la remocion simultanea de nitratos y
compuestos clorados modelo (tetracloruro de carbono), los cuales fueron parte de

la alimentacion de la CCM equipada con biocatodo.

5.8.2 Evaluacion de la celda de combustible microbiana equipada con biocatodo.
La celda de combustible microbiana equipada con biocatodo fue un sistema de
doble cdmara. La camara anddica se alimenté con inoculo enriquecido en
bacterias reductoras de Fe(lll) y la camara catddica fue cargada con un inéculo
desnitrificante aclimatado a tetracloruro de carbono a una concentracion de 10
mg/L; por lo tanto, el contaminante se puso en dicha camara.

El monitoreo de la CCM se realiz6 a través de parametros electroquimicos
tales como densidad de potencia, corriente eléctrica generada y voltaje, como se
describe en la actividad 3. También se evalu6 la remocion de tetracloruro de
carbono por EL método correspondiente.

5.9 Actividad 8: Implementacion de las técnicas de biologia molecular para la

caracterizacion de consorcios microbianos.

5.9.1 Propdsito

Esta actividad tuvo la finalidad de caracterizar las poblaciones microbianas
radicadas en el anodo de las celdas de combustible microbianas con el objetivo de
conocer las comunidades bacterianas que conforman los diferentes inoculos

empleados en las celdas.
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5.9.2 Andlisis de comunidades bacterianas

La biopelicula formada sobre los electrodos de tela de carbon de los anodos de las
celdas se empled para la extraccibn de DNA usando el kit Power Soil DNA
Isolation (Mo Bio Laboratories, Inc. Carlsbad, CA). EI DNA gendémico total se
empledé como molde para la amplificacion por PCR de aproximadamente 1500 pb
del 16S rDNA con los oligonucleétidos 27f, 5 -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3" y
1492r, 5-GGTTACCTTGTTAACGACTT-3" (Weisburg 1991). Los productos de
PCR se purificaron y clonaron en un vector de clonacion TOPO TA pCR2.1
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Estos fueron transformados en células competentes de
E. coli XL1-Blue por electroporacién. Las transformantes blancas se transfirieron a
placas que contenian medio LB (25 pg/mL de kanamicina y 200 pg/mL de
ampicilina), se dejaron crecer toda la noche a 37°C. Los plasmidos fueron aislados
usando el kit High Pure Plasmid (ROCHE, Indianapolis, IN) y las clonas fueron
digeridas (2 h, 37°C) con EcoR1 (BioLbs, New England) para la presencia de

insertos.

5.9.3 Secuenciacion y analisis filogenético

Los insertos se secuenciaron en sentido y antisentido en el Instituto de
Biotecnologia de la UNAM, México, usando un ciclo de secuencia Taq FS Dye
Terminator basado en la fluorescencia con un secuenciador automatico capilar
(Perkin Elmer, modelo 3130x, Applied Biosystems). La reaccion de secuenciacion
se realiz6 utilizando M13F-pUC (5"-GTTTTCCCAGTCACGTTGTA-3") y M13R-
pUC (5"-TTGTGAGCGGATAACAATTTC-3"). Las secuencias del gen 16S RNA de
aproximadamente 1500 nucledtidos obtenidos de cada clon fueron reunidos y
editados usando Bioedit. Todas las secuencias fueron analizadas con el programa
de verificacion Bellerephon y con el programa BLAST (National Center for
Biotechnology Information (Aldschul et al. 1990) para determinar las secuencias
mas cercanas a la base de datos disponible. Los alineamientos de las secuencias
multiples se realizaron usando el software ClustalW y MEGA 5.0. Los analisis

filogenéticos se realizaron de las secuencias alineadas por el algoritmo Neighbor-
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Joining con el parametro a distancia Kimera 2 y la tira de 1000 réplicas en el

programa Phylip.

5.9.4 Calculo de indices ecoldgicos
El indice de diversidad de Shanon-Weaver ha sido muy popular dentro de la

literatura ecologica (Shanon 1948). Este indice se define como:

S

H'= -3 (pi log p) (12)
i=1

donde p;= nimero de individuos el la i-ésima especie
El indice de equidad de Pielou es una medida de la biodiversidad que
cuantifica que tan igual, numéricamente, es la comunidad (Mulder et al. 2004).

Este indice se define como:

J=_H (13)
In S
donde

H = es el indice de Shanon Weaver
S = es el numero total de especies
J'=estalimitadaentre 0y 1

El indice de divergencia de Poggi (Poggi-Varaldo et al. 2012) se define como:

Ap = _(n'a + n’g) (14)

(Na + NB)

donde:
nag = NUmero de bandas que estan presentes en la linea A (o comunidad A) y en

la linea B (0o comunidad B)
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na = NUmero de bandas en la linea A (0 comunidad A) ausentes en la linea B (0
communidad B)

ng = Nimero de bandas en la linea B (o comunidad B) ausentes en la linea A (0
comunidad A)

na = NUmero total de bandas en la linea A (o comunidad A)

ng = NUmero total de bandas en la linea B (0 comunidad B)

La A, es usualmente aplicado para cuantificar la diferencia entre dos
comunidades microbianas basada en la riqueza; varia de 0 a 1 y los valores bajos
de Ap indican que las comunidades son similares mientras que los valores altos (1
o cercano a 1) indican que las comunidades “difieren”, es decir que son muy

diferentes o completamente diferentes.
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6. RESULTADOS

6.1 Actividad 1: Disefio, construccion y pruebas preliminares de las celdas

de combustible microbianas paralelepipeday estandar

6.1.1Configuracion de la celda de combustible microbiana estandar

La celda de combustible estandar (CCM-1) se construyé con las
caracteristicas mencionadas en la seccion 5.2.3 y el disefio final se muestra en la
figura 17. El valor de € de la CCM-1 fue de 12.9 (1/m). El area anddica especifica
fue de 18.9 cm? mientras que el volumen de la celda fue de 150 mL, por lo tanto &
= (18.9 cm%150 cm®)*(100 cm/1 mL) = 12.9 1/m

Figura 17. Celda de combustible microbiana estandar

6.1.2 Configuracion de la celda de combustible microbiana paralelepipeda

La celda de combustible microbiana paralelepipeda (CCM-2) se disefié con
las caracteristicas descritas en la seccion 5.2.2, en la figura 18 se muestra el
esquema de dicha celda. El valor de ¢ de la CCM-2 fue de 23.8 (1/m). El &rea
anodica especifica de la CCM-2 fue de 64.5 cm?, mientras que su volumen fue de
270 mL, asf que & = (64.5 cm?/270 cm®)(100 cm/1 mL) = 23.8 (1/m). Este valor de
¢ fue el esperado ya que a pesar de que presentaba un mayor volumen
comparado con CCM-1, la CCM-2 tenia 5 areas anddicas especificas en lugar de

una como la celda estandar.
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Figura 18. Celda de combustible microbiana paralelepipeda

6.2 Actividad 2: Caracterizacion de las celdas de combustible microbianas

paralelepipeday estandar

6.2.1 Determinacion de la resistencia interna de la celda de combustible
microbiana estandar con indculo sulfato reductor e inéculo enriquecido

Las curvas de polarizacion y la variacion de potencia con respecto a la intensidad
de corriente de la CCM-1 alimentada con In-SR e In-E se muestran en la figura
19A vy la figura 19B, respectivamente. Los valores de Rj, fueron calculados como
las pendientes del conjunto de puntos alineados de las curvas de polarizacion
correspondientes; los valores fueron 4602 y 687 Q para la CCM-1 cargada con In-

SR e In-E, respectivamente (Tabla Il1).
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Figura 19. Curvas de polarizacion de la celda de combustible microbiana estandar:
(A) in6culo sulfato-reductor, y (B) in6culo enriquecido
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Tabla 3. Caracterizacion de la celda de combustible microbiana estandar cargada
con inoculo sulfato-reductor e inéculo enriquecido

Parametro

In-SR? In-E”
Rint $(Q) 4602 + 40 687 + 8
Panmad (MW/m?) 43+0.7 23+0.3
Pvmac (MW/M®) 52 + 14 285 + 29
lccm-max ' (MA) 0.10+0.1 0.65 +0.17
Pcemmax | (MW) 0.008 + 0.002 0.04 +0.01

Notas: ®Inéculo sulfato-reductor; "Inéculo enriquecido; cResistencia Interna; YDensidad de potencia
maxima; ®Méaxima potencia volumétrica, Maxima intensidad de corriente; ®Voltaje maximo; "Maxima
ptencia de salida.

Los valores maximos de Py en la CCM-1 cargada con In-SR e I-E fueron de
52 y 285 mW/m?, respectivamente, y los valores maximos de Pa, fueron de 4.3 y
23 mW/m? para la CCM-1 cargada con In-SR e In-E, respectivamente. Cuando la
CCM-1 fue cargada con In-E, el voltaje fue de 0.45 V, este voltaje fue algo menor
que el de la CCM-1 cargada con In-SR (052 V). Todas las otras variables de
respuesta en la CCM-1 cargada con In-E fueron mas altas que la CCM-1 cargada
con In-SR (Py.max 46% mas alta y Ri: 65% mas baja).

Los resultados obtenidos son similares a trabajos anteriores donde reportan
una mejoria en las caracteristicas de las CCMs alimentadas con indculo
enriquecido por transferencias seriales en medios de cultivo con Fe(lll)/acetato de
sodio. Por ejemplo, Wang et al. (2010) encontr6 una mejoria en la potencia
obtenida por una CCM alimentada con un inoculo enriquecido con Fe(lll). Ellos
llevaron a cabo un método de enriquecimiento por transferencias seriales usando
una fase sélida de Fe(lll) como el aceptor de electrones y acetato como la fuente
de carbono que produjo un consorcio anodofilico estable que arrojé potencias mas
altas (10% mas altas) que aquellas obtenidas a partir del inéculo original sin
enriquecer o un indculo de lodos activados, cuando éstos fueron probados en la
CCM. Este in6culo enriquecido también redujo el tiempo lag para la generacion de

potencia y alcanzé una eficiencia culoumbimétria mas alta que la biopelicula
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original o el in6culo de lodos activados. Sathish-Kumar et al. (2012) compard tres
métodos de enriquecimiento, quimico (Fe(lll) como el aceptor terminal de
electrones y acetato como la fuente de carbono), electroquimico e hibrido,
partiendo de un in6culo de suelo salino-alcalino. En el método electroquimico
llevado a cabo en una celda de electrolisis, el inéculo se sometié a un estrés
eléctrico continuo mediante un electrodo polarizado a -150 mV contra un electrodo
de calomel saturado (ECS). La caracterizacion de la CCM por curva de
polarizacion mostrd6 que el indculo obtenido por el método quimico obtuvo
potencias mas altas que el in6culo proveniente del método electroquimico (altos
valores de Panmax = 49 mMW/m? y Pymax = 558 mW/m?® obtenidos con el inéculo
proveniente del método quimico comparado con 33 mW/m? y 379 mwW/m?®).
También el indculo del método quimico presentd potencias 200% mas altas que el
in6culo original. El tiempo para obtener un in6culo enriquecido a partir del método
de enriquecimiento quimico fue de 3 semanas (3 transferencias seriales, similares
al presente trabajo).

En el presente trabajo, los parametros caracteristicos de la CCM-1 con
ambos inéculos fueron relativamente bajos. Esto podria estar relacionado con la
arquitectura de la celda que tiene un espacio inter-electrodos de 7.8 cm; por lo
tanto, los valores de Rj; son altos y las densidades de potencia son bajas
(Vazquez-Larios et al. 2011). La disminucién significativa de Rj; con la
disminucién de la distancia inter-electrodos es consistente con experimentos
anteriores sobre el efecto de la separacion de los electrodos sobre la resistencia
interna de la CCM (Vazquez-Larios et al. 2011, Fan et al. 2007, Jang et al. 2004,
Song et al. 2008, Liu et al. 2005). Los resultados de densidades de potencia
reportadas en el presente trabajo se obtuvieron por curva de polarizacién y no por
operacién continua o por lote repetido mediante los cuales pudiera haberse
alcanzado una aclimatacién o enriquecimiento de la biopelicula. En el tiempo,
relativamente corto en el que se lleva a cabo la curva de polarizacion, es
inesperado un contacto cercano entre los microorganismos y el anodo o que la
formacion de la biopelicula pudiera desarrollarse. Esto pudo haber tenido un

efecto adverso sobre la transferencia de electrones entre los microorganismos y el
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electrodo.

6.2.2 Determinacion de la resistencia interna de la celda de combustible
microbiana paralelepipeda con inéculo sulfato reductor e indculo enriquecido

Las curvas de polarizacion y la variacién de potencia con respecto a la intensidad
de corriente de la CCM-2 cargada con In-SR y sus caras conectadas en serie y
paralelo, se muestran en las figuras 20A y 20B, respectivamente. Las figuras 21A
y 21B muestran la variacién con respecto a la intensidad de corriente de la CCM-2
cargada con In-E y con sus caras conectadas en serie y paralelo,

respectivamente.
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Los valores de Rj,; fueron de 400 y 84 Q para la CCM-2 alimentado con In-
SR y sus caras conectadas en serie y paralelo, respectivamente, y 292 y 80 Q
para la CCM-2 alimentada con In-E y con sus caras conectads en serie y paralelo,
respectivamente (Tabla IV). La disminucion en la Rjy; en este trabajo fue similar a
lo reportado en literatura para CCM-s multicaras (2 o mas caras) (Vazquez-Larios
et al. 2010). El efecto del uso del In-E fue significativamente mejor.

La conexidn de las caras en paralelo disminuye la Riy, presumiblemente por
el incremento en el area transversal para el flujo de iones. Ademas, los calculos
usando la Ley de Ohm para la resistencia de las caras conectadas en paralelo son
muy cercanos con los valores totales experimentales 84 +5 Q y 80 + 8 Q para
CCM-2 cargada con In-SR e In-E, respectivamente. Por lo tanto, por la ley de Ohm

de resistencias en paralelo

1/Rint total = 2 (1/Rint,j), j=1,...,5 (15)

Los valores de Rj,; de las 5 caras de la CCM-2 cargada con In-SR fueron
354 Q, 425 Q, 321 Q, 373 Q y 461 Q; por otro lado, los valores de Rjy de las 5
caras de la CCM-2 cargada con In-E fueron 328 Q, 419 Q, 383 Q, 434 Q y 415 Q.
Cuando se sustituye la Rinj de cada cara en la Ec. (15) se obtiene Rinttotal = 75 = 4
Qy 79 £ 3 Q con In-SR e In-E, respectivamente. La Rjy calculada va de acuerdo

con los valores experimentales 84 + 5 Q y 80 £ 8 Q (Tabla 4).

Tabla 4. Caracterizacion de la celda de combustible microbiana paralelepipeda
cargada con inéculo sulfato-reductor e indculo enriquecido y conectada en serie y

paralelo
Parametro Serie Paralelo Serie Paralelo
In-SR? In-SR In-E° In-E
Rint C(Q) 400 + 40 84 +5 292 + 22 806
Panmax (MW/m?) 18 +5 50 + 12 64 + 18 209 + 17
Pv-max. (mW/m3) 655+ 109 1800+480 1772 +500 5804 + 800
lccm-max (MA) 1.3+0.33 22+05 22+055 3.4+0.92

Eccmmax ° (V) 0.66+0.17 0.34+0.05 0.82+0.16 0.64+0.13
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Pcemmax | (MW) 0.19+0.05 049+0.12 049+0.14 15%0.36

Notas: %in6culo sulfato-reductor; "Inéculo enr;quecido; °Resistencia Interna; “Densidad de potencia
méxima; ®Potenacia volumétrica maxima, 'Intensidad de corriente méaxima; °Voltaje méaximo;
Potencia de salida maxima.

La conexion en serie mostr0 una tendencia inversa a la conexion en
paralelo por un orden de magnitud de mayor resistencia, debido a que hay una
pérdida de energia en la conexién en serie que es causada por la conduccion
transversal-lateral de iones entre los electrodos. Este fenbmeno es comun cuando
un conjunto de CCMs que comparten el mismo electrolito estdn conectadas en
serie para incrementar el voltaje de salida (Wang et al. 2010).

Los valores maximos de Py en la CCM-2 cargada con In-SR y las caras
conectadas en serie y paralelo fueron de 655 y 1800 mW/m?, respectivamente.
Los valores maximos de Pa, para la CCM-2 con sus caras conectadas en serie y
paralelo fueron de 18.4 y 50 mW/m?, respectivamente. Durante la conexién de las
caras en serie, el voltaje fue de 0.66 V; este voltaje fue casi el doble del obtenido
cuando las caras de la CCM-2 se conectaron en paralelo (0.34 v). Todas las
demas variables de respuesta en la CCM-2 con las caras conectadas en paralelo
fueron mas altas que la CCM-2 con sus caras conectadas en serie (Tabla 1V).

Los valores maximos de Py en la CCM-2 cargada con In-E y las caras
conectadas en serie y paralelo fueron de 1772 y 5804 mW/m?®, respectivamente.
Los valores maximos de Pa, para la CCM-2 con sus caras conectadas en serie y
paralelo fueron de 64 y 209 mW/m?, respectivamente. Cuando la CCM-2 cargada
con In-E fue conectada en serie, el voltaje fue de 0.82 V; este voltaje fue mas alto
que cuando las caras de la CCM-2 se conectaron en paralelo (0.64). Todas las
demés variables de respuesta en la CCM-2 con las caras conectadas en paralelo
fueron mas altas que la CCM-2 con sus caras conectadas en serie (Tabla 1V). La
conexion en paralelo de mdultiples electrodos de la CCM-2 incrementa Py.max
comparada a la CCM-2 conectada en serie. Ademas, la CCM-2 pudo ser
conectada en serie, formando un sistema apilado con la finalidad de incrementar el
voltaje. Sin embargo, cuando esto se hace, el sistema sufre una inversion de

voltaje, resultando una disminucién drastica del voltaje apilado (Kim et al. 2011).
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El In-E mejor6 las caracteristicas de ambos tipos de celdas usadas en esta
investigacion. Con referencia a la CCM-2 con sus caras conectadas en paralelo, el
efecto del In-E fue excepcional en términos de incremento de Py.max (Tabla 1V), a
pesar de que la Riy global fue similar con ambos in6culos (84 y 80 Q para In-SR e

In-E, respectivamente, Tabla 4).

6.3 Actividad 3. Operacion de las celdas de combustible
microbianas paralelepipeda y estandar alimentadas con influente

sintético e in6culo sulfato reductor

6.3.1 Operacion en lote de la celda de combustible microbiana estandar
alimentada con influente sintético e in6culo sulfato reductor
En la Figura 22 se muestra el voltaje a lo largo de 7 dias de operacion de la CCM-
1. La caracterizacion de la CCM-1 cargada con In-SR mostré un valor de Rj, de
4602 Q. El voltaje maximo a circuito abierto de la CCM1 fue de 0.411+0.01 V. Por
otro lado el voltaje promedio bajo una resistencia externa para la CCM-1 fue de
0.44 V. Cuando la CCM-1 fue operada bajo una Rex €l voltaje no vario
significativamente, e incluso tendi6 a incrementar lo cual pudo deberse a la
suficiente cantidad de sustrato que contenia la CCM-1.

La Tabla 5 muestra el desempefio de la CCM-1 durante los 7 dias de
operacién. La potencia por unidad de area promedio fue de 22.4 mW/m? La

potencia volumétrica promedio para la CCM-1 fue de 268.8 mW/m?.
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Figura 22. Voltaje y densidad de potencia de la celda de combustible microbiana
estandar operada durante 7 dias alimentada con indculo sulfato-reductor

6.3.2 Operacion en lote de la celda de combustible microbiana paralelepipeda
alimentada con influente sintético e inéculo sulfato reductor
En la Figura 23 se muestra el voltaje a lo largo de 7 d de tiempo de operacién de
la CCM-2. La caracterizacion de la CCM-2 cargada con In-SR y sus caras
conectadas en serie mostro un valor de Rj,; de 400 Q. El voltaje maximo a circuito
abierto de la CCM-2 de 0.655 + 0.03 V. Por otro lado el voltaje promedio bajo una
resistencia externa para la CCM-2 fue de 0.63 V. Cuando la CCM-2 fue operada
bajo una Reyx €l voltaje permanecié constante y no hubo variacién significativa con
respecto al voltaje obtenido a circuito abierto

La Tabla 5 muestra el desempefio de la CCM-2 durante los 7 dias de
operacién. La densidad potencia promedio fue de 90 mW/m? La potencia

volumétrica promedio para la CCM-2 fue de 3129 mW/m?,
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Figura 23. Voltaje y densidad de potencia de la celda de combustible microbiana
paralelepipeda operada durante 7 dias

Tabla 5. Desempefio de las celdas de combustible microbianas estandar y
paralelepipeda operadas durante 7 dias e inoculadas con sulfato-reductor

Parametro CCM-12 CCM-2°
In-SR°® In-SR

Rint 4Q) 4602 + 40 400 + 8
Pan-prom® (MW/m?) 22+1.1 88+ 1.6
Py.prom (MW/m®) 268 + 13.4 3129 + 57
lcemprom @ (MA) 0.09 + 0.002 1.32 +0.012
Eccem-prom " (V) 0.44 +0.01 0.63 + 0.0057
Pcemprom | (MW) 0.04 + 0.002 0.84 + 0.015

Notas: “Celda de combustible microbiana estandar; °Celda de combustible microbiana
Paralelepipeda; ®Inéeulo sulfato-reductor; “Resistencia Interna; *Densidad de potencia promedio;
Potencia volumétrica promedio, ®Intensidad de corriente promedio; hVoltaje promedio; 'Potencia de
salida promedio.

6.4 Actividad 4. Enriquecimiento de bacterias electroquimicamente activas

(BEAS).

6.4.1 Procedimiento de enriguecimiento de bacterias reductoras de Fe(lll)
La figura 24 muestra los resultados del procedimiento de transferencias seriales

para el enriquecimiento del in6culo. Una concentracién de 11 mM de Fe(ll) se
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logré en el cuarto dia de la etapa de inoculacién, mientras que esta concentracion,
en las otras etapas, se alcanzo en el primer dia 0 menos.

La tabla 6 muestra la concentracion inicial y final en el procedimiento de
transferencias seriales. Se alcanzé una concentracion de 43.7 mM de Fe(ll) en la
altima transferencia, este valor es dos veces mayor que el obtenido en la etapa de
inoculacion. El incremento en el factor de enriquecimiento en las transferencias
posteriores (Tabla 6) fue una evidencia que el procedimiento de enriquecimiento
fue exitoso.

Nuestros resultados fueron similares a aquellos reportados por Hyun et al.
1999 quien aislé una bacteria reductora de Fe(lll) de un ambiente natural. Las
muestras de suelo fueron colectadas de diversos campos de arroz y enriquecidas
con citrato férrico como fuente de Fe(lll) bajo condiciones anaerobias. El cultivo
final enriquecido mostr6 una alta actividad de reduccion de Fe(lll). El crecimiento
bacteriano se acoplé con la oxidacion de lactato y piruvato a la reduccién de
Fe(lll), la concentracion final de Fe(ll) fue de 192.3 mM y 231.9 mM,

respectivamente, sus resultados fueron obtenidos después del cuarto dia.

Tabla 6. Concentracion de Fe*? y factor de enriquecimiento € durante el procedimiento de
transferencias seriales

Etapa Inicial Fe** | Final Fe™ £
(mM) (mM)
(mM/d)
Inoculacion 24+£0.01 19.0+0.8 55
Primera transferencia 4.3+0.16 35.4+3.6 31.1
Segunda transferencia 4.3+0.16 36.3+3.1 45.7
Tercera transferencia 4.3+0.10 43.7+2.3 56.3
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Figura 24. Procedimiento de transferencias seriales: (A) Inoculacion, (B) Primera
transferencia, (C) Segunda transferencia, (D) Tercera transferencia

6.5 Actividad 5. Operacion de las celdas de combustible microbianas

paralelepipeda y estandar alimentadas con influente sintético e inoculo
enriquecido.

6.5.1 Operacion en lote de la celda de combustible microbiana estandar
alimentada con influente sintético e inéculo enriquecido

En la Figura 25 se muestra el voltaje a lo largo de 7 dias de operacion de la CCM-
1. La caracterizacion de la CCM-1 cargada con In-E mostré un valor de Rj,; de 680

Q. En la Figura 25 se muestra el voltaje maximo a circuito abierto de la CCM1 de
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0.43£0.01 V. Por otro lado el voltaje promedio bajo una resistencia externa para la
CCM-1 fue de 0.44 V. Cuando la CCM-1 fue operada bajo una Reyx €l voltaje no
vario significativamente.

La Tabla 7 muestra el desempefio de la CCM-1 durante los 7 dias de
operacién. La potencia promedio por unidad de area fue de 154.7 mW/m? La

potencia volumétrica promedio para la CCM-1 fue de 1856.8 mW/m?>.
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Figura 25. Voltaje y densidad de potencia de la celda de combustible microbiana
estandar operada durante 7 dias alimentada con inéculo enriquecido

6.5.2 Operacion en lote de la celda de combustible microbiana paralelepipeda
alimentada con influente sintético e inGculo enriquecido
En la Figura 26 se muestra el voltaje a lo largo de 7 d de tiempo de operacién de
la CCM-2. La caracterizacion de la CCM-2 cargada con In-SR y sus caras
conectadas en serie mostré un valor de Ri; de 560 Q. En la Figura 26 se muestra
el voltaje maximo a circuito abierto de la CCM-2 de 0.955 + 0.03 V. Por otro lado el
voltaje maximo bajo una resistencia externa para la CCM-2 fue de 0.94 V. Cuando
la CCM-2 fue operada bajo una Ry €l voltaje permanecié constante y no hubo
variacion significativa con respecto al voltaje obtenido a circuito abierto

La Tabla 7 muestra el desempefio de la CCM-2 durante los 7 d de
operacién. La densidad potencia fue de 164 mW/m? La maxima potencia

volumétrica para la CCM-2 fue de 5819 mwW/m™.
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Figura 26. Voltaje y densidad de potencia de la celda de combustible microbiana
paralelepipeda operada durante 7 dias alimentada con inoculo enriquecido

Tabla 7. Desempefio de las celdas de combustible microbianas estandar y
paralelepipeda operadas durante 7 dias e inoculadas con enriquecido

Parametro CCM-12 CCM-2°
In-E° In-E

Rint %(Q) 680 + 40 560 + 8
Pan-prom” (MW/m?) 154 + 1.1 161 + 1.6
Py.prom’ (MW/m®) 1856 + 13.4 5722 + 57
lcem-prom @ (MA) 0.62 + 0.002 1.64 +0.012
Eccem-prom (V) 0.44 +0.01 0.93 + 0.0057
Pcem-prom | (MW) 0.28 + 0.002 1.55 + 0.015

Notas: °Celda de combustible microbiana estandar; °Celda de combustible microbiana
Paralelepl'peda; “Inéculo enriquecido; “Resistencia Interna; °Densidad de potencia promedio;
Potencia volumétrica promedio, °Intensidad de corriente promedio; hVoItaje promedio; 'Potencia de
salida promedio.

6.6 Actividad 6. Disefio y construccion de una celda de combustible

microbiana equipada con biocéatodo.

6.6.1 Disefio de la celda de combustible microbiana equipada con biocatodo
El disefio de la celda de combustible microbiana equipada con biocatodo (CCM-3)

estd basado en un sistema de doble camara, donde la camara anddica se
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encuentra separada de la camara catddica por una membrana de intercambio
protonico. Esta celda sera de estructura cubica hecha de plexiglas con
dimensiones de (3 x 3 x 3) cm donde los electrodos estaran conformados por

grafito granular. La figura 27 muestra el disefio de esta CCM.
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Figura 27. Celda de combustible microbiana equipada con biocatodo.

6.7 Actividad 7: Evaluacion del desempefio de una celda de combustible
microbiana equipada con biocatodo en la remocion simultanea de nitratos y

compuestos clorados modelo.

6.7.1 Caracterizacion de la celda de combustible microbiana equipada con

biocatodo

La celda de combustible microbiana equipada con biocatodo (CCM-3) se

caracterizo6 empleando, en la cAmara anddica, inéculo enriquecido y en la camara
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catddica in6culo desnitrificante con 10 mg/L de tetracloruro de carbono.La curva
de polarizacion y la variacién de potencia con respecto a la intensidad de corriente
de la CCM equipada con biocatodo se muestran en la figura 28. El valor de R, fue
calculado como la pendiente del conjunto de puntos alineados de la curva de
polarizacién; el valor fue 1 Q (Tabla 8). La potencia maxima por unidad de area fue

de 1.2 mW/m? y una potencia volumétrica maxima de 950 mwW/m>.
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Figura 28. Curva de polarizacion de la celda de combustible microbiana equipada
con biocatodo

El voltaje maximo a circuito abierto fue de 0.261 V, mientras que el valor de voltaje
maximo alcanzado bajo una resistencia externa fue de 0.228 V.

Se hicieron ensayos de cromatografia para cuantificar la concentracion inicial y
final de tetracloruro de carbono que contenia nuestra muestra asi como también
los metabolitos detectados durante la degradacién del compuesto toxico. La
concentracion inicial y final de tetracloruro de carbono fue de 10 y 0.002 mg/L ,
respectivamente. La muestra final, después de la caracterizaciéon de la CCM,

presentaba una concentracion de 0.16 mg/L de cloroformo y 0.02 mg/L de

diclorometano.
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Tabla 8. Caracterizacion de la celda de combustible microbiana equipada con

biocatodo
Parametro CCM-32
Rint "(Q) 1+ 0.005
I:)An-maxc (mW/mz) 1.2+ 0.39
Pv.mac (MW/m°) 950 + 319
lcem-max © (MA) 0.25 + 0.08
ECCM-maxf (V) 0.228 + 0.07
Pcemmax 2 (MW) 0.04 + 0.005

Notas: *Celda de combustible microbiana equipada con biocatodo; PResistencia Interna; ‘Densidad
de potencia maxima; Potencia volumétrica maxima, °Intensidad de corriente maxima; fVoltaje
maximo; °Potencia de salida maxima.

6.8 Actividad 8: Implementacion de las técnicas de biologia molecular para la

caracterizacion de consorcios microbianos

La tabla 9 muestra la composicion de la poblacion bacteriana obtenida de la
biopelicula de la CCM-2 cargada con In-SR e In-E. Clostridiales bacterium estuvo
presente en ambos inoculos. Los principales clones amplificados a partir de la
biopelicula de la CCM-2 cargada con In-SR fueron Clostridia (42%), 98% de
identidad con Clostridiales bacterium; &-Proteobacteria (16%), 99% de identidad
con Desulfovibrio desulfuricans; Firmicutes (16%), 96% de identidad con
Alkaliphilus oremlandii, y una bacteria no cultivable (26%) 93% de identidad con
uncultured bacterium.

Hubo una diferencia significativa en la composicion de la comunidad entre
ambos inoculos. Clostridia predomind en la comunidad de la biopelicula de la
CCM-2 cargada con In-SR, mientras que la biopelicula de la celda cargada con In-
E, los microorganismos predominantes pertenecen a la clase Deferribacteres. Esta
diferencia se reflejo en el valor relativamente alto del indice de divergencia (0.75,
Tabla 10).
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Tabla 9. Diversidad bacteriana de la biopelicula de la celda de combustible
microbiana paralelepipeda alimentada con diferentes indculos

Inoculo Clones Identity Abundancia Clase
(%) (%)
Desulfovibrio
desulfuricans (1) 100 16 o-Proteobacteria
Sulfato-reductor Clostriales
Bacteria (3) 99 42 Clostridia
Alkaliphilus
oremlandii (1) 96 16 Firmicutes
Uncultured Uncultured
bacteriua (2) 93 26 bacterium
Geovibrio
ferrireducens (1) 97 25 Deferribacteres
Enriquecido Geovibrio
Thiophilus (1) 97 25 Deferribacteres
Denitrovibrio
acetiphilus (1) 97 25 Deferribacteres
Clostridiales
bacterium (1) 98 25 Clostridia

Nuestros resultados fueron similares a los obtenidos por Fung et al. 2006,
quien enriquecioé bacterias electroquimicamente activas en una CCM usando
glucosa y glutamato (condiciones copiotréficas); su poblacion enriquecida consistio
de y-Proteobacteria (36.5%), seguida por Firmicutes (27%) y &- Proteobacteria
(15%). Logan y Reagan 2006 observaron que las comunidades bacterianas que se
desarrollaron en la CCM mostraron gran diversidad que van desde 6-
Proteobacteria, que predomina en CCM de sedimentos hasta comunidades
compuestas de a- , B-, y- or O-Proteobacteria, Firmicutes y clonas no
caracterizadas en otro tipo de CCMs. Por otra parte Geovibrio ferrireducens,
Geovibrio thiophilus and Denitrovibrio acetiphilus se sabe que contienen

citocromos tipo ¢ (Janssen et al. 2002). La evidencia actual sugiere que una serie



73

de citocromos tipo ¢ asociados a la membrana interna, el periplasma y la
membrana externa pueden interactuar para transferir electrones a la superficie de
la membrana externa.

La poblacién bacteriana en las biopeliculas anddicas de nuestra celda no
fue tan rica como las encontradas en otro tipo de inéculos. Por ejemplo, la
diversidad dada por el indice de Shanon-Weaver fue de 1.27 y 1.38 y la equidad
de especies dada por el indice de equidad de Pielou fue de 0.66 y 0.71, para el In-
SR e In-E, respectivamente (Tabla 10). Estos resultados significan que la

diversidad del in6culo fue relativamente baja y la equidad fue de baja a moderada,

respectivamente.
Tabla 10. indices ecologicos de los inoculos
Inéculo Shanon- Indice de Ap?
Weaver Pielou
SR® 1.27 0.66
E® 1.38 0.71 0.75

Notes: ? indice de divergencia de Poggi; compara la diferencia entre dos comunidades microbianas

basadas en riqueza; ®Inéculo sulfato-reductor; “Inéeulo enriquecido
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7. Conclusion

La CCM-2 cuyas principales caracteristicas fueron el ensamblaje o arreglo tipo
“sandwich” del catodo-membrana-anodo y la extension del area superficial de los
electrodos (mayor ¢) mostrando un rendimiento significativamente mayor que la
celda donde los electrodos estaban separados (celda estandar). Los experimentos
de caracterizacion mostraron que la CCM-2 permitié una reduccion significativa en
la resistencia interna de la celda comparada con celda estdndar. La mejora en Py
se debio al efecto combinado en el incremento de ¢ y la disminucion de Ryq.

La Rj de la CCM-2 alimentada con ambos inéculos fue significativamente
menor que la Rjyx de la CCM-1, estos resultados se deben a los cambios en la
arquitectura y la disminucion de la distancia inter-electrodos.

Nuestros resultados confirman las ventajas del arreglo tipo “sandwich” de
CMA sobre los electrodos separados, y demuestran la conveniencia de la
conexion de las caras en paralelo de la CCM-2 con la finalidad de disminuir ain
mas la resistencia interna de la CCM-2 e incrementar Py. Ademas, el
procedimiento de enriquecimiento fue exitoso e indica la presencia de bacterias
reductoras de Fe(lll)

La celda de combustible microbiana equipada con biocatodo fue capaz de
remover tetracloruro de carbono a una concentracién de 10 mg/L

Por otra parte, se demostré la exitosa aplicacion de técnicas de biologia
molecular para analizar la diversidad microbiana, el andlisis directo del 16S DNA
mostré baja riqueza de especies y una equidad de baja a moderada. La
comunidad microbiana anclada en la CCM-2 consisti6 principalmente de
Clostrdiiales bacterium y Desulfovibrio desulfuricans, éste ultimo es un miembro de
la 6-subdivision of Proteobacteria. Estas bacterias son conocidas por su capacidad
de transferir electrones y son definidas como “exoelectrogenos”. Geovibrio
ferrireducens, Geovibrio thiophilus, y Denitrovibrio acetiphilus se sabe que
contienen citocromos tipo ¢, la evidencia actual sugiere que una serie de
citocromos tipo ¢ asociados con la membrana interna, el periplasma y la
membrana externa, pueden interactuar para transferir electrones al exterior de la

membrana externa.
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