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El hombre es enemigo de lo que ignora
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No hay desgracia mayor que la ignorancia
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Nunca sabes lo que puedes hacer hasta que lo intentes
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Glosario

AMA Agua de mar artificial

ARS Agua residual sintética

CMB Celda microbiana de biocombustible

CVR Carbon vitreo reticulado

ENH Electrodo normal de hidrégeno, también llamado electrodo estandar de hidrogeno (ESH)
MIP Membrana de intercambio de protones
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RN Rojo neutro

TDE Transferencia directa de electrones
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Resumen

La conversion de energia quimica en eléctrica es posible en ciertos dispositivos electroquimicos
denominados celdas de combustible, donde la electricidad se obtiene a partir de una fuente externa
de combustible quimica que suele ser hidrogeno o etanol. Una variante reciente de esta celda de
combustible es la celda microbiana de biocombustible (CMB). En las CMB se utilizan
microorganismos para oxidar el combustible, materia orgéanica, y transferir los electrones a un
electrodo (&nodo), que estéd conectado a un catodo a través de un material conductor que contiene una
resistencia. Las cAmaras que albergan estos electrodos, la anddica (anaerobia) y la catodica (aerobia),
estan comunicadas por una membrana de intercambio cationico que permite el paso de protones. De
esta forma, los protones generados en la oxidacion de la materia organica se combinan con oxigeno y
con los electrones que llegan al catodo para formar agua. Existe también la posibilidad de alojar una
CMB en un habitat natural y obtener energia eléctrica a partir de las comunidades microbianas
naturales. En este caso, el disefio recibe el nombre de celda microbiana de biocombustible
sedimentaria y requiere el enterramiento del anodo en un sedimento anaerobio que hace las veces de
camara anddica, mientras que el catodo queda expuesto en la fase acuosa aerdbica que cubre el
sedimento.

Las CMB resultan ser una opcion prometedora para la generacion de energia renovable que se pueda
emplear como electricidad. Se han logrado avances importantes para incrementar la eficiencia de
estos dispositivos tanto para la generacion de electricidad como para la produccion de hidrégeno.
Una gran variedad de sustratos se han empleado en el &nodo para la generacién de energia,
incluyendo acetato, celulosa, aguas residuales municipales e industriales, etc. Se ha mejorado la
tecnologia y funcionamiento de la celda misma, sin embargo un factor comin y que tiene gran
relevancia, es la formacion de la biopelicula microbiana en el anodo. Se han identificado y
caracterizado el tipo de organismos que conforman los consorcios bacterianos que participan en la
formacion de la biopelicula y de manera importante en el aporte de energia. Aunque existen estudios
de la ecologia microbiana de dicha biopelicula, las relaciones entre los miembros de las comunidades
microbianas y como contribuyen al flujo de electrones del anodo al catodo, aun no estan
completamente comprendidas, asi como los mecanismos que favorecen su formacion y los procesos
metabdlicos que intervienen en su establecimiento.

En esta tesis se presenta una investigacién monogréafica de las CMB. Debido a que no existe algun
libro que aborde este tema, la informacion contenida en esta es una recopilacion de informacion
contenida en una gran cantidad de articulos internacionales de investigaciones en el mundo que
abordan el tema de las CMB. Los articulos dedicados al estudio de las CMB son numerosos, pero los
autores de éstos es un grupo pequefio de cientificos extranjeros y mexicanos.

En este trabajo se pretende dar una descripcion historica de las CMB, asi como de su definicion,
caracterizacion, avances y aplicaciones potenciales. Se presentan datos relevantes en lo referente a la
generacion de electricidad, tamafos y eficiencias. La comparacion entre CMB se debe manejar con
reserva debido a que el desarrollo de esta tecnologia estd todavia en sus comienzos, los disefios
deben ser estudiados y optimizados y no existe un estandar para comparar las CMB entre si.

VI



Introduccion

Como suele ocurrir con muchas cuestiones cientificas que hoy nos parecen novedosas, las primeras
observaciones tuvieron lugar mucho tiempo atras. Asi, el primer ejemplo de actividad eléctrica con
microorganismos fue mostrado por Potter en 1910; en sus experimentos recurrio a cultivos de E. coli
y electrodos de platino para generar corrientes eléctricas que por su pequefia magnitud pasaron
desapercibidas para la comunidad cientifica. Este tipo de procesos no despertd el interés hasta la
década de los afios ochenta, con la utilizacion de mediadores redox solubles que aumentaban la
produccion de corriente y la potencia de estos sistemas. Los mediadores redox son compuestos
solubles que acttian transportando los electrones desde la bacteria hasta el electrodo, reoxidandose y
quedando disponibles de nuevo para ser reducidos por los microorganismos. Normalmente son de
naturaleza metalorganica o colorantes, como el rojo neutro, el azul de metileno, la tionina, la 2-
hidroxi-1, 4-naftoquinona.

Los analisis de comunidades microbianas asociadas a los anodos de las CMB muestran una gran
biodiversidad de géneros bacterianos dependiendo de la naturaleza del indculo, del combustible y del
tipo de CMB utilizada. A pesar de ello, en la mayoria de los casos no se puede asegurar qué
organismo muestra una participacion activa en el proceso electrogénico ya que parte de esa
poblacion recurre probablemente a metabolismos alternativos como fermentaciones del combustible
utilizado, y el &nodo es sélo un soporte fisico sobre el que crecer. En cambio, cuando se utilizan
celdas sedimentarias, tanto en sedimentos marinos como de agua dulce, si parece existir un concenso
que identifica a las &-proteobacterias, y en concreto a la familia Geobacteraceae, como los
microorganismos dominantes, con probada actividad electrogénica cuando se ensayan utilizando
cultivos puros.

La gran revolucion en el campo de las CMB se ha producido en el dltimo lustro, con el
descubrimiento de microorganismos electrogénicos que son capaces de transferir los electrones al
anodo en ausencia de mediadores redox artificiales. De esta manera, se eliminan los problemas de
toxicidad en los dispositivos electroquimicos y los medios utilizados quedan restringidos al
combustible organico que se desee utilizar y al microorganismo que actle como catalizador
biologico.

Objetivo general

Conocer el origen, avances recientes y aplicaciones para la generacion de energia a partir de las
celdas microbianas de biocombustible (CMB) realizando una investigacién sobre las investigaciones
nacionales e internacionales

Objetivos especificos

Conocer el panorama pasado y presente de las CMB

Conocer el beneficio que se obtiene con la implementacion de las CMB
Revisar los avances en México y de otros paises sobre el uso de las CMB
Conocer como se realizaron las investigaciones realizadas sobre las CMB
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Capitulo 1. Generalidades

1.1 Celdas de biocombustible

Las celdas bioldgicas de combustible (celdas de biocombustible) se han definido como las celdas de
combustible que se basan en la catalisis enzimatica para al menos una parte de su actividad (Palmore
y Whitesides, 1994). Una definiciobn mas amplia puede considerar a las celdas de biocombustible
como las celdas de combustible que utilizan biocatalizadores. En el sentido méas amplio, las celdas de
biocombustible se definen como los dispositivos capaces de transformar directamente la energia
quimica en eléctrica a través de reacciones electroquimicas que dependen de vias bioguimicas. Un
esquema de una celda de biocombustible tipica se muestra en la Figura 1.1. Dos electrodos separados
por una membrana semipermeable se colocan en solucion. Una especie bioldgica, en este caso una
colonia de microorganismos o una enzima pueden estar en solucion (o en suspension) dentro del
compartimento anddico de la celda. Una vez que el combustible adecuado ha sido introducido en el
compartimento del anodo, éste se oxida parcial o totalmente y los electrones liberados por este
proceso se utilizan para reducir oxigeno en el catodo.

Catodo

02 + 4H+ +4e” — 2"20

Anodo

combustible — combustible(oxidado) + e~

W

Membrana semipermeable

Figura 1.1 Esquema de una celda de biocombustible (Davis y Higson, 2006)

La conexion entre la biologia y la electricidad se conoce desde los experimentos de Galvani en la
década de 1780 (Galvani, 1791), cuando se descubrié que la corriente de un generador de
electricidad estatica podia causar la contraccion de una pata de rana, revolucionando con esto la
comprension del sistema nervioso. La celda de combustible ha sido conocida, desde que Grove logré
con exito invertir la accion de la electrdlisis del agua, recombinando el hidrdégeno y oxigeno para
producir agua y corriente eléctrica (Grove, 1839). Dada la naturaleza temprana de estos dos
descubrimientos es sorprendente que una celda que utiliza microorganismos no se haya demostrado,
sino hasta 1910, cuando MC Potter, profesor de Botanica en la Universidad de Durham observo la




produccién de electricidad por E. coli (Potter, 1910). Estos resultados no fueron ampliamente
reportados hasta los experimentos de Cohen en 1931, que demostré un voltaje superior a 35 V
generado a partir de celdas de combustible microbianas conectadas en serie (Cohen, 1931).

La expansion del interés en las celdas de combustible fue provocada por el programa espacial de
EEUUA a finales de 1950 y comienzos de 1960, dirigido al desarrollo de celdas de combustible
microbianas como una posible tecnologia en un sistema de eliminacion de residuos y generacion de
energia para los vuelos espaciales. También a finales de la década de 1960, la celda de
biocombustible utilizando sistemas enzimaticos libres de células comenzé a ser utilizado, con el
objetivo inicial de contar con una fuente de alimentacion permanente para un corazon artificial
(Kreysa y col., 1990; Wingard y col., 1982).

En una celda de combustible, se produce una reaccién de oxidacion en el anodo y una reaccién de
reduccion en el catodo. La oxidacion libera electrones, que viajan hacia el catodo a través de un
circuito externo realizando trabajo eléctrico. El circuito se completa con el movimiento de cargas de
compensacion a través del electrolito a menudo en forma de iones positivos.

Convencionalmente, las celdas de combustible funcionan con quimicos inorganicos relativamente
simples, como el hidrogeno o el metanol (MeOH), produciendo energia, agua y didxido de carbono
(en el caso del metanol). Otros combustibles, como los alcoholes de menor orden y alcanos, también
se utilizan, pero frecuentemente son reformados para producir hidrégeno antes del proceso de la
celda de combustible (Mitsos y col., 2004; Vielstich y col., 2003).

Las celdas de biocombustible utilizan enzimas como catalizadores (solas o dentro de un organismo)
y suelen operar en condiciones moderadas (20-40°C y pH casi neutro). Estas propiedades hacen que
celdas de biocombustible sean un prospecto de desarrollo atractivo para su uso en aplicaciones donde
la generacion de altas temperaturas es dificil, o cuando las condiciones de reaccion son indeseables.
Las celdas de biocombustible no estan, al menos en teoria, limitadas por estas condiciones
moderadas; como por ejemplo los organismos extremdfilos o enzimas derivadas de ellos, que
deberian ser capaces de operar bajo una amplia variedad de condiciones de reaccion. También debe
considerarse la variedad de reacciones que pueden ser catalizadas por enzimas que permiten que el
uso de una gama mucho mas amplia de sustancias combustibles sea posible (en algunos sistemas,
hasta la utilizacion de moléculas tan grandes como los almidones solubles). Los biocatalizadores, ya
sea de proteinas, enzimas o todo un organismo, también pueden ofrecer ventajas de costos sobre los
catalizadores metalicos, aunque esto no es probable hasta que el consumo de la enzima sea suficiente
para merecer su produccién a gran escala.

En cuanto a las aplicaciones, actualmente hay dos sistemas para su aplicacion practica, una
instalacion de pruebas en aguas residuales de una planta de almidon (sistema de celda de
combustible microbiana), que ha estado operando durante al menos 5 afios y se ha demostrado como
un método de bioremediacion (Gil y col., 2003) y como un sensor de demanda bioquimica de
oxigeno (DBO) (Kim y col., 2003a). Otra aplicacion, es una celda de biocombustible empleada en el
estdmago de una plataforma robdtica movil denominada “Gastronome”, pensado como el precursor
de los robots autonomos que pueden recoger su combustible de sus alrededores (gastrobots). El
Gastronome original “come” terrones de azucar y se alimenta de forma manual (Wilkinson, 2000),




pero otros grupos han refinado el concepto, para producir depredadores que consumen babosas
(Kelly y Melhuish, 2001), o moscas (leropolous y col., 2004). Aungue hasta el momento los dos
todavia requieren de alimentacion manual. Se han sugerido muchas aplicaciones, sin embargo, estas
investigaciones se encuentran en distintas etapas de desarrollo.

El blanco méas obvio para la investigacion en celdas de biocombustible sigue siendo en aplicaciones
“in vivo”, donde el combustible utilizado podria encontrarse practicamente sin limite y a largo plazo
en la circulacion de la sangre o incluso como una fuente permanente de alimentacion para los
dispositivos tales como los marcapasos, los sensores de glucosa para diabéticos o pequefias valvulas
para el control de la vejiga. Una celda de biocombustible capaz de funcionar en una uva (Mano y
col., 2003a) muestra que se estd avanzando en esto. El reto de la biocatalisis en operacion para un
periodo suficientemente largo es un problema en estas areas, donde podria ser necesaria una
intervencion quirdrgica para cambiar una celda y las limitaciones éticas son de suma importancia.

Son diversas las propuestas de aplicaciones “ex vivo”. La gran mayoria de estas aplicaciones esta
representada por la recuperacion de energia de residuos o para la generacién de energia en zonas
remotas. A media escala se aplica para la generacion de energia en sistemas especializados, como el
gastrobot mencionado anteriormente. Donde mas se utiliza es en la generacién de energia a pequefia
escala para sustituir las baterias de equipos electrénicos. Las aplicaciones de mayor escala tienden a
basarse en microorganismos, mientras los de menor escala tienen mas probabilidades de ser
enzimaticos. El principal obstaculo en el caso de las celdas de combustible enziméticas y para
cualquier aplicacién con éxito, es la vida de los componentes, especialmente por la duracion limitada
de las enzimas y los problemas de suciedad en los electrodos.

1.1.1 Definiciones y clasificaciones de las celdas de biocombustible

Los dispositivos electroquimicos transforman la energia directamente de un producto quimico a una
forma eléctrica. Esto les permite evitar las limitaciones de la termodinamica de la combustion
basada en ciclos. Ademas, en un sistema electroquimico, la tasa de produccion de energia se puede
controlar con precision a través de un circuito externo. Un resumen de los diferentes tipos de
dispositivos electroquimicos se presenta en la Figura 1.2. Este panorama nos permite considerar las
distintas definiciones que un dispositivo tiene que cumplir con el fin de ser una celda de
biocombustible, y permite la caracterizacion de los diferentes dispositivos de biocombustibles en
forma de celdas.

Un esquema generalizado de una media celda de biocombustible (cAmara anddica) se presenta en la
Figura 1.3. Un combustible es oxidado en un componente biolégico (enzima u organismo), los
electrones son transferidos a (o desde) un mediador, que o bien se difunde o se asocia con el
electrodo y es oxidado (reducido) a su estado original.

1.1.2 Combustible y fuentes de catalisis

Cualquier tipo de dispositivo electroquimico requerira de un combustible y un catalizador,
considerando lo anterior, se presentan varias definiciones:




Dispositivos Electroquimicos
Convierten directamente la energia
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Inorgénico Organico
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simples y catalizadores inorga- y  catalizadores  inorgdnicos
nicos (usualmente metales) (metales)

Figura 1.2 Clasificacion de los dispositivos electroquimicos (Bullen y col., 2006)




Los dispositivos inorganicos utilizan quimicos inorganicos y usualmente se emplean metales como
catalizadores (Palmore y Whitesides, 1994), por ejemplo, la clésica celda de combustible catalizada

por Pt Hy/0, (Ey 4, = 1.23V)

anodo Pt
H, —— 2H" + 4e” (1-1)
catodo Pt
102 + 2H+ + 4‘e _ H20 (1'2)

Los dispositivos alimentados organicamente operan usando quimicos mas complejos como fuentes
de combustible, pero todavia dependen de catalizadores inorganicos para lograr las reacciones como,
por ejemplo, la celda de combustible de metanol directo (DCMB) (E2, 4, = 1.2V)

anodo inorganico

CH;O0H + H,0 CO, + 6H* + 6e~ (1-3)
catodo inorganico
20, + 6H + 6e~ > 3H,0 (1-4)

m,

Membrana selectiva de 1ones

6‘

P Combustible

E .

Medlador

O W 060 O 6

Electrolito

Electrodo @ O O @

Figura 1.3 Esquema de una media celda de biocombustible (caAmara anddica) (Bullen y col., 2006)

Bio-componente

Desechos

Los dispositivos catalizados bioldgicamente (por lo general también alimentados organicamente)
utilizan moléculas bioldgicas como catalizadores para lograr sus reacciones redox (por o menos en
la mitad de la celda), ya sea como enzimas purificadas (0 enzimas derivadas) para catalizar una
reaccion especifica, 0 mediante el uso de organismos completos (Palmore y Whitesides, 1994). Para
la oxidacion de metanol (Ec.1-3), un dinocleotido de adenina nicotinamida (NAD) es mediado por la
secuencia de reacciones siguientes (Palmore y col., 1998):




alcohol deshidrogenasa

CH,OH + 2NAD* > CH,0 + 2NADH (1-5)
aldehido deshidrogenasa
CH,0 + H,0 + 2NAD* HCOOH + 2NADH (1-6)
formato deshidrogenasa
HCOOH + 2NAD* CO, + 2NADH (1-7)
diaforasa
3NADH + 6Mediador,.g —— 3NAD" + 6Mediador,y (1-8)
anodo
6Mediador,, —— 6Mediador,¢q + 6€~ (1-9)

Los dispositivos catalizados bioldgicamente se pueden dividir de acuerdo a la fuente de los
biocatalizadores (enzimas por lo general) utilizados para realizar la catalisis.

Los sistemas catalizados por microorganismos utilizan organismos vivos como la fuente para
completar las vias enzimaticas. Se trata generalmente de sistemas robustos que pueden operar sobre
materias primas variables y son resistentes a la intoxicacion debida a los sistemas vivos vy
generalmente son capaces de oxidar el sustrato completamente a diéxido de carbono y agua. Por
ejemplo, la comunicacion electroquimica directa de Shewanella putrefaciens con un anodo a través
de los citocromos de la membrana (Kim y col., 2002a).

metabolismo microbiano

lactato desechos + (citocromo de la membrana)™ (1-10)
. dnodo
(citocromo de la membrana)™ —— (citocromo de la membrana) + e~ (1-11)

Los sistemas catalizados enzimaticamente usan proteinas enzimaticas aisladas y purificadas para
realizar una reaccion especifica de catalisis (reacciones quimicas Ec. 1-5 a 1-9). Varias enzimas se
pueden combinar para oxidar completamente el sustrato, a pesar de la estructuracion de las enzimas,
es problematico que las diferentes reacciones puedan ocurrir en el orden correcto.

1.1.3 Método de transferencia de electrones entre el sitio de reaccion y el electrodo

Los electrones se pueden transferir entre el sitio de la reaccion y el electrodo a través de la difusion
de un combustible secundario, a través de una molécula mediadora que repetidamente realiza ciclos
0 por medio de una transferencia directa de electrones (TDE) entre el sitio de la reaccién y el
electrodo.

Se han producido variaciones en la literatura sobre como definir este tipo de sistemas. Aston y
Turner (1984) definen a un sistema en el cual un combustible secundario para el electrodo es
generado por una reaccion biolégica como una celda de biocombustible indirecta, con los casos de
mediadores reversibles de disparo de electron y de transferencia directa de electrones entre el
componente biolégico y el electrodo como una celda de biocombustible directa. Sin embargo,
Palmore y Whitesides (1994) definen a las celdas de biocombustible indirectas como cualquiera que




incluya un componente de difusion. Por lo tanto, de acuerdo con su definicion, un sistema que
implique la difusion de mediadores reversibles es indirecta, pero una que incluya la participacion de
mediadores no difusos es directa. Higgins y Hill (1985) definen tres categorias:

1. Tipo de producto. Organismos 0 enzimas que convierten componentes electroguimicamente
inactivos a componentes electroquimicamente activos

2. Tipo regenerativo. Organismos 0 enzimas que regeneran compuestos redox que a su vez
Ilevan a cabo la reaccién electroquimica

3. Tipo depolarizador. Organismos 0 enzimas que actian como catalizadores de reacciones
electroquimicas en el electrodo, o ellos mismos se difunden en el electrodo y transfieren
electrones directamente

Las celdas enzimaticas se dividen en: Transferencia de electrones mediada (TEM) y transferencia
directa de electrones (TDE), con TDE cubriendo sélo los sistemas en donde los tineles de electrones
se conectan directamente con el sitio activo fijo en la enzima y el electrodo, y TEM que abarca todas
las formas de mediacion regenerativa, ya sea difusa o no difusa (Calabrese Barton y col., 2004).




Capitulo 2. Celda microbiana de biocombustible (CMB)

Una celda microbiana de biocombustible convierte un sustrato biodegradable directamente a
electricidad. Esto se consigue cuando las bacterias, a través de su metabolismo, transfieren electrones
desde un donador, tal como la glucosa, a un aceptor de electrones. En una CMB, las bacterias no
transfieren directamente los electrones producidos a su aceptor terminal, sino que éstos son
desviados hacia el anodo (Figura 2.1). Esta transferencia puede ocurrir de varias formas, bien sea a
través de la membrana celular o a partir de un mediador soluble, y los electrones fluyen a traves de
un circuito externo (Rabaey y col., 2003).

| | | |
Catodo

Anodo

Glucosa

H,0

Bact'eria Membrana

Figura 2.1. Celda microbiana de biocombustible (Rabaey y col., 2003)

El uso de microorganismos ofrece la ventaja en que pueden catalizar la oxidacion de numerosos
biocombustibles y pueden ser menos susceptibles a la inhibicion, haciéndolos una opcion popular
para su uso en celdas de biocombustible.

Sin embargo, un gran inconveniente, es que puede ser extremadamente dificil utilizar los electrones
generados por la reaccion que ocurre dentro de la célula. Una de las soluciones es a través del uso de
mediadores, sin embargo, los compuestos elegidos para este fin deben cumplir una serie de criterios,
de los que destacan: Ser capaces de ser transportados a traves de las membranas celulares de los
microorganismos y de no ser toxicos.




2.1 Estructura basica de una CMB

La estructura basica de una CMB se observé en la Figura 2.1; consta de dos camaras, una catédica y
una anodica separadas por una membrana de intercambio de protones (MIP) (Min y col., 2005). Los
microorganismos en la cémara anddica oxidan los compuestos organicos como parte de su
metabolismo y durante este proceso generan electrones y protones. Los electrones son transferidos al
anodo y son transportados a hacia el catodo a través de un circuito externo. Para mantener el balance
de cargas, los protones generados en la reaccion atraviesan una membrana permeable a protones o un
puente salino y una vez en la cadmara catodica se unen con el oxigeno, para formar agua (Logan y
col., 2006; Cheng y col., 2000a). En la Figura 2.2 se muestra un disefio tipico de CMB.

Membrana de
intercambio de ‘\;

Figura 2.2 Disefio tipico de una CMB (leropoulos y col., 2004)

El mecanismo por el cual son liberados los electrones al electrodo en las CMB es uno de los
principales objetivos de estudio para llegar a entender el funcionamiento de este tipo de dispositivos
y mejorar su eficiencia. El factor mas importante para que una CMB genere una corriente de
electrones que pueda ser utilizada es, sin duda alguna, el microorganismo o0 microorganismos
utilizados para llevar a cabo el proceso de degradacion de la materia organica a compuestos como
CO; y H,0 vy la liberacion de electrones al sistema. Otro factor es el tipo de indculo, ya que se
pueden emplear diferentes tipos de inoculos en las CMB. El indculo puede provenir de un sistema
aerobio como lodos activados (Lee y col., 2003), lodos anaerobios (Rabaey y col., 2003), aguas
residuales domésticas (Min y Logan, 2004), aguas residuales industriales (Prasad y col., 2006),
sedimentos marinos (Bond y col., 2002) o sedimentos acuaticos (Holmes y col., 2004a). Aunque los
mejores resultados se han obtenido empleando lodos activados o anaerobios (Rabaey y col., 2003).




2.1.1 Anodo

Los materiales con los que se deben construir los &nodos deben ser conductivos, biocompatibles y
quimicamente estables en la solucion del reactor. Los dnodos metélicos consisten de una malla de
acero inoxidable no corrosivo y que pueden ser utilizados para esta aplicacion (Tanisho y col., 1989).
El material de electrodo mas verséatil es el carbon, disponible como placas de grafito compacto,
barras o granulos, asi como materiales fibrosos (fieltro, tela, papel, fibras, espuma) y carbon vitreo.
Existen numerosos proveedores de carbén en el mundo, por ejemplo: E_TEK and Electrosynthesis
Co. Inc. (EUA), GEE Graphite Limited, Dewsbury (Inglaterra), Morgan, Grimbergen (Bélgica) y
Alfa-Aesar (Alemania).

Los materiales utilizados mas simples son las placas y las barras de grafito ya que son relativamente
baratos, faciles de manejar y tienen un area de contacto definida. Diversos tipos de productos de
carbon como son papel, fibra, entre otros han sido utilizados extensivamente como electrodos.
Mayores areas superficiales pueden ser alcanzadas usando materiales compactos como el carbon
vitreo reticulado (RVC; ERG Materials and Aerospace Corp., Oakland, CA), el cual se encuentra
disponible con diferentes tamafios de poro o usando capas de granulos de carbon o esferas (Le
Carbone, Grimbergen, Bélgica). El efecto a largo plazo del crecimiento de la biopelicula o de las
particulas en el flujo en cualquiera de las superficies no ha sido debidamente examinado todavia.

Para incrementar el desempefio del anodo, se han utilizado diferentes estrategias quimicas y fisicas.
Materiales electrocataliticos como son compuestos de polianilinas han mostrado que mejoran la
generacion de corriente ayudando a la oxidacion directa de metabolitos microbianos. Dirigir el flujo
de agua a través del material del anodo puede utilizarse para incrementar la potencia. El flujo hacia el
anodo también ha sido usado en reactores utilizando mediadores exdgenos (Sell y col., 1989).

2.1.2 Catodo

Debido a su buen desempefio, el ferrocianuro de potasio (Ks[Fe(CN)g]) es muy popular como un
aceptor experimental de electrones en las celdas microbianas de combustibles (Park y Seikus, 2003).
La ventaja del ferrocianuro es el bajo sobrepotencial y la desventaja de su empleo es la oxidacion
insuficiente por oxigeno, lo que requiere que el catolito debe ser reemplazado regularmente. El
desempefio a largo plazo del sistema puede verse afectado por difusion del ferrocianuro a través de la
MIP y dentro de la camara anddica.

El oxigeno es el aceptor de electrones mas adecuado para una CMB debido a su alto potencial de
oxidacion, disponibilidad, bajo costo (es gratis), sustentabilidad y la carencia de residuos quimicos.
La eleccion del material del catodo afecta de manera importante el desempefio y su variedad de
aplicaciones (Cheng y col., 2006a). Para incrementar la velocidad de reduccion del oxigeno, los
catalizadores de platino son usados comunmente para oxigeno disuelto (Reimers y col., 2001) o
catodos de difusion de gas (Liu y col., 2004). Para reducir el costo de la CMB, la cantidad de platino
puede mantenerse a 0.1 mg/cm (Cheng y col., 2006a). La estabilidad a largo plazo del platino
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necesita ser investigada todavia. Recientemente, metales nobles han sido propuestos como catodos
para las CMB (Zhao y col., 2005; Cheng y col., 2006a).

2.1.3 Membrana de intercambio de protones (MIP)

La mayoria de los disefios de CMB requieren la separacién de la camara anddica y la camara
catodica por una membrana de intercambio de protones. La MIP méas comunmente utilizada es el
Nafion (DuPont Co., USA), el cual estd disponible con numeros proveedores (Aldrich and lon
Power, Inc.). También existen otras opciones como Ultrex CMI-7000 ( Membranes International

Incorp., Glen Rock, NJ) que también son adecuadas para CMB (Rabaey y col., 2004). Cuando se

usan las membranas de intercambio de protones, es importante tener en cuenta que pueden ser
permeables a quimicos, tales como el oxigeno, ferrocianuro, otros iones o materia organica usada
como sustrato EI mercado de las membranas esta en constante crecimiento y se requieren mas
estudios para evaluar los efectos de la membrana en el desempefio y estabilidad a largo plazo
(Rozendal y col., 2006).

2.2 Condiciones de operacion

Hasta este momento, el desempefio de las CMB a nivel laboratorio es mucho menor que el
desempefio ideal de estos sistemas. Puede haber muchas razones posibles. El desempefio de una
CMB es alterado por muchos factores incluyendo el tipo de microorganismos utilizados, el tipo y
concentracion de la biomasa utilizada como combustible, la fuerza ionica, el pH, la temperatura y la
configuracion del reactor (Liu y col., 2005b). Los pardmetros de operacion pueden regularse para
bajar la polarizacién y para aumentar el desempefio de una CMB.

2.3 pH y electrolito

Sin una solucion amortiguadora en una CMB, obviamente existira una diferencia de pH entre la
camara anddica y la cdmara catddica, aunque tedricamente no habria cambio de pH cuando la
velocidad de reaccion de protones, electrones y oxigeno en el catodo es igual a la velocidad de
produccién de protones en el anodo. La membrana de intercambio de protones causa una barrera en
el transporte a través de la membrana de difusion de protones, por lo que el transporte de protones a
través de la membrana es mas lento que su velocidad de produccién en el anodo y su velocidad de
consumo en la camara catodica en la etapa inicial de la operacion de la CMB, de este modo hay una
diferencia de pH. Sin embargo, la diferencia de pH incrementa la fuerza motriz de la difusion de
protones de la camara anodica a la camara catddica y finalmente forma un equilibrio dinamico.
Algunos de los protones generados con la biodegradacién de sustratos organicos transferidos a la
camara catddica pueden reaccionar con el oxigeno disuelto mientras algunos protones son
acumulados en la cdmara anddica cuando ellos no se transfieren a través de la membrana de
intercambio de protones. Gil y col. (2003) detectaron una diferencia de pH de 4.1 después de 5 horas
de operacion con un pH inicial de 7 sin utilizar amortiguadores (buffer). Con la adicién de un
amortiguador de fosfatos (pH 7), el cambio de pH en el anodo y catodo fue de menor de 0.5 unidades
y la salida de corriente se incremento alrededor de 1 a 2 veces.
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Sin embargo, el proceso microbiano anddico prefiere un pH neutro y las actividades microbianas
disminuyen en un pH mas alto o0 mas bajo, por lo que el empleo de amortiguadores es fundamental
(He y col., 2008).

2.4 Mecanismos de transferencia de electrones

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

2.4.1 Transferencia directa de electrones al electrodo

Los electrigenos son microorganismos que conservan la energia permitiendo el crecimiento por la
oxidacion de compuestos organicos a didxido de carbono y con la transferencia directa de electrones
a los anodos de las CMB (Lovley y Kevin, 2008). Estos microorganismos son conocidos también
como anodofilicos. Entre los microorganismos mas estudiados de esta clase se encuentran los
Geobacter y Rhodoferax; los cuales poseen mecanismos internos de transporte de electrones y no
requieren la ayuda de mediadores para liberar dichos electrones al anodo. La produccion de
electricidad utilizando microorganismos electrigenos en la CMB tiene algunas ventajas significativas
(Bond y Lovley, 2003). Una de ellas es la completa oxidacion de la materia orgénica a didxido de
carbono que estos microorganismos hacen posible y que se traduce en una alta eficiencia coulombica
en el proceso (Lovley y Nevin, 2008). Otra ventaja utilizando electrigenos es su sustentabilidad a
largo plazo. Se han reportado CMB que han sido operadas por méas de 2 afios sin bajar la produccién
de electricidad (Lovley y Nevin, 2008).

La reaccion que se lleva a cabo en el &nodo sin mediadores se ha estudiado principalmente en los
Geobacteraceae, en este proceso el &nodo actia como aceptor final de electrones de manera similar a
como lo hacen con los 6xidos minerales solidos que se encuentran en el subsuelo, su habitat natural.
Los Geobacteraceae son un grupo de microorganismos capaces de acoplar la respiracion anaerobia a
la reduccion de metales en el ambiente. Debido a su metabolismo son capaces de biorremediar varios
metales pesados incluyendo el Uranio(VI1), Vanadio(VI) y Cromo(VI1); asi como biodegradar varios
contaminantes organicos como los hidrocarburos monoaromaticos. Recientemente dicha especie se
ha usado para generar electricidad a partir de desechos organicos, ya que su metabolismo Unico la
hace sobresaliente en este campo (Lovley, 2008).

Geobacter pertenece a los microorganismos reductores de metales, los cuales producen energia util
biolégicamente en forma de ATP durante la reduccion de Oxidos de metales bajo condiciones
anaerobias en suelos y sedimentos. Su caracteristica principal es la habilidad para oxidar compuestos
organicos como acidos grasos, alcoholes, compuestos monoaromaticos por la via de los acidos
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tricarboxilicos, mediante la transferencia de electrones a 6xidos de Fe(lll) insolubles, sustancias
himicas u 6xidos de Mn(1V) (Lovley, 2008).

La mayoria de los estudios relacionados con la transferencia de electrones se han hecho utilizando
Geobacter sulfurreducens, ya que su genoma se conoce completamente y se sabe que es un gran
generador de potencia. La manera en que esta bacteria transfiere electrones al electrodo, es a través
de una serie de citocromos tipo ¢ (méas de 100 codificados en su genoma), asociados a la membrana
interna, periplasma y membrana externa (Methé y col., 2003; Lovley, 2008).

Rhodoferax ferrireducens, es también una bacteria de especial importancia en la produccion de
bioelectricidad, fue aislada de sedimentos del subsuelo como un reductor de Fe(lll), oxida azUcares
como glucosa, fructosa, sacarosa, lactosa y xilosa a CO, con el 80% de la recuperacion de los
electrones en forma de electricidad. La gran produccién de energia se le atribuye a la cantidad de
células adheridas a la superficie del electrodo durante largos periodos de tiempo y a su habilidad para
mantenerse activa. Por lo que, debido a la conversion de varios tipos de azUcares a electricidad y a su
capacidad de mantenimiento sin disminuir su desempefio, Rhodoferax es un candidato ideal para ser
utilizado en las CMB (Chaudhuri y Lovley, 2003; Du y col., 2007; Risso y col., 2009).

2.4.2 Transferencia con ayuda de mediadores

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

2.4.2.1 Mediadores producidos por el mismo microorganismo

Los microorganismos que tienen la capacidad de reducir Fe(l11) enfrentan el problema de como tener
acceso efectivo a un aceptor de electrones que no puede difundirse en la célula. Las bacterias del
genero Shewanella han resuelto este problema liberando quinonas solubles que pueden acarrear
electrones de la superficie celular a 6xido de Fe(lll) aunque éste se encuentre a una distancia
considerable de la célula. Se ha reportado que Shewanella tiene la capacidad de transferir electrones
a metales localizados a mas de 50 um de la superficie de la célula (Lovley, 2008).

Las bacterias del género Shewanella son miembros de las Proteobacterias, son microorganismos
acuaticos con una amplia distribucion alrededor del mundo: Forman un grupo diverso de bacterias
anaerobias facultativas que se encuentran en ambientes marinos y de agua dulce (Hau y Gralnick,
2007). Son fisiologicamente diversos, por lo que pueden tener varias aplicaciones biotecnologicas,
como son, la bioremediacion de compuestos clorados, radioactivos y otros contaminantes
ambientales, asi como la generacion de energia.

Las bacterias Shewanellae pueden respirar empleando un diverso grupo de aceptores de electrones,
lo que les ha permitido adaptarse a ambientes extremos y variados. Estos organismos son faciles de
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crecer y manejar en un laboratorio, por lo que muestran un gran potencial para la biorremediacion de
varios contaminantes ambientales y para producir electricidad.

Diversos estudios han sugerido que las células de Shewanella tienen la capacidad para producir y
secretar acarreadores enddgenos de electrones para promover la reduccion de 6xidos de Fe(lll),
aunque dichos compuestos no han sido totalmente identificados, han surgido reportes que intentan
identificarlos. Recientemente se demostrd que este microorganismo produce flavinas que emplean
como mediadores para la transferencia de electrones fuera de la célula (Von Canstein y col., 2007,
Marsili y col., 2008).

El mecanismo de transferencia de electrones hacia la superficie del electrodo, por esta bacteria, no ha
sido elucidado, pero son de vital importancia los citocromos localizados en la membrana. Sin
embargo, se cree que los nanocables o pili de Shawenella, puede facilitar la transferencia de
electrones en distancias muy largas. Las aplicaciones de esta bacteria en los aparatos generadores de
corriente incluyen el tratamiento de aguas residuales, la conversion de biomasa de desecho y el uso
como proveedor de electricidad a sensores ambientales en cuerpos acuaticos como lagos, rios y
océanos, donde los sedimentos ricos en materia organica proveen de una fuente de electrones (Hau y
Gralnick, 2007).

2.4.2.2 Mediadores adicionados exdgenamente

En el caso de microorganismos que no son capaces de producir sus propios mediadores y que son
incapaces de transferir eficientemente los electrones derivados del metabolismo central afuera de la
célula, requieren de la adicion de mediadores exdgenos que transporten los electrones al &nodo.

Las propiedades que se buscan en un compuesto para ser utilizado como un buen mediador son
(Bullen y col., 2006):

a) Un potencial bastante diferente del potencial del organismo para facilitar la transferencia de
electrones mientras se mantiene un alto potencial electroquimico en la celda

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

c) Raépida transferencia de electrones de el organismo al electrodo

d) Capacidad para repetidos ciclos redox

e) No citotoxicidad

f) Buenos perfiles de absorcion-adsorcion-resorcion al organismo, electrodo y otras superficies
de la CMB, de forma que permanezca en la solucion y permanezca disponible para el proceso

Ejemplos de compuestos de este tipo son; rojo neutro, fenazinas, fenotiazinas, entre otros (Lovley,
2006).

Existen varios problemas y desventajas en el uso de mediadores para facilitar el transporte de
electrones, entre ellos se encuentra el hecho de que los compuestos utilizados suelen ser toxicos para
los seres humanos, por lo que se debe evitar la utilizacion de estos compuestos en los procesos de
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produccién de electricidad en lugares que se exponga el medio ambiente a ellos, como puede ser en
plantas de tratamiento de aguas residuales, sedimentos acuéticos, entre otros.

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

2.4.3 Transferencia por medio de los nanocables bacterianos (pili)

En estudios recientes se ha descubierto la presencia de nanocables en algunos microorganismos
electrigenos. Estos pili se han identificado en bacterias como Geobacter sulfurreducens, Shewanella
oneidensis, una cianobacteria fototropica Synechocystis y un microorganismo fermentador
termofilico Pelotomaculum thermopropionicum (Gorby y col., 2006).

Existen opiniones encontradas con respecto a la presencia de estas estructuras en las bacterias que
pueden reducir 6xidos de Fe(l11) o Mn(IV). El crecimiento en Fe (111) requiere de la presencia de pili
especializados, los cuales son conductores de electrones y se encuentran localizados a un costado de
la célula. Estos pili son los encargados de realizar la conexion eléctrica entre la célula y los 6xidos de
Fe(lll) y deben estar en contacto directo con el anodo de la CMB o formando una red entre las
celulas para facilitar la transferencia de electrones a través de la biopelicula lo mejor posible, pues se
sabe que Geobacter crece en monocapas y los pili proveen soporte estructural en la formacion de
dicha biopelicula y son esenciales en la generacién de corriente (Lovley, 2006).

Utilizando G. sulfurreducens se realizé un estudio en el que se evalla la transferencia de electrones
en presencia de Fe(l11) soluble e insoluble y el papel que juega la presencia o ausencia de pili en este
proceso. G. sulfurreducens produce pili durante su crecimiento en 6xido de Fe(l11) pero no en Fe(lll)
soluble, lo que hace suponer que la produccién de pili es una manera de alcanzar el Fe(l11) no soluble
en los sedimentos. Reguera y col. (2005), evaluaron la conductividad eléctrica a través de los pili
mediante microscopia de fuerza atomica. (AFM por sus siglas en inglés). Los resultados en esos
estudios muestran que los pili de G. sulfurreducens son altamente conductivos e indican que
Geobacter requiere de estas estructuras para poder reducir 6xidos de Fe(lll) en el ambiente. Estos
resultados nos llevan a pensar que la produccién de apéndices conductores en bacterias que reducen
Oxidos metélicos es un mecanismo de transferencia de electrones de la célula hacia el aceptor externo
de electrones (Reguera y col., 2005).

2.5 Microorganismos en una CMB

Como ya se mencion0 anteriormente, una CMB es un dispositivo que utiliza microorganismos para
generar una corriente eléctrica a través de la oxidacion de materia organica. Los microorganismos en
la CMB metabolizan sustratos organicos y extracelularmente transfieren electrones a la superficie del
electrodo. La oxidacion de la materia organica libera electrones y protones del sustrato oxidado. Los
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electrones son transferidos al anodo y después al catodo a través de una red eléctrica. Los protones
migran hacia el catodo y se combinan con los electrones y una sustancia quimica, como el oxigeno,
que se reduce en la superficie del catodo. Por lo tanto, una corriente eléctrica se genera de forma
similar a una celda de combustible quimico, pero con microorganismos actuando como catalizadores
en la superficie del &nodo. Los catalizadores, en general, aumentan la velocidad de una reaccion sin
cambiar o recibir energia de la reaccién que catalizan. Los microorganismos en una CMB no son
verdaderos catalizadores, puesto que obtienen energia de la oxidacion del sustrato para apoyar su
propio crecimiento y crear una pérdida de energia, la que posteriormente se aprovecha. Los
microorganismos en una CMB pueden obtener toda la energia y el carbono que se necesitan para su
crecimiento de la oxidacién de la materia organica compleja y, como tal, la tecnologia CMB se ha
considerado autosuficiente (Minteer y col., 2007). Siempre que las condiciones se mantengan
favorables para la produccion corriente en el &nodo con microorganismos asociados, las CMB tienen
el potencial para producir electricidad de forma indefinida.

Se ha encontrado que una gran diversidad de microorganismos se puede asociar con los electrodos en
los sistemas de CMB, sobre todo cuando un indculo del medio ambiente se utiliza para alimentar a la
CMB (Bond y col., 2002; Kim y col., 2004, Phung y col., 2004; Rabaey y col., 2004; Aelterman y
col., 2006a). Una biopelicula se define como un conjunto de bacterias asociadas a una superficie. Es
probable que no todos los organismos asociados a una biopelicula en el dnodo puedan interactuar
directamente con él, pero pueden interactuar indirectamente a través de otros miembros en la
comunidad de la biopelicula. Por ejemplo, Brevibacillus sp. PTH1 result6 ser un miembro abundante
en sistemas de CMB. La produccion de energia por Brevibacillus sp. PTH1 es baja a menos que se
cultive con Pseudomonas sp. (Pham y col., 2008). Los cultivos puros capaces de producir corriente
en una CMB estan represantados por: Firmicutes (Park y col., 2001), Acidobacteria (Bond y Lovley,
2005), cuatro de las cinco clases de Proteobacteria (Chaudhuri y Lovley, 2003; Rabaey y col., 2004;
Zhang y col., 2004; Zuo y col., 2007; Borole y col., 2008; Zhang y col., 2008; Zhao y col., 2008), asi
como cepas de levadura Saccharomyces cerevisiae (Walker y Walker, 2006) y Hansenula anomala
(Prasad y col., 2007). Estos organismos interactian con un anodo a través de una variedad de
procesos directos e indirectos produciendo corriente en diversos grados.

Una medida comun de la eficiencia de cualquier CMB es la eficiencia coulombica, es una medida del
numero de coulombs recuperados como corriente eléctrica en comparacion con el nimero maximo
tedrico de coulombs recuperables del sustrato organico afiadido al sistema. La eficiencia coulombica
de la CMB depende, en parte, de los microorganismos que estan llevando a cabo la oxidacion y del
sustrato, del cual los electrones se derivan (Torres y col., 2007; Freguia y col., 2008; Lee y col.,
2008). Esto se debe a las diferentes vias metabdlicas utilizadas por los diferentes microorganismos y
los mecanismos por los cuales los microorganismos realizan la transferencia de electrones hacia el
anodo. Para ganar la mayor cantidad tedrica de energia a partir de un sustrato organico, el sustrato
debe ser completamente oxidado a diéxido de carbono con una transferencia eficiente de los
electrones hacia el electrodo. Sin la oxidacién completa del sustrato, la energia se pierde en el
sistema en forma de sustrato sin oxidar. Por ejemplo, estudios con Shewanella oneidensis
demostraron que no oxidaron por completo el lactato como sustrato en la CMB, dejando escapar
electrones en forma de productos de desecho, tal como el acetato; este sistema tuvo una eficiencia
coulombica de aproximadamente 56.2% (Lanthier y col., 2008). Cuando los microorganismos en una
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CMB son capaces de oxidar completamente el sustrato organico a CO, se han reportado mayores
eficiencias coulombicas. Las bacterias capaces de oxidar por completo un sustrato organico en una
CMB son: Geothrix fermentans (94% de eficiencia coulombica oxidando acetato) (Bond y Lovley,
2005), las especies Geobacter (aproximaciones al 100% de eficiencia coulombica oxidando acetato o
el 84% oxidando benzoato) (Bond y col., 2002; Bond y Lovley, 2003; Nevin y col., 2008), y
Rhodoferax ferrireducens (83% de eficiencia coulombica oxidando glucosa) (Chaudhuri y Lovley,
2003). Las eficiencias coulombicas pueden variar en gran medida cuando se utilizan inéculos del
medio ambiente, tales como aguas residuales, con un maximo de 65-89% después del
enriquecimiento microbiano (Rabaey y col., 2003).

Una serie de otros indicadores se han propuesto para medir la eficiencia de las CMB y para la
comparacion de la tecnologia CMB con otras tecnologias de conversion de materia organica en
energia. Estos incluyen la eficiencia de captura energética, la eficiencia de voltaje, la eficiencia de
transferencia de masa y la eficiencia energética del proceso (Rittmann y col., 2008a).

Dependiendo de la pérdida de energia debido a la reaccién en el catodo y el metabolismo bacteriano,
se puede obtener un voltaje de 0.3 a 0.5 V a partir de sustratos organicos como la glucosa o el acido
acetico (Logan, 2009). Los estudios estan demostrando que cualquier compuesto degradable por las
bacterias se puede convertir en electricidad (Pant y col., 2009). La gama de compuestos incluyen,
pero no se limitan a: Acetato (Bond y Lovley, 2003; Nevin y col., 2008), glucosa (Kim y col., 2000),
almidon (Lu y col., 2009), celulosa (Ren y col., 2008), paja de trigo (Zhang y col., 2009a), piridina
(Zhang y col., 2009b), fenol (Luo y col., 2009), p-nitrofenol (Zhu y Ni, 2009) y soluciones
complejas, como las aguas residuales urbanas (Liu y logan, 2004; You y col., 2006), residuos de
fabrica de cerveza (Feng y col., 2008), lixiviados (Galvez y col., 2009), residuos de la industria del
chocolate (Patil y col., 2009), acidos grasos mezclados (Freguia y col., 2009) y compuestos de
petréleo (Morris y Jin, 2009).

2.6 Los protones en la biopelicula

La oxidacion de la materia orgdnica produce tanto protones y electrones. Los electrones son
removidos casi instantaneamente a través de la biopelicula y el circuito eléctrico de la CMB. Los
protones (mas grandes) tienen que migrar fuera de la biopelicula y después hacia el catodo. Esto
ocurre a un ritmo mucho mas lento y puede causar una baja en la produccion de energia. Por cada
electron producido en forma de corriente, tambien se produce un proton dentro de la biopelicula. Se
ha observado un gradiente de protones a través de la biopelicula, entre la superficie del &nodo y el
liquido del medio (Franks y col., 2009). La produccién de corriente por los microorganismos en la
CMB causa un aumento de diez veces la concentracion de protones, equivalente a 1 unidad de pH.
También se ha observado que la disminucion del pH en el volumen del liquido disminuye la
produccion de energia (Torres y col., 2008; Nevin y col., 2009). Modelos predicen que una
acumulacion de protones podria dar lugar a zonas de inactividad metabdlica dentro de la biopelicula
(Torres y col., 2008). Sin embargo, la actividad metabdlica ha sido observada a lo largo de toda la
biopelicula (Lee y col., 2009; Franks y col., 2010).
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2.7 Consorcios microbianos y sintrofia

La sintrofia se puede definir como la asociacion o dependencia de 2 o maés tipos diferentes de
organismos que combinan sus capacidades metabolicas para catabolizar un sustrato que no puede ser
catabolizado por alguno de estos organismos de manera independiente (Torres y col., 2007; Rittmann
y col., 2008b, Torres y col., 2008a). Este concepto es aplicable para las CMB ya que para dar el
siguiente paso y disefarlas para la produccion a escala industrial, se debe pensar en utilizar sustratos
complejos, los cuales poseen diversos nutrientes, y los microorganismos utilizados deben ser capaces
de procesarlos o por lo menos no verse afectados por su presencia. Un buen ejemplo de esto es la
produccién de metano e hidrogeno o electricidad por sintrofia en sistemas de bioenergia
microbianos.

La materia organica compleja debe ser hidrolizada y fermentada a productos simples que pueden ser
convertidos directamente a los productos finales deseados. Para producir CH,4, los metanogénicos
usan solo acetato o H, y CO; y todos los electrones deben ser transportados hacia H; y acetato. Para
la generacion de biohidrégeno, el producto final de la fermentacidn debe ser Hy, lo cual significa que
otros productos de la fermentacion como acetato, propionato, etanol y butirato, son consumidores
indeseables de electrones. La sintesis de estos productos reduce la produccion global de H,. Asi
mismo, la oxidacion de H, para formar CH, debe ser suprimida cuando el objetivo principal es la
produccion de hidrégeno. En un proceso de este tipo, la acumulacion excesiva de hidrégeno puede
detener termodindmicamente el proceso de fermentacion que lo produce, y por lo tanto una sintrofia
balanceada entre bacterias que producen por fermentacion hidrégeno y microorganismos
metanogénicos que oxidan el hidrdgeno, es la clave para llevar a cabo la metanogénesis de manera
efectiva. En procesos de produccion de biohidrdgeno, los metanogénicos deben ser suprimidos, lo
cual significa que el H, debe ser recolectado rapidamente para evitar su acumulacién. En una CMB,
la acumulacion de hidrogeno puede llevar a dos resultados indeseables: Disminucién de la velocidad
de fermentacion o desviacion del flujo de electrones hacia CH, (Freguia y col., 2008).

2.8 Disefios de CMB

En la actualidad existen diferentes configuraciones de CMB (Figuras 2.3 y 2.4). Un disefio
ampliamente utilizado y de bajo costo es la CMB de dos camaras construida en forma de “H”, que
consiste por lo general de dos contenedores conectados por un tubo que contiene en su interior un
separador que suele ser una membrana de intercambio de protones (MIP) como Nafion (Park y
Zeikus, 1999; Bond y col., 2002; Logan y col., 2005a; Min y col., 2005) o Ultrex (Rabaey vy col.,
2003) o un puente salino (Min y col., 2005) (Figuras 2.3a y 2.3f). La clave de este disefio, es elegir
una membrana que permita a los protones a pasar entre las camaras (La MIP también se conoce
como membrana de intercambio de protones) y que no acepte el paso del sustrato o del aceptor de
electrones a la camara catddica. En la configuracion “H”, la membrana se fija en el centro del tubo
que conecta a los frascos (Figura 2.3f). Sin embargo, el tubo por si mismo no es necesario mientras
las dos camaras se mantengan separadas. Las camaras pueden estar presionadas sobre ambos lados
de la membrana y sujetarse entre si para formar una gran superficie (Figura 2.3b). Una forma
economica de unir las botellas es utilizar un puente salino. Esto es, un tubo en U invertido que
contiene una disolucion de KCI y proporciona un medio conductor eléctrico entre dos disoluciones.

18



Los orificios del tubo en U se taponan con bolas de algodén para evitar que la disolucion de KCI
fluya hacia los recipientes, al tiempo que se permite el paso de aniones y cationes. El puente salino
en una CMB produce poca energia debido a la alta resistencia interna observada.

Los sistemas “H” son aceptables para la investigacion de pardmetros bésicos tales como la
produccion de energia utilizando nuevos materiales o la observacion de comunidades microbianas
que se presentan durante la degradacion de compuestos especificos, pero en general, estos sistemas
suelen producir bajas densidades de potencia. La cantidad de energia que se genera en estos sistemas
se ve afectada por la superficie del catodo con respecto a la del anodo (Oh y col., 2004) y por la
superficie de la membrana (Oh y Logan, 2006). La densidad de potencia producida por estos
sistemas suele estar limitada por la alta resistencia interna y pérdidas en los electrodos. Al comparar
la energia producida por estos sistemas, tiene méas sentido compararlos sobre la base de anodos,
catodos y membranas del mismo tamafio (Oh y Logan, 2006).

El uso de ferrocianuro como aceptor de electrones en la cdmara del catodo incrementa la densidad de
potencia debido a la disponibilidad de un buen aceptor de electrones a altas concentraciones. El
ferrocianuro incrementa la potencia entre 1.5 y 1.8 veces en comparacion con un catodo de platino y
oxigeno disuelto (disefio H con una MIP de Nafion) (Oh y Logan, 2006). Las densidades de potencia
mas altas registradas para sistemas CMB han sido sistemas de baja resistencia interna con
ferrocianuro en el catodo (Rabaey y col., 2004; Rabaey y col., 2003). Aunque el ferrocianuro es un
excelente catolito en términos de rendimiento del sistema, éste debe ser regenerado quimicamente y
su uso no es sostenible en la practica. Por lo tanto, el uso de ferricianuro se limita a estudios de
laboratorio.

No es indispensable poner el catodo en agua o en una cdmara separada cuando se utiliza oxigeno en
el catodo. El catodo se puede poner en contacto directo con el aire (Figuras 2.3e, 2.3c, 2.3d), ya sea
en presencia o ausencia de una membrana (Liu y Logan, 2004). También se han registrado grandes
densidades de potencia utilizando oxigeno como aceptor de electrones cuando catodos acuosos se
sustituyen con catodos de aire. En la configuracién mas simple, el anodo y el catodo se colocan a
ambos lados de un tubo, con el anodo sellado contra una placa plana y el catodo expuesto al aire por
un lado y al agua por el otro (Figura 2.3e). La utilizacion de oxigeno por las bacterias en la cdmara
del anodo puede resultar en una menor eficiencia coulombica (definida como la fraccion de
electrones recuperados como corriente versus la recuperacién maxima posible, véase mas adelante)
(Liuy Logan, 2004).

Otras variaciones de estos disefios basicos han surgido en un esfuerzo por aumentar la generacién de
energia o para establecer un flujo continuo a través de la cdmara del anodo, en contraste con los
sistemas anteriores, los cuales fueron operados en modo batch (tandas de alimentacion al anodo).
Estos sistemas se han disefiado con un reactor cilindrico exterior con un tubo concéntrico interior que
funciona como catodo (Habermann y Pommer,1991; Liu y col., 2004) (Figura 2.4d) y con un reactor
cilindrico interno (dnodo que consta de medios granulares) con el catodo en el exterior (Rabaey y
col., 2005a) (Figura 2.4a). Otra variacion, es el disefio del sistema de un reactor de biopelicula de
flujo ascendente de lecho fijo, con el liquido fluyendo continuamente a través de anodos porosos
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hacia una membrana que separa el anodo de la cdmara catodica (He y col., 2005) (Figura 2.4b).
Otros sistemas se han disefiado para parecerse a las celdas de combustible de hidrogeno, en donde
una MIP se intercala entre el &nodo y el catodo (Figura 2.4c). Para aumentar el voltaje del sistema,
las CMB se pueden apilar para formar una serie de placas planas o unir las celdas en serie
(Aelterman y col., 2006a) (Figura 2.4e).

Figura 2.3 Diferentes disefios de CMB: (a) Sistema de facil construccion que contiene un puente de
sal (mostrado por la flecha) (Min y col., 2005); (b) Cuatro CMB alimentadas en tandas (batch-mode),
las cdmaras estan separadas por una membrana (sin tubo) y estan unidas por medio de tornillos
(Rabaey y col., 2005b); (c) igual que b, pero con un flujo continuo a través del anodo (Rabaey y col.,
2005c¢), (d) CMB de tipo fotoheterotrofico (Rosenbaum y col., 2005); (¢) CMB de una sola cadmara
con catodo de aire (Liu y Logan, 2004); (f) sistema de dos camaras tipo H que muestra las camaras
del anodo y el catodo equipadas con burbujeo de gas (Logan y col., 2005a).

Las CMB de sedimentos se construyen al colocar un electrodo dentro un sedimento marino rico en
materia organica y sulfuros, y el otro al colocarlo en el agua por encima del sedimento, la
electricidad puede ser generada a niveles suficientes como para alimentar algunos dispositivos
marinos (Reimers y col., 2001; Tender y col., 2002). Los protones dirigidos por el agua de mar
pueden producir una densidad de potencia de hasta 28 mW/mz2. Discos de grafito pueden ser
utilizados como electrodos (Reimers y col., 2001; Bond y col., 20

02), aunque también se han utilizado electrodos en forma de malla de platino (Tender y col., 2002).
Los sedimentos también se han colocado en sistemas H de dos camaras para permitir la investigacion
de las comunidades bacterianas (Bond y col., 2002).
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Figura 2.4 CMB utilizadas en operacion continua: (a) CMB de tipo tubular de flujo ascendente con
anodo interior de grafito y catodo exterior (Rabaey y col., 2005a); (b) CMB de tipo tubular de flujo
ascendente con el anodo debajo y el catodo arriba, la membrana esta inclinada (He y col., 2005); (c)
Disefio de placa plana, un canal se divide en bloques de modo que el liquido puede fluir en una
serpentina a través del electrodo (Min y Logan, 2004); (d) sistema de una sola cAmara con un catodo
de aire interior concentrico rodeado por una cdmara que contiene barras de grafito como anodo (Liu
y col., 2004); (e) CMB apiladas, seis CMB separadas se unen en un solo blogue (Aelterman y col.,
20064a).

2.8.1 Celda microbiana de combustible de producto

Este tipo de dispositivos no son “verdaderas” celdas de biocombustible. En general consisten en la
producciéon de hidrégeno por medio de procesos de fermentacion realizados en un recipiente
totalmente independiente del que contiene la celda. El hidrégeno generado es usado para alimentar
una celda de combustible H,/O, como se muestra en la Figura 2.5. Para que un sistema de producto
se considere como una verdadera celda de biocombustible, implica la combinacién de las dos
unidades de operacion, de manera que el proceso microbiano y el de reaccién de electrodo tengan
lugar en el mismo compartimento (Figura 2.6).
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Figura 2.5. Sistema de tipo de producto: Fermentador externo que alimenta a la celda de combustible
H./O, (Bullen y col., 2006)
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Figura 2.6 Sistema de tipo de producto: Compartimento fermentador/anodo en la celda de
biocombustible (Bullen y col., 2006)

Otros combustibles también se producen por procesos de producto; por definicion los
biocombustibles se obtienen de la manipulacion de los procesos organicos. Entre las reacciones
estequiomeétricas principales del metabolismo fermentativo microbioldgico estan:

CeH1204—2C,H5;OH+2CO,, (bioetanol) (2-1)
CeH1,06—3CH4+3CO0, (biogas) (2-2)
C¢H1,04+6H,0—12H,,+6C0, (hidrédgeno gaseoso) (2-3)
CeH1204+60,—-6H,0+6C0O, (CMB) (2-4)
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En la actualidad, también se han desarrollado procesos de productos microbianos para generar
combustible a partir de los residuos, como la produccion masiva de metano generada por los
desechos de alimentos (Kim y col., 2002b).

Otro ejemplo es el de Maness y Weaver, que lograron la reaccion de desplazamiento agua-gas
produciendo H, y CO, a partir de CO y H,0, usando bacterias fotosintéticas Rhodocyclus
gelatinosus y Rhodospirillum rubrum.

bacterias

CO+H20 > H2+C02 (2-5)

2.8.2 Celda microbiana de combustible TEM difusa

Los organismos vivos utilizan las membranas internas y externas como un control eficaz de sus
procesos redox del metabolismo, que sirve tanto para apoyar y proporcionar un ambiente adecuado
para la realizacion de las reacciones de las enzimas como para regular el movimiento de electrones y
quimicos alrededor de las células. Sin una cuidadosa regulacion de la transferencia de electrones y
reacciones dentro de la célula daria lugar a un potencial intracelular uniforme, con lo cual el
metabolismo se detendria. Desafortunadamente para los propositos de los investigadores que tratan
de producir una celda de biocombustible, estas regulaciones muy a menudo hacen dificil “fugar”
electrones de la célula al electrodo. Las celdas TEM utilizando células completas que se basan en la
reduccién (oxidacion) de mediadores dentro de la célula o en la superficie celular (reaccion quimica
2-6) seguida de su oxidacion (reduccidn) en el anodo (catodo) (reaccién quimica 2-7).

organismo

sustrato+mediador, — producto+mediadorg (2-6)
. anodo .
mediadory — mediadory+electrones (2-7)

Las propiedades deseables para un mediador son: Un potencial lo suficientemente diferente del
potencial del organismo para facilitar la transferencia de electrones mientras mantiene un alto
potencial electroquimico en la celda, un alto coeficiente de difusion en el electrolito y (posiblemente)
a través de la membrana celular, rapida transferencia de electrones entre el organismo y el electrodo,
capacidad para repetidos ciclos redox, no citotoxicidad y buenos perfiles de absorcion-adsorcion-
resorcion al organismo, electrodo y otras superficies de la celda, de forma que permanezca en la
solucion y se mantenga disponible para el proceso (Bullen y col., 2006).

2.8.3 Celda microbiana de combustible TEM no difusa

La transferencia directa de electrones en un sistema de celda microbiano de combustible es ejecutada
por un cultivo de microorganismos en la superficie del electrodo, combinado ya sea una superficie
modificada para aceptar electrones desde la célula a través de la incorporacion de un mediador o un
sistema de iones metalicos (TEM no difuso), o un organismo con transferencia de electrones natural
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(o a través de la modificacion genética) incorporada dentro de la membrana celular (TDE). En la
Figura 2.7 se muestra un sistema de transferencia mediada de electrones (TEM), en este caso entre E.
coli y rojo neutro (mediador) con un electrodo de carbon modificado (Park y col., 2000). La Figura
2.8 muestra la forma natural en que los citocromos en la membrana externa de algunos organismos
pueden permitir la transferencia directa de electrones (TDE) a un electrodo no modificado, en este
caso con S. putrefaciens (Kim y col., 1999).

Subproductos
A metabolicos A
e H,O | e
)
E C olz
RO]O. Acetato 0
neutro 2
_> H*
Anodo Catodo

Figura 2.7 Sistema TDE (Bullen y col., 2006)

Subproductos

metabdlicos A
e H,O | ¢
@D

. .

e S Putrefac:iens

A Lactato *

—
Transferencia
de electrones
por citocromos

H* , 0,

Anodo Catodo

Figura 2.8 Sistema TEM (Bullen y col., 2006)

2.8.4 Celda fotoquimica de combustible

Este tipo de celdas tienen mucho en comun con otras celdas microbianas de combustible, difiriendo
solo en que la energia convertida en electricidad proviene originalmente de una fuente de luz en
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lugar de un sustrato, y con el requisito adicional de que cualquier mediador usado en este sistema
debe ser estable en presencia de luz. Se pueden considerar dos modos de operacion:

a) En primer lugar, la energia puede ser producida y almacenada por las células durante la
iluminacién y posteriormente liberarla y procesarla como con una celda de biocombustible
no fotosintética

b) En segundo lugar, la energia puede ser extraida por un mediador que transporta los electrones
durante la iluminacion

Existe poco avance en el desarrollo de estos sistemas, los trabajos mas importantes pertenecen a:
Seon y col. (1993), Yagishita y col. (1999) y Tsujimura y col. (2001).

Tsujimura y col. (2001) produjeron una celda fotoquimica de combustible sin usar combustible
especial, en el que la reaccion fotosintética anddica es la oxidacion del agua para producir oxigeno
diatomico y protones. Esto se logré usando Synechococcus y 2,6-dimetil-1,4-benzoquinona (DMBQ)
o diaminodurena (DAD) como mediador en el compartimiento del anodo. En el compartimiento del
catodo se utiliz6 BOXx (bilirrubina oxidasa) como biocatalizador con ABTS 2 (4cido 2,2-azino—bis—
(3—etillbenzotiazolin—6-sulfonico)) como mediador. La potencia maxima obtenida de la celda fue de
0.13 mW (29 uW cm?, 4rea proyectada de superficie) a un potencial de 0.26 V con una resistencia
externa de 500 Q. La eficiencia en la conversion de energia de la luz se calculé en un 1.9%. En la
Figura 2.9 se muestra una celda fotoquimica de combustible (Tsujimura y col., 2001b) que emplea
una cianobacteria fotosintética en el compartimiento del &nodo, usando la luz incidente para oxidar el
agua a O, y los iones H*, y para reducir DMBQ (molécula mediador). EIl DMBQ es oxidado
nuevamente en el &nodo como una reaccion directa de electrodo. En el compartimiento catddico, el
O, se reduce de nuevo a agua por la bilirrubina oxidasa mediada por ABTS, completando una
reaccion ciclica.

Cianobacteria:

Anodo Catodo
Luz

Figura 2.9 Celda fotoquimica de combustible (Bullen y col., 2006)
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Capitulo 3. Caracterizacion de las CMB

3.1 Fundamentos de la generacion de voltaje en una CMB
3.1.1 Termodinamica y la fuerza electromotriz

La electricidad se genera en una CMB s6lo si la reaccion global es termodinamicamente favorable.
La reaccion puede ser evaluada en términos de la energia libre de Gibbs, expresada en Joules (J), la
cual es una medida del trabajo maximo que se puede derivar de la reaccion (Newman, 1973; Bard y
col., 1985), calculada como:

AG,=AG?+RT In(m) (3-1)

donde
AG; (J): es la energia libre de Gibbs para las condiciones especificas
AG.” (3): es la energia libre de Gibbs en condiciones estandar: 298.15 K, 1 bar de presion y
una concentracion de 1 M para todas las especies
R (8.31447 J mol™ K™): es la constante universal de los gases
T (K): es la temperatura absoluta
IT (sin unidades): es el cociente de la reaccidon calculada como las actividades de los
productos divididas por las de los reactivos

La reaccion estdndar de energia libre de Gibbs se calcula a partir de energias tabuladas de la
formacion de compuestos organicos en agua, las cuales estan disponibles en muchas fuentes (Thauer
y col., 1977: Amend y Shock, 2001; Alberty, 2003).

Para los célculos en las CMB, es mas conveniente evaluar la reaccion en términos de la fuerza
electromotriz total de la celda (fem), Efm (V), definido como la diferencia de potencial entre el
catodo y el anodo. Esto esta relacionado con el trabajo, W (J), producido por la celda, o

W=EfemQ= 'AGr (3'2)

donde
Q = nF: es la carga transferida en la reaccion expresada en Coulombs y se determina por el
numero de electrones intercambiados en la reaccion
n: es el nimero de electrones por mol de reaccion
F (9.64853 x 10* C/mol): es la constante de Faraday

Combinando estas dos ecuaciones se tiene:
AG,

Efem= - F (3-3)

Si todas las reacciones son evaluadas en condiciones estandar, IT = 1, entonces:
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E 0 _ AG?
fem nF

(3-4)

donde
E%m (V): es la fuerza electromotriz estandar de la celda

Por lo tanto, se pueden utilizar las ecuaciones anteriores para expresar la reaccion global en términos
de los potenciales como:

RT
Efem= Egem "OF In(m) (3-5)

La ventaja de la ecuacion anterior es que es positiva para una reaccion favorable y crea directamente
un valor de fem para la reaccion. Esta fem calculada proporciona un limite superior para el voltaje de
celda, el potencial real derivado de una CMB ser& menor debido a varias pérdidas potenciales.

3.1.2 Potenciales estandares de electrodo

Las reacciones que ocurren dentro de una CMB se pueden analizar en términos de las reacciones de
media celda o por medio de las reacciones que ocurren por separado en el anodo y el catodo. De
acuerdo con la convencién de la IUPAC, los potenciales estandar (a 298 K, 1 bar, 1 M) se presentan
como un potencial de reduccion, es decir, la reaccion se escribe como consumidora de electrones
(Bard y col., 1985). Por ejemplo, si el acetato es oxidado por las bacterias en el &nodo, la reaccion se
escribe como sigue:

2HCO;+9H " +8e —CH;C00 +4H,0 (3-6)

Los potenciales estandar se presentan en relacion con el electrodo normal de hidrégeno (ENH), el
cual tiene un potencial de cero en condiciones estandar (298 K, pH, = 1 bar, [H] = 1 M). Para
obtener el potencial teérico del anodo, Eanodo, €N condiciones especificas, utilizamos la ecuacion
(3-5), con las actividades de las diferentes especies suponiendo iguales a sus concentraciones. Para la
oxidacion de acetato (Tabla 3.1) se tiene:

0 RT |cHsco07]

EAnodo: EAnodo_ 8F (3-7)

[Hco'3]2[m]9

Para el potencial tedrico del catodo, Ecatodo, Si S€ considera el caso donde el oxigeno se utiliza como
aceptor de electrones para la reaccion, se tiene:

0,+4H"+4e >2H,0 (3-8)

RT 1

_ 0
EAHOdO_ EAnodo- 8F n p0,[H+]* (3-9)
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Se ha utilizado una variedad de catolitos y para cada uno de ellos el voltaje de la celda varia. Por
ejemplo, el 6xido de manganeso y el ferrocianuro se han utilizado como alternativa al oxigeno. El pH
de la solucion del catodo también puede variar, afectando el potencial del catodo. Usando la
ecuacion 3-9 y los potenciales estandar tabulados disponibles de compuestos inorgéanicos (Bard y
col., 1985) bajo diferentes condiciones, se puede observar que el potencial tedrico del catodo para los
diferentes catolitos varia de 0.361 a 0.805 V.

La fem de la celda se calcula como:

Efem= Ecstodo - EAnodo (3-10)

Donde el signo menos es el resultado de la definicion del potencial del &nodo como reaccion de
reduccién (aungue ocurre una reaccion de oxidacién). Se considera que el resultado utilizando la
ecuacion 3-10 es igual al de la ecuacién 3-3 y la ecuacion 3-5 solo si el pH en el &nodo y el catodo
son iguales. La ecuacion 3-10 demuestra que el uso del mismo anodo en un sistema con diferentes
condiciones catodo como se indica en la Tabla 3.1, se producen diferencias en los voltajes de celda y
por lo tanto diferentes niveles de potencia. La energia producida por una CMB depende de la
eleccién del catodo y esto debe considerarse al comparar las densidades de potencia registradas por
diferentes CMB. En la tabla 3.1, Ecug se calculd mediante la ecuacion 3.5 y todos los potenciales
mostrados estan evaluados contra el ENH.

Tabla 3.1 Potenciales estandar E y potenciales tedricos para las condiciones tipicas en las CMB
(Logan y col., 2006)

Electrodo Reaccion Condiciones
anodo 2HCO;+8¢ —CH;CO0™+4H,0  0.187° HCO;=5mM,CH;COO =5mM,pH=7 -0.296"
catodo 0,+4H"+4e"—2H,0 1.229 p0,=0.2, pH=7 0.805°
0,+4H"+4¢'—2H,0 1.229 p0,=0.2, pH=10 0.627
MnO,(s)+4H +2¢” — Mn2++2H20 1.23 [Mn2+]:5mM, pH=7 0.470
0,+2H"+2¢'—>H,0, 0.695 p0,=0.2,[H,0,]=5mMpH=7 0.328
Fe(CN), +e—Fe(CN)Y” 0.361 [Fe(CN)F] = [Fe(CN)¥] 0.361

& Calculado a partir de datos de energia libre de Gibbs tabulados en Thauer y col., 1977
b Notar que una CMB con un &nodo de oxidacion de acetato (HCO; =5 mM, CH;COO "=5mM, pH=7)y
un catodo de reduccidon de oxigeno (pO, = 0.2, pH = 7) tiene un E¢yg de 0.805 — (-0.296) = 1,101 V
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3.1.3 Voltaje de circuito abierto

La fem de la celda es un valor termodinamico que no considera las pérdidas internas. El voltaje de
circuito abierto (VCA) es el voltaje que se puede medir después de algun tiempo en ausencia de
corriente. Tedricamente, el VCA debe acercarse a la fem de la celda. Sin embargo, en la préctica, el
VCA es menor que la fem de la celda debido a varias pérdidas potenciales. Por ejemplo, un potencial
tipico medido de un catodo de oxigeno con un pH de 7 es aproximadamente 0.2V. Esto es
claramente mas bajo que el valor esperado de 0.805V, lo que indica la gran pérdida de energia que
ocurre en el catodo. A esta pérdida de energia se le conoce como sobrepotencial o como la diferencia
entre el potencial en condiciones de equilibrio y el potencial real, que para este caso es 0.605V
(0.805V - 0.2V). Esto ilustra que la principal aplicacion de los célculos termodinamicos sirven para
identificar el tamafio y la naturaleza de las pérdidas de energia.

3.2 Identificacién de los factores que disminuyen el voltaje

El méximo voltaje (fem) que puede desarrollar una CMB en teoria es del orden de 1.1V. Sin
embargo, la medida del voltaje en cualquier CMB es considerablemente méas baja debido a una serie
de pérdidas. En un circuito abierto, cuando la corriente no fluye, el voltaje méximo registrado en una
CMB hasta ahora es de 0.80V (Liu y col., 2005a). Durante la generacién de corriente, los voltajes
registrados contintan por debajo de 0.62V (Rabaey y col., 2005a). En general, la diferencia entre la
medida del voltaje de la celda y la fem de la celda se denomina sobretension y es la suma de los
sobrepotenciales del anodo y el catodo y de la pérdida 6hmica del sistema.

Ecelda= Efem'(zna‘l'lzncl'l'lRQ) (3'11)

Donde Xn, and |[Znc| son los sobrepotenciales del &nodo y el catodo respectivamente e IR es la
suma de todas las pérdidas 6hmicas, las cuales son proporcionales a la corriente generada (1) y a la
resistencia 6hmica del sistema (Rg). Los sobrepotenciales de los electrodos son generalmente
dependientes de la corriente y en una CMB se pueden clasificar de la siguiente manera: (i) Pérdidas
de activacion, (ii) Pérdidas del metabolismo bacteriano y (iii) Pérdidas por transporte de masa o por
concentracion.

En general, las medidas de voltaje en las CMB son una funcion lineal de la corriente y pueden ser
descritas simplemente como

E:celda: VCA'IRint (3'12)

Donde IRjy es la suma de todas las pérdidas internas de la CMB, las cuales son proporcionales a la
corriente generada (1) y a la resistencia interna del sistema (Riy;). Una comparacion de las ecuaciones
3-11 y 3-12 muestra que los sobrepotenciales del &nodo y el catodo que se producen en condiciones
de circuito abierto estan incluidos en el valor de VCA en la ecuacion 3-12, mientras que la corriente
depende de los sobrepotenciales de los electrodos y las pérdidas éhmicas del sistema estan
capturadas en IRy Los sistemas CMB que estan bien descritos por la ecuacién 3-12 muestran una
potencia maxima de salida cuando la resistencia interna (Rin) s igual a la resistencia externa (Rext)
(Cheng vy col., 2006b). Aungue la Rjy incluye mas que solo la resistencia 6hmica (Rg), ambos
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términos se usan indistintamente, pero los investigadores deben estar conscientes de las diferencias
entre estos dos términos. El rendimiento una CMB se puede evaluar en términos de sobrepotenciales
y pérdidas 6hmicas o en términos de VCA y pérdidas internas, basados en diversas técnicas.

3.2.1 Pérdidas 6hmicas

Las pérdidas 6hmicas o polarizacion 6hmica en una CMB incluyen tanto a la resistencia al flujo de
electrones a través de los electrodos y las interconexiones, asi como a la resistencia al flujo de iones
a través de la MIP (si estd presente) y a los electrolitos anodicos y catodicos (Larminie y Dicks,
2000; Hoogers, 2003). Las pérdidas 6hmicas se pueden reducir por medio de la disminucion la
distancia entre los electrodos, usando una membrana con una resistividad baja, comprobando
minuciosamente todos los contactos y si es practico, incrementar la conductividad de la solucién a la
méaxima tolerada por las bacterias.

3.2.2 Pérdidas de activacion

Debido a la energia de activacidon necesaria para la reaccion de oxidacién/reduccion, las pérdidas de
activacion (polarizacion de activacion) se producen durante la transferencia de electrones de o hacia
el compuesto que reacciona en la superficie del electrodo. Este compuesto puede estar presente en la
superficie bacteriana, como mediador en la solucién o como aceptor final de electrones en el catodo.
Las pérdidas de activacion a menudo muestran un fuerte incremento en corrientes bajas y un
incremento constante cuando aumenta la densidad de corriente. Se pueden obtener bajas pérdidas de
activaciéon mediante el aumento de la superficie del electrodo, mejorando la catalisis de los
electrodos, incrementando la temperatura de operacion y mediante el establecimiento de una
biopelicula enriquecida en el electrodo(s).

3.2.3 Pérdidas metabdlicas bacterianas

Para generar energia metabdlica, la bacteria transporta electrones de un sustrato a un potencial bajo
a través de la cadena de transporte de electrones al aceptor final de electrones (oxigeno o nitrato) a
un potencial mas alto. En una CMB, el anodo es el aceptor final de electrones y su potencial
determina la ganancia de energia para las bacterias. Cuanto mayor sea la diferencia entre el potencial
redox del sustrato y el potencial del &nodo, sera posible una mayor ganancia de energia metabdlica
en las bacterias, pero serda menor el maximo voltaje realizable por la CMB. Para aumentar al maximo
el voltaje en una CMB, el potencial del anodo debe mantenerse lo mas bajo (negativo) como sea
posible. Sin embargo, si el potencial del anodo es demasiado bajo, el transporte de electrones se
inhibe y la fermentacion del sustrato (si es posible) puede proporcionar una mayor energia a los
microorganismos. El impacto de un potencial bajo en el &nodo y su posible impacto en la estabilidad
de la generacion de energia debe ser abordado en nuevos estudios.

3.2.4 Pérdidas de concentracion

Las pérdidas de concentracion (polarizacion por concentracion) ocurren cuando la tasa de transporte
de masa de las especies de o desde el electrodo limitan la produccion de corriente (Larminie y Dicks,
2000; Hoogers, 2003). Las perdidas de concentracion se producen principalmente a altas densidades
de corriente debido a la limitada transferencia de masa de las especies quimicas por difusion en la
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superficie del electrodo. Las pérdidas de concentracion del &nodo son causadas por una descarga
limitada de especies oxidadas desde la superficie del electrodo o por un suministro limitado de
especies reducidas hacia el electrodo. Esto incrementa la relacion entre las especies oxidadas y
reducidas en la superficie del electrodo, la cual puede producir un incremento en el potencial de
electrodo. En el lado del catodo puede ocurrir lo contrario, provocando una caida en el potencial del
catodo.

3.3 Instrumentos para la medicion

Ademas de los instrumentos convencionales utilizados para las mediciones quimicas en los sistemas
microbianos (por ejemplo, para determinar las concentraciones de sustrato y de productos de la
degradacion), los experimentos en CMB pueden requerir instrumentacion electroquimica
especializada (Liu y logan, 2004; Rabaey y col., 2004). En la mayoria de los casos, los voltajes y los
potenciales de electrodos son medidos de forma adecuada con medidores de voltaje cominmente
disponibles, con multimetros y con la adquisicion de sistemas recolectores de datos conectados en
paralelo con el circuito. Los voltajes de celda se pueden determinar directamente de la diferencia de
voltaje entre el anodo y el catodo; los potenciales de electrodo se pueden determinar solamente
contra un electrodo de referencia que debe ser incluido en el compartimiento del electrodo (Bard y
Faulkner, 2001). La corriente se calcula utilizando la ley de Ohm (I = Eceiga/R).

Para obtener una comprensién mas detallada del sistema bioelectroquimico se puede utilizar un
potenciostato ( Ecochemie, Paises Bajos; Princeton Applied Research, EEUU; Gamry Scientific,
EEUU). Con un potenciostato, el potencial o la corriente de un electrodo se puede controlar con el
fin de estudiar la respuesta electroquimica del electrodo a una condicion especifica. El potenciostato
suele operarse en una configuracion de tres electrodos, la cual consiste en un electrodo de trabajo
(4nodo o catodo), un electrodo de referencia y un electrodo contador (Bard y Faulkner, 2001). En los
experimentos con CMB, el modo potenciostatico de este instrumento se utiliza a menudo para las
pruebas de voltametria, en el que se varia el potencial del electrodo de trabajo (d&nodo o catodo) a una
cierta velocidad de registro (expresada en Vs™). La voltamperometria se puede utilizar para evaluar
la actividad electroguimica de cepas o consorcios microbianos, la determinacion de los potenciales
redox estandar de los componentes redox activos (Rabaey y col., 2005b) y probar el rendimiento de
nuevos materiales en el catodo (Zhao y col., 2005). Un potenciostato también se puede utilizar en
una configuracion de dos electrodos para obtener curvas de polarizacion o para determinar la
resistencia 6hmica. En la configuracion de dos electrodos, el conector del electrodo de trabajo esta
conectado al catodo (terminal positiva) y los conectores del electrodo contador y de referencia estan
conectados al anodo.

3.4 Calculos y procedimientos para reportar datos
3.4.1 Potencial del electrodo

El potencial de un electrodo (anodo y catodo) s6lo se puede determinar midiendo el voltaje contra un
electrodo con un potencial conocido, es decir, un electrodo de referencia. Un electrodo de referencia
se compone de varias fases de composicion constante (Bard y Faulkner, 2001) y por lo tanto tiene un
potencial constante. El electrodo estandar de hidrogeno (EEH) o electrodo normal de hidrogeno
(ENH) consiste en un electrodo de platino en una solucion acida saturada de hidrdgeno y tiene un
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potencial de OV. Debido a que el NHE no es una referencia muy préactica para trabajar en un montaje
experimental, otros electrodos de referencia son de uso frecuente. El electrodo de referencia mas
popular en los experimentos con CMB es electrodo de referencia plata- cloruro de plata (Ag/AgCl)
debido a su simplicidad, estabilidad y no toxicidad. En una solucién saturada de cloruro de potasio a
25°C, el electrodo de referencia Ag/AgCl desarrolla un potencial de +0.197 V contra el ENH.
También préctico, pero menos comun en los experimentos con CMB es el electrodo de calomelanos
saturado (0.242V contra el ENH). Los potenciales de electrodo a menudo dependen en gran medida
del pH del sistema, por lo que es importante reportar este dato.

3.4.2 Potencia

El rendimiento global de una CMB se evalUa de muchas maneras, pero principalmente a través de la
potencia de salida y la eficiencia coulombica. La potencia se calcula como sigue:

P = IEceida (3-13)

Normalmente, el voltaje se mide a través de una resistencia externa fija (Rex), mientras que la
corriente se calcula a partir de la ley de Ohm (I = Ecei/Rext). Asi, la potencia se calcula como:
EZ
P= celda (3_14)
Rext
Esta es la medida directa de la potencia eléctrica. La potencia maxima se calcula a partir de la curva
de polarizacion.

3.4.3 Densidad de potencia

La potencia a menudo se normaliza con algunas caracteristicas del reactor con el fin de hacer posible
la comparacion de la potencia de salida de diferentes sistemas. La eleccion del pardmetro que se
utiliza para la normalizacion depende de la aplicacion, ya que muchos sistemas no estan optimizados
para la produccion de energia. La potencia de salida suele ser normalizada con respecto a la
superficie del anodo, debido a que es el lugar donde se produce la reaccion biologica (Habermann y
Pommer, 1991; Park y col., 1999; Park y Zeikus, 2003; Rabaey y col., 2004). La densidad de
potencia (Psnodo W/mz) se calcula utilizando la superficie del &nodo (Asnogo) COMO
N (3-15)
dnodo™ AznodoRext
En muchos casos, sin embargo, se piensa que la reaccion en el catodo limita la generacion de energia
(Liu y Logan, 2004; Cheng y col., 2006c) o el anodo consiste en un material que puede ser dificil de
expresar en términos de superficie (material granular) (Rabaey y col., 2005a). En tales casos, el area
del catodo (Acswodo), S€ puede utilizar para obtener la densidad de potencia (Peswodo). Las areas de las
superficies de todos los componentes siempre deben indicarse, asi como la superficie especifica (si
se conoce) y el método de su determinacion.

Para realizar los célculos del tamafio y costo de los reactores y como una comparacion Util con
respecto a las celdas de combustible, la potencia se normaliza con el volumen del reactor, o
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Egelda
P,=—= (3-16)
VRext
Donde P, es la potencia volumétrica (W/m®) y v es el volumen total del reactor (Bullen y col., 2006).
La comparacion del volumen del reactor resulta problemaética cuando se comparan los reactores de
una y dos cdmaras, debido a que no hay una "segunda cdmara™ en un sistema de catodo de aire. En
tales casos, es Util comparar los reactores respecto al volumen del compartimiento anddico. Si varios
reactores funcionan en concierto, por ejemplo, como una serie de reactores apilados, el volumen de
aire utilizado por el catodo o el volumen del catolito se incluye en el volumen total del reactor. Por lo
tanto, el volumen utilizado en el célculo debe ser indicado con claridad, asi como los volumenes de
las camaras individuales.

3.4.4 Curvas de polarizacion

Las curvas de polarizacion representan una poderosa herramienta para el analisis y caracterizacion de
las celdas de combustible (Hoogers, 2003). Una curva de polarizacion representa el voltaje en
funcion de la corriente (densidad). Las curvas de polarizacidn se pueden registrar para el anodo, el
catodo, o para toda la CMB utilizando un potenciostato. Si no esta disponible un potenciostato, se
puede utilizar una resistencia variable para configurar cargas externas variables. Usando una
disminucion periddica (o aumento cuando se inicia desde el corto circuito) de la carga, se mide el
voltaje y la corriente se calcula utilizando la ley de Ohm. Para estudiar por separado el
comportamiento del sistema en términos de los potenciales del &nodo o del catodo, se utiliza un
electrodo de referencia. Cuando se utiliza un potenciostato para registrar una curva de polarizacion
se debe elegir una escala apropiada (1 mV s™) (Aelterman y col., 2006a). La curva de polarizacién
debe registrarse tanto hacia arriba como hacia abajo (es decir, de una resistencia externa alta a una
baja) y viceversa. Cuando se utiliza una resistencia externa variable para obtener una curva de
polarizacién, los valores de corriente y de potencial deben tomarse sélo cuando se han establecido las
condiciones de pseudo-equilibrio. El establecimiento del estado pseudo-estacionario puede tardar
varios minutos o0 mas dependiendo del sistema y la resistencia externa. Esta condicion es sélo un
estado de equilibrio temporal debido a que la concentracion de sustrato en el reactor cambiara debido
a la demanda de sustrato en el anodo (a menos que se reponga continuamente). Esto a su vez afectara
la incidencia de sustrato/transferencia de masa de productos sobre el voltaje y la corriente. Se debe
tener cuidado en no esperar demasiado tiempo en el establecimiento del estado pseudo-estacionario.
Las curvas de polarizacion también se pueden obtener sobre multiples ciclos de lotes de
alimentacion, es decir, utilizando una resistencia para todo el ciclo, lo que permite la medicion de la
eficiencia coulombica para cada resistencia. Con el registro de datos a largo plazo se corre el riesgo
de que ocurran cambios en la comunidad microbiana.

En general, las curvas de polarizacion se pueden dividir en tres zonas:

i. Comenzando desde el VCA a corriente cero, aqui hay un descenso inicial del voltaje: Las
pérdidas de activacion son dominantes en esta zona

ii.  El voltaje cae més lentamente y la caida de voltaje es bastante lineal con la corriente: Las
pérdidas 6hmicas son dominantes en esta zona
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iii.  Hay una rapida caida del voltaje a corrientes altas: Las pérdidas de concentracion (efectos de
transporte de masa) son dominantes en esta zona (linea continua, Figura 3.1a).

En las CMB, las curvas de polarizacion lineales se encuentran mas a menudo (linea discontinua,
Figura 3.1a). En una curva de polarizacion lineal, el valor de la resistencia interna (Rin) de la CMB
se obtiene facilmente a partir de la curva de polarizacion, ya que es igual a la pendiente (por ejemplo,
Rint= —AE/AI = 26 Q; Figura 3.1a, linea discontinua).

3.4.5 Curvas de potencia

Una curva de potencia que describe a la potencia o densidad de potencia como funcién de la
corriente o densidad de corriente, se calcula a partir de la curva de polarizacion. La Figura 3.1b (linea
solida) muestra una curva de potencia tipica basada en una curva de polarizacion previamente
reportada (Figura 3.1) (Niessen y col., 2004). Como no fluye corriente en condiciones de circuito
abierto, no hay potencia producida. A partir de este punto en adelante, la potencia se incrementa con
la corriente hasta un punto de potencia maxima (PPM) (14.6 mW en la Figura 3.1b). Més allé de este
punto, la potencia decae debido al incremento de las pérdidas 6hmicas y sobrepotenciales de
electrodo hasta el punto en que no se produce mas potencia (condiciones de corto circuito).

En muchas CMB, la resistencia éhmica juega un papel importante en la definicion de la potencia
méaxima posible (PPM), en parte debido a la baja conductividad ionica de las soluciones del sustrato
(Liu y col., 2005b) pero por lo general a un bajo grado de optimizacion en el disefio de la celda. El
efecto de incrementar la resistencia 6hmica en la forma de una curva de polarizacion se muestra en la
Figura 3.1a. La curva continua representa los datos originales obtenidos previamente, mientras que la
curva discontinua se calcula mediante la inclusion de una resistencia adicional de ARg = 20 Q
restando una caida de potencial de AEir = I ARq. Incrementando la resistencia 6hmica en esta
cantidad se produce una curva de polarizacion que es lineal (Figura 3.1, linea discontinua), la cual se
observa normalmente en las CMB. Cuando una curva de polarizacion es lineal, la pendiente es igual
a la resistencia interna (ecuacion 3-12), que para este ejemplo fue de Rin: = 30 Q (linea discontinua).

Si la curva de polarizacion no es lineal (linea continua), no se puede definir una Rj,; independiente
de la corriente y el sistema se expresa mejor en términos de la resistencia 6hmica (Rq) y de los
sobrepotenciales de electrodo Xn, y |Enc| (ecuacion 3-11). EI aumento de la resistencia 6hmica
disminuye el PPM de 14.6 a 4.8 mW. El semiciclo simétrico de la curva de potencia (linea
discontinua, Figura 3.1b) es tipico para una alta resistencia interna en la CMB limitada por la
resistencia éhmica, en vez de una celda limitada por la transferencia de masa (linea continua, Figura
3.1b). En el caso del semiciclo simetrico, el PPM se producira en un punto donde la Riy; = Rext.

3.4.6 La eficiencia del tratamiento

Las CMB han sido propuestas como un meétodo para el tratamiento de aguas residuales, por lo que es
importante evaluar el rendimiento global en términos de la demanda bioquimica de oxigeno (DBO),
la demanda quimica de oxigeno (DQO) o el carbono orgéanico total (TOC). La mayoria de autores se
centran en el rendimiento en términos de la remocion de DQO, ya que es una medida comun en la
eficiencia de tratamiento de aguas y también porque la remocion de DQO es necesaria en los
célculos. La eficiencia de remocion de DQO (epgo) puede ser calculada como la relacion entre la
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DQO removida y el afluente de DQO. Este parametro mide la cantidad del combustible disponible
que se ha convertido dentro de la CMB, ya sea en corriente eléctrica (a traves de la eficiencia
coulombica) o en biomasa o0 a través de reacciones competitivas con aceptores de electrones

alternativos (por ejemplo con el oxigeno, el nitrato y sulfato).

Potencia (mW)

Corriente (mA)

*Las curvas continuas representan los datos originales

Figura 3.1 Curvas de polarizacién (a) y curvas de potencia (b) de una CMB operada con almidén
(Niessen y col., 2004)

3.4.7 Eficiencia coulombica.

La eficiencia coulombica, ec, se define como la relacion entre el total de Coulombs transferidos al
anodo provenientes del sustrato y el maximo de Coulombs posibles generados si todo el sustrato
removido produce corriente. El total de Coulombs obtenidos se determina mediante la integracion de
la corriente en el tiempo, de modo que la eficiencia coulombica para una CMB en el modo de
alimentacion por lotes, scp, evaluada durante un periodo de tiempo t,, se calcula como (Rabaey y

col., 2005a; Cheng y col., 2006b)

M [P 1dt 217
Crp——— -
Cb™ Ebv,040ADQO (3-17)

donde

M=32: es el peso molecular de oxigeno
F: es constante de Faraday
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b =4: eselnamero de electrones intercambiados por mol de oxigeno
Vinodo: €S €l volumen de liquido en el compartimiento del &nodo
ADQO: es el cambio de la DQO en el tiempo t

Para un flujo continuo a través del sistema, la eficiencia coulombica, ecp, Se calcula sobre la corriente
generada en condiciones estables como

MI

€cb = Fpgapqo (3-18)

donde

q: es la tasa de flujo volumétrico del afluente
ADQO: es la diferencia entre el afluente y efluente de la DQO

La eficiencia coulombica se ve disminuida por la utilizacién de receptores de electrones alternativos
por las bacterias, ya sea por los presentes en el medio (aguas residuales) o por aquellos que se
difunden a traves de la MIP, tales como el oxigeno. Otros factores que reducen la eficiencia
coulombica son los procesos competitivos y el crecimiento bacteriano. Las bacterias que no pueden
utilizar el electrodo como aceptor de electrones son susceptibles de utilizar el sustrato para la
fermentacién o metanogénesis. Mientras que el anodo se mantenga lo suficientemente atractivo para
que las bacterias debido a su potencial, los aceptores de electrones alternativos no se usaran. Sin
embargo, compuestos de alto potencial, tales como el nitrato (+0.55 V) es casi seguro que se usaran.

3.4.8 El aumento del rendimiento

El crecimiento celular . se reducird debido a la desviacion de los electrones dentro de la biomasa. La
utilizacion de sustratos para el crecimiento (YY) se calcula como:
X

Y= m (3-19)

donde X es la biomasa (g DQO) producida en el tiempo (t, 0 el tiempo de retencion hidraulico).

Una ventaja importante de una CMB es la baja produccion celular en comparacion con los procesos
aerobios. Esto se debe a la reducida energia disponible para el crecimiento de la biomasa, ya que una
parte significativa de la energia del sustrato se convierte en energia eléctrica. Los informes de la
produccién de biomasa DQO en CMB oscilan entre 0.07 y 0.22g (g sustrato DQO)™*, mientras que la
produccidn tipica aerobia en el tratamiento de aguas residuales son generalmente de 0.4 g biomasa
DQO (g sustrato DQO)™ (Rabaey y Verstraete, 2005). La tasa de crecimiento se puede medir
directamente mediante la determinacion de la biomasa (g DQO) acumulada en la superficie del
electrodo y descargada en el efluente (para la operacion continua). La baja produccion de biomasa en
las CMB es una ventaja especialmente atractiva ya que la disposicion de lodos por combustion
(tecnologia estandar en Europa) cuesta aproximadamente 600 euros por tonelada.
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3.4.9 Balance de la DQO

Una vez que la eficiencia para la produccion de electricidad y de biomasa se han completado, la
fraccion de DQO que se ha removido por procesos desconocidos, ¢, se puede calcular como:

@=1-g.-Y (3-20)
3.4.10 Velocidad de carga

Al examinar el uso de las CMB para el tratamiento de aguas residuales, es uatil examinar los
resultados logrados con esta nueva tecnologia en términos de velocidades de carga con las que
normalmente se obtiene en los sistemas convencionales de tratamiento. Para ello, se calcula la carga
en base a las tasas de carga volumétrica como B, (kg DQO m™ d?). Los valores tipicos de By
logrados hasta la fecha son de hasta 3 kg COD m™ d* (Rabaey col., 2003), en comparacién con los
valores de la degradacién anaerobia (8—20 kg COD m™ d™) o de los procesos de lodos activados
(0.5-2 kg COD m™ d%). Estas velocidades de carga se pueden normalizar con el volumen total del
anodo para compararlo con los procesos de suspension de biomasa (lodos activados, degradacion
anaerobia) y con el total de la superficie del anodo para compararlo con los procesos en la
biopelicula.

3.4.11 Eficiencia energética

El factor mas importante para evaluar el desempefio de una CMB para generar electricidad, es
evaluar el sistema en términos de la recuperacién de energia. La eficiencia energética, g, se calcula
como el cociente de la potencia producida por la celda en un intervalo de tiempo t entre el calor de la
combustion del sustrato organico afiadido en ese tiempo, 0 como sigue:

fg Eceldaldt
Epr=———— 3-21
E AHmygadido ( )
donde
AH: es el calor de combustion (J mol™)

M, 5adido: €S 1a cantidad (moles) de sustrato afiadido

Esto suele calcularse sélo para afluentes de composicion conocida (aguas residuales sintéticas), ya
que no se conoce el AH de las aguas residuales actuales. La eficiencia energética en las CMB varia
del 2 al 50% o mas cuando son utilizados sustratos facilmente biodegradables (Rabaey y col., 2003;
Liu y Logan, 2004).
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Capitulo 4. Experimentos realizados

4.1 Origen de las CMB

El primer trabajo que da origen al desarrollo de las celdas de biocombustible pertenece a Michael
Cresse Potter con su articulo titulado “Efectos eléctricos que acompanan la descomposicion de
compuestos organicos” publicado en 1911 en la revista The Royal Society.

Este articulo concluye con la siguiente cita: “La desintegracion de compuestos organicos debida a los
microorganismos esta acompanada de la liberacion de energia eléctrica” (Potter, 1911), la cual es
mencionada en una infinidad de articulos en la actualidad. Debido al extenso trabajo que se realizo
para la publicacion de este articulo, solo se presentan los resultados obtenidos con las celdas en las
cuales utiliz6 levadura, ya que son el inicio de lo que hoy conocemos como celdas microbianas de
combustible. También realiz6 experimentos con celdas galvanicas, hidrolisis y enzimas como la
invertasa y diastasa.

El siguiente trabajo en abordar este tema se publicé en 1931 por Cohen Barnett, el trabajo se titulo
“El cultivo bacteriano como una media-celda eléctrica” (media-celda hace referencia a la camara
anddica) y fue dado a conocer en la treinta y dosava reunion anual de la sociedad americana de
bacteriélogos. En este trabajo se experiment6 con varios cultivos de bacterias, de los cuales reporta
sus resultados correspondientes y también la conexion de celdas en serie, de las cuales logra obtener
un voltaje de 35 V (Cohen, 1931).

4.1.1 Efectos eléctricos que acomparian la descomposicién de compuestos organicos
4.1.1.1 El dispositivo

El dispositivo empleado en la Figura 4.1 consistioé en una jarra de vidrio dentro de la cual se coloco
un cilindro poroso. Un fluido nutritivo se colocé en la jarra y en el cilindro poroso; se utilizaron dos
electrodos de platino, uno dentro del fluido contenido en la jarra y el otro dentro del cilindro.
Después de la debida esterilizacion se procedié a inocular el aparato con los microorganismos bajo
investigacion. Cuando los cultivos de microorganismos fueron introducidos dentro del fluido en la
jarra (fluido externo) o en el cilindro poroso (fluido interno), bajo condiciones adecuadas, se produjo
una reaccion quimica, dando como resultado que el aparato se comportara como una celda galvanica.

En todos los experimentos principales se utiliz6 platino como electrodo y para evitar la necesidad de
utilizar largos alambres de platino, una pequefia longitud de este metal se sold6 con plata a un
alambre de cobre. Los cables de los electrodos se conectaron a un condensador de un micro-farad y
éste se descargaba a través de un galvandmetro por medio de un telégrafo. Este arreglo fue adoptado
en sugerencia de H. Morris Airey, para eliminar la resistencia del circuito. Una celda Clark fue
descargada de la misma manera a través del galvanometro para demostrar el buen funcionamiento en
las deflexiones de este.

En este experimento se descartaron problemas de mal funcionamiento o lecturas erroneas debido a
diferencias de temperatura entre el liquido interno y externo, efectos de 6smosis 0 evaporacion.
Puesto que el CO, es el Unico gas liberado en la fermentacion, se asumio que no ocurrio oxidacion en
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los electrodos de platino. Después del debido aislamiento de los alambres fuera de la jarra, éstos se
fijaron a la jarra para prevenir que se sacudieran o generaran otro tipo de disturbio mientras duraba el
experimento.

a. Celda

b. Galvanometro

¢. Condensador

d. Taza con mercurio

e. Clave Morse

Figura 4.1 Dispositivo original de una CMB (Potter, 1911)

La actividad fermentativa de la levadura sobre soluciones de azlcar resultd ser un objeto prometedor
de investigacion, por lo cual se utilizé levadura con glucosa como medio de alimentacion debido a su
facilidad de comercio y a su rapida y marcada fermentacién que puede desarrollar. El tipo de
levadura utilizada fue la denominada “levadura alemana” y no descart6 el uso futuro de cultivos
puros de las variedades de Saccharomyces con diferentes tipos de azucares con sus correspondientes
comparaciones.

Como una medida arbitraria estandar se encontro conveniente tomar 5 g de levadura y mezclarlos
con 100 cm® de agua para repartir 10 cm® en cada celda. Por este método, aproximadamente la
misma cantidad de levadura se utilizd en cada celda y asi los resultados de los experimentos pudieron
ser comparables unos con otros. Mientras tanto en las celdas se vertieron 100 cm® de solucién de
glucosa dentro del cilindro y de la jarra.

Después de lo anterior, la levadura fue vertida dentro del fluido externo. Por un corto tiempo después
de la introduccion de la levadura no se registré algin voltaje, pero cuando los microorganismos
comenzaron su actividad, se registré un incremento gradual de voltaje.

Al desconectar la celda de glucosa-levadura y sustituirla por una celda estandar, siempre se encontrd
que la solucion de glucosa con levadura actuaba como el zinc en una celda galvanica ordinaria, con
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lo que la corriente dentro de la celda pasaba de la solucion glucosa-levadura a la solucién de glucosa.
Ademas, cuando el fluido interno era inoculado en lugar del fluido externo la direccion de la
corriente se invertia.

4.1.1.2 Varias concentraciones del medio

La Figura 4.2 muestra las variaciones de voltaje con soluciones de distintos grados de concentracion.
Con la medida estandar de 5 g de levadura a una temperatura de 25°C y una solucion de 10% de
glucosa se registr0 un voltaje de 0.32 durante 7 minutos, después de esto, el voltaje cayo
gradualmente hasta que al final de 40 minutos era de 0.25. Con 20% de glucosa, el maximo voltaje
fue de 0.32, con 5% de 0.3. La de 10% parecio ser la mejor concentracion, pero como se observa méas
adelante en la gréafica las concentraciones de 5, 10 y 20 %, aunque variaron poco en su accion inicial
rapida, lograron un voltaje muy similar y tiempo después las curvas siguieron casi el mismo curso.
Con 30% de glucosa se observo un desarrollo més lento, el maximo voltaje fue de 0.26 y se logré
luego de 23 minutos. Con 40% solamente se registraron 0.18 volts después de 90 minutos y con
50%, 0.08 volts después del mismo periodo. Con estas observaciones se concluyé que altos grados
de concentracion desarrollaron una accion mas lenta en la levadura con un voltaje mas bajo.
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Figura 4.2 Desarrollo de voltaje en las celdas microbianas utilizando soluciones de glucosa al 5, 10,
20, 30, 40 y 50% Yy 5¢g de levadura en cada caso (Potter, 1911)

4.1.1.3 Variando la cantidad de levadura

La Figura 4.3 muestra los resultados de los experimentos para determinar el efecto de diferentes
cantidades de levadura. Se utilizaron tres celdas, las cuales fueron cargadas a la misma temperatura
(23.5°C) con la misma solucidon de glucosa; a la primera se le agregaron 5 g de levadura, a la segunda
2.5gyalatercera0.05g. Con 5 g de levadura se alcanzé un voltaje maximo de 0.36 en 10 minutos.
Con 2.5 g el crecimiento de la curva fue méas gradual, alcanzando un voltaje maximo de 0.3 al final
de 2 horas. Con 0.5 g mostro un voltaje de solo 0.04 después de 80 minutos con un maximo de 0.3 V
después de un periodo de 3 horas.
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Figura 4.3 Desarrollo del voltaje variando cantidades de levadura (Potter, 1911)

4.1.1.4 Condiciones de temperatura

En la Figura 4.4 se muestran los resultados de utilizar diferentes temperaturas. Cuando la levadura
fue introducida en una solucién de 10% de glucosa a 25°C se logré un voltaje de 0.3 en 9 minutos, y
el maximo de 0.32 en 15 minutos. Pero a 17°C el voltaje de 0.3 no fue alcanzado sino hasta después
de 20 minutos, y el maximo de 0.32 después de 25 minutos. A 10°C el comienzo fue muy lento,
después de 34 minutos se alcanz6 un voltaje de 0.45 y en 45 minutos el maximo.
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Figura 4.4 Voltaje obtenido variando la temperatura (Potter, 1911)
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Es interesante notar que después del voltaje maximo obtenido en cada caso le siguié una pequefia
caida en la curva, siguiendo la caida gradual de temperatura. A 0°C no se detectaron deflexiones,
pero cuando la temperatura de estas celdas fue aumentando gradualmente en una incubadora, pronto
se observé aumento en el voltaje y continué en incremento conforme la temperatura era mas
favorable. En el punto de congelacion la levadura no estd muerta, sino que la ausencia de accién
eléctrica a esta temperatura muestra que este efecto se encuentra suspendido. Cuando las celdas se
mantuvieron a 50°C no se detectaron deflexiones en el galvanémetro y cuando la temperatura bajo a
25°C otra vez no se detecto algun efecto eléctrico, mostrando que la levadura habia sido destruida.

Estos resultados demostraron que el voltaje desarrollado solo puede ser atribuido a la accion
fermentativa de la levadura y los efectos eléctricos son una medida de la actividad de la levadura. Se
ha observado que la caracteristica del medio de cultivo eleva los efectos eléctricos producidos y que
los grados de concentracién que son muy altos para el crecimiento favorable de la levadura se
reflejan en la disminucion de voltaje registrado y en la disminucion de la velocidad de la reaccion.
Ademas, la velocidad de la reaccion varia con la cantidad de levadura activa presente en las celdas y
el gradiente de la curva esta directamente influenciado por este factor. También se encontr6 que el
gradiente de la curva que indica el crecimiento del potencial es muy inclinada cuando la levadura es
introducida en una solucién de glucosa a una temperatura éptima, pero la curva es mucho menos
inclinada cuando la temperatura se acerca a los limites maximos y minimos de tolerancia de los
microorganismos, es decir, a los 0°C y a los 50°C.

El maximo voltaje registrado con levadura y glucosa o azlcar de cafia fue de 0.3 a 0.4, y el voltaje
dentro de este rango nunca fue excedido en alguno de los experimentos bajo alguna condicion
especial.

Siempre se detectdé un pequefia corriente eléctrica en las celdas glucosa-levadura. Cuando se
realizaba un corto circuito debido a la union de los electrodos, el voltaje se reducia
considerablemente. Pero cuando los electrodos se separaban de nuevo, el voltaje aumentaba de forma
gradual debido a la actividad de la levadura. La Figura 4.5 muestra el efecto de corto circuito y la
recuperacion de potencial después de separar los electrodos. Se utilizaron 5 g de levadura en una
solucion de glucosa al 10% a 28°C. El corto circuito se realizo a los 15, 22, 36, 60 y 78 minutos
después de la introduccion de la levadura.

4.1.1.5 Bacterias

M. C. Potter también experiment6 con bacterias. Utilizé cultivos puros de Bacillus coli communis, B.
fluorescens, B. violaceus y Sarcina lutea (Potter, 1911). Después de las debidas precauciones se
procedio a inocular las celdas con una solucion modificada de la muy conocida solucion de Pasteur
(Tabla 4.1).

Los B. coli communis florecieron rapidamente en este medio y resultaron ser un excelente sujeto de
investigacion. A los 30°C, cuando estos microorganismos se desarrollaron en la solucién descrita
anteriormente se registro un voltaje de 0.308. Usando la misma solucion, pero reemplazando la
asparagina con 0.2 % de almiddn se registré un incremento de voltaje a 0.349. A 20°C, el voltaje fue
de 0.534.
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Tabla 4.1 Solucion modificada de Pasteur (Potter, 1911)

Fosfato de potasio................. .2g
Fosfato de calcio................... 02¢g
Sulfato de magnesio.............. 02¢g
Tartrato de amonio................ 10g
Asparagina......................... 05¢g
Agua........ooiiiiiiii 100 ml

En el caso de B. fluorescens, B. violaceus y Sarcina lutea no se detectd ningln voltaje a 30°C ¢ a
20°C. Posteriormente se encontrd que el medio utilizado resulto ser inadecuado para el crecimiento

de estas bacterias.
i
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Figura 4.5 Efecto de corto circuito utilizando levadura y glucosa (Potter, 1911)

4.1.1.6 Electrodos

Aunque los alambres de platino fueron empleados como los electrodos estandar a lo largo de la
investigacion, también se realizaron ensayos con otros metales tales como el oro, niquel, estafio, zinc
y aluminio. Todos estos metales, cuando fueron utilizados como electrodos incluyendo a las placas
de carbdn, mostraron la existencia de una diferencia de potencial entre la solucion glucosa-levadura
y la solucion de glucosa, asi como la existencia de una pequefia corriente eléctrica pasando de la
glucosa-levadura hacia la glucosa. La cantidad de voltaje, sin embargo, varid con todos los
electrodos empleados; debido a que las causas de estas variaciones salieron de tema de investigacion,
no se considerd investigar mas a fondo.
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4.1.2 El cultivo bacteriano como una media-celda (cAmara anddica) eléctrica

Los experimentos que realizé Cohen se disefiaron para ilustrar la importancia mutua de la intensidad
y los factores bioldgicos de oxidacion-reduccion y para los que utilizé diferentes cultivos de
bacterias (Cohen, 1931). Después del crecimiento a 30°C por uno o dos dias en un caldo de carne con
extracto de peptona-fosfato a un pH de 7 de obtuvieron los siguientes potenciales (Tabla 4.2):

Tabla 4.2 Bacterias utilizadas por Cohen y sus potenciales (Cohen, 1931)

Bact. dysenteriae... ............0.15a0.30 V
C. diphtheriae... ... .............0.25a0.30 V
B.colio...ceveveeee.........0.352 045V
B.subtilis.........................0.50 2 0.60 V
Proteus vulgaris................0.50 2 0.90 V

Mientras dura el proceso de conversion de energia, el cultivo bacteriano hasta cierto punto, podria
considerarse como una media-celda (cAmara anddica) eléctrica y de un modo conceptible ser capaz
de realizar trabajo. Su mas grande deficiencia, sin embargo, es el hecho que la corriente de salida fue
demasiado baja (10 °a 10°° A) y ésta se descargaba muy répido.

La baja capacidad de la media-celda (camara anddica) bacteriana es atribuida al hecho de que esta
pobremente equilibrada en cualquier momento con respecto a los productos de oxidacion-reduccion.
Se encontré que esta situacién pudo ser en parte por el incremento de la concentracién de
ingredientes organicos en el medio y la prevencion en el acceso de aire. Este problema se resolvio
con la introduccién al medio de sustancias organicas o inorganicas como el ferrocianuro de potasio o
benzoquinona para equilibrar el medio. Con ésto se logré construir una bateria bacteriana que
suministro corriente de 2 mA a 35V.

4.2 Avances de las CMB

El interés por este tipo de celdas resurgié en la década de 1960 y debido a que en la actualidad
existen celdas con diferentes caracteristicas, a continuacion se presenta una clasificacion de las
CMB.

Esta clasificacion describe tres generaciones de CMB desarrolladas, que no sélo se distinguen
histéricamente, sino que también se distinguen en la forma en que funcionan (leropoulos y col.,
2004). La primera generacion CMB requiere de mediadores exdgenos como el azul de metileno o
rojo neutro, que necesitan reponerse y pueden ser toxicos. La segunda generaciéon de CMB también
depende de mediadores, solo que en este caso el mediador es un metabolito electroactivo que
emplean los microorganismos. El metabolito es producido a partir de sulfato que se puede reponer y
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se utiliza como aceptor final de electrones. La tercera generacion CMB son sistemas que no utilizan
mediadores, puesto que los microorganismos utilizados son anoddfilos, lo que significa que utilizan
al anodo como aceptor final de electrones. La segunda y tercera generacion se refieren a los trabajos
posteriores para mejorar el rendimiento del sistema mediante la explotacion de la actividad
metabdlica de los microorganismos que se alimentan de diferentes substratos (sulfato, acetato,
glucosa).

4.2.1 CMB de primera generacion

La potencia de salida de estos dispositivos depende, entre otros factores, del tamafio y volumen de la
celda, asi como de la superficie y el material de los electrodos. El voltaje promedio de circuito
abierto de estos dispositivos es de 0.7V y la densidad de corriente promedio es de aproximadamente
0.15mA/cm2, La primera generacion (al igual que la segunda) emplea moléculas mediadoras, que
enlazan a la célula microbiana con el electrodo (anodo). Estos mediadores "entran™ en la célula en su
forma oxidada y después se reducen, es decir, ganan un electron. La forma reducida luego hace su
camino hacia el anodo, en donde libera el electréon (oxidacion) y el ciclo continda. Los mediadores
son sustancias quimicas, que deben ser preparadas de forma manual y afiadirse a la celda, ya que las
bacterias de la primera generacion no los pueden producir. Después de estar de tres a cuatro semanas
en un sistema cerrado, estos mediadores se degradan y tienen que ser reemplazados. La intercepcion
entre la molécula mediador y el electrdn se realiza ya sea con la NADH, (nicotinamida adenina
dinucleétido), o en un estado méas bajo (citocromo c). La NADH (forma reducida) es un
transportador de electrones en el ciclo catabolico de las bacterias y actia como una fuente de energia
bioldgica. El contacto directo entre las células de la bacteria y la superficie del electrodo es también
de gran importancia ya que entre menor sea la distancia entre los dos, menor seréd la resistencia
o6hmica en la transferencia de electrones. Una amplia gama de mediadores han sido probados por
muchos investigadores en el mundo, a pesar que la transferencia directa de electrones sin el uso de
los mediadores ha sido descrita previamente.

4.2.2 CMB de segunda generacion

En la segunda generacion, el mediador (sulfuro — H,S) es producido por la reduccién de sulfato
(SO4) por el microorganismo. Esto resulta en un mecanismo quimico completamente diferente y
mucho mas eficiente. El principio basico de operacidén es mas 0 menos el mismo que con la primera
generacion, excepto que en este caso el mediador es un metabolito electroactivo de los
microorganismos. Esto significa que se trata de un sistema mas favorable para ser integrado con un
agente autonomo, puesto que no hay necesidad de introducir manualmente algin quimico, ademas de
la fuente de energia que podria ser un sustrato rico en SQO,.

Durante muchos afios una serie de microorganismos han sido conocidos por su capacidad de reducir
sulfato. Uno de ellos es Desulfovibrio desulfuricans, un microorganismo marino anaerobio.
Desulfovibrio desulfuricans tiene la capacidad de utilizar al sulfato como aceptor terminal y al
hacerlo, reduce el sulfato en sulfuro (H.S). EI H,S es electroactivo, lo que significa que dona sus
electrones al oxidante con el potencial redox mas positivo. En ausencia de oxigeno, el oxidante
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siguiente mas positivo es el &nodo. Por lo tanto el sulfuro ofrece los medios para que los electrones
fluyan y se complete un ciclo entre la célula de la bacteria y la superficie del electrodo. Las
reacciones redox que tienen lugar en la CMB se muestran en la Figura 4.6.

En un disefio especial, Habermann y Pommer (1991) emplearon un cultivo mixto de
microorganismos para un funcionamiento mas eficiente. D. desulfuricans, que es la bacteria
dominante del consorcio microbiano, es estrictamente anaerobia y necesita lactato para metabolizar y
producir sulfuro. Por lo tanto, el lactato (acido lactico) es producido por microorganismos tales como
E. coli y Proteus vulgaris, los cuales se afiadieron en el anolito para producir el metabolito quimico
que es necesario para la sobrevivencia de los D. desulfuricans y también para consumir el oxigeno
presente. Pseudomonas aeruginosa y P. fluorescens utilizan acetato de manera eficiente y se
afiadieron en el consorcio para la utilizacion de este producto de desecho y de O,. De esta manera,
los Unicos subproductos son H,O,, CO, y S,03, que también puede ser reducido a sulfuro.

Membrana de intercambio

Combustibles de protones

(C12H24012)
N32?04 Anodo

Figura 4.6 Reacciones redox que se llevan a cabo en la CMB (leropoulos y col., 2004)

4.2.3 CMB de tercera generacion

La tercera generacion de CMB emplean al microorganismo anaerobio Geobacter sulfurreducens, el
cual dona facilmente sus electrones a la superficie del electrodo (Habermann y Pommer, 1991). Estos
microorganismos tienen la capacidad de fijarse en la superficie del electrodo formando una
biopelicula. Todas las otras células en la vecindad no se fijaran hasta que encuentren una superficie
de oxidacion. Una vez que la biopelicula se forma, el electrodo se convierte entonces en su oxidante
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natural, al que los microorganismos facilmente liberaran sus electrones. Es importante destacar que
este sistema funciona sin el uso de mediadores artificiales o naturales, por lo que es atractivo para
aplicaciones autdnomas. Ademas la tercera generacion tiene dos ventajas importantes. En primer
lugar, el contacto fisico y bioquimico entre los microorganismos y la superficie del electrodo cuando
se forma la biopelicula, ya que permite que la resistencia 6hmica del flujo de electrones sea minima,
por lo tanto, la eficiencia es mayor. En segundo lugar, esta bacteria puede utilizar los desechos
metabdlicos, tales como acetato producido por otros microorganismos.

4.2.4 CMB desarrolladas desde 1994

Las Tablas 4.3 y 4.4 resumen las CMB publicadas en la literatura desde 1994 (Bullen y col., 2006).
La Tabla 4.3 presenta las CMB que son alimentadas principalmente por la oxidacion de la glucosa.
En la Tabla 4.4 se muestran las CMB alimentadas por la oxidacion de otros quimicos.

4.3 Investigacion en México

En México existen dos equipos de investigacion que estan experimentando con CMB. Los trabajos
presentados a continuaciéon no son los uUnicos realizados en México, pero si son los mas
representativos. EIl primer trabajo que se presenta (Generacion de electricidad a partir de una celda
de combustible microbiana tipo MIP) lo realizé el equipo de investigacion encabezado por la Dra.
Liliana Alzate-Gaviria en el centro de Investigacion Cientifica de Yucatan (Alzate-Gaviria y col.,
2008). El segundo en presentarse (Caracterizacion de una CMB para el tratamiento de efluentes
contaminados) estuvo a cargo del Dr. Alessandro Carmona-Martinez y se realizd en el Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados del I.P.N (Carmona-Martinez y col., 2006). Los dos trabajos
contaron con apoyo econdmico proporcionado por el CONACYT.

4.3.1 Generacion de electricidad a partir de una celda de combustible microbiana tipo MIP
4.3.1.1 Microorganismos y sustrato

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

La fuente de sustrato fue agua residual sintética (ARS) cuya fuente de carbono fue glucosa grado
reactivo marca Sigma (Poggi y col., 2005). EI ARS tuvo un pH entre 5 y 6, y la siguiente
composicion (por litro): 4g de glucosa; 310mg de NH,4Cl; 130mg de KCI; 4.97g de NaH,PO, y
2.75g de Na,HPO,H,O (Lovley y Philips, 1998).
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Tabla 4.3 Investigaciones realizadas con CMB alimentadas principalmente por la oxidacion de la glucosa

Sistema

(oxidacién/reduccion)

Organismo

Electrodos
(cm?)

Electrolito

Voltaje
circuito
abierto

Densidad de

corriente
(nA cm™)

Densidad de

potencia
(W cm™?)

Referencia

TEM

Glucosa/ferrocianuro (en
catodo CVR (carb6n vitreo

reticulado)) u 0,
(en catodo PCP, papel
carbon platinizado)

TEM (varios)
AzUcar/ferrocianuro

TEM (varios)
AzUcar/ferrocianuro

TEM
Glucosa/ferrocianuro

TDE
Glucosa/ferrocianuro

TEM
Glucosa/O,

Proteus vulgaris
inmovilizados en la
superficie del anodo
por un enlace amida,
anaerobio

Proteus vulgaris
suspendidos,
anaerobio

Proteus vulgaris
suspendidos,
anaerobio

E. coli suspendidos, 6
A. succinogenes 6
cultivos mixtos de
aguas residuales,
anaerobio

Rhodoferax
ferrireducens,
anaerobio

E. coli suspendidos 6
cultivos de aguas
residuales, anaerobio

Anodo de 1 g (49.5),
CVR (no disponible )
0 catodo PCP (20.25)

Anodo CVR (30.4),
catodo de platino
(16)

Anodo CVR (30.4),
catodo de platino
(16)

Anodo de 12 g de
fieltro de grafito
tejido, Cétodo de
12 g de fieltro de
grafito tejido. (no
disponible)

Electrodos: varilla de
grafito (0.65) 6
fieltro (2.0)

Grafito tejido, RN-
grafito tejido (80) 6
énodo de Mn*'-
grafito (80), Grafito
tejido 0 catodo de
Fe**-grafito (80)

50 mmol dm > de mediador difuso
HNQ, buffer de fosfato/potasio a pH
7.0 en el anodo. Buffer con

50 mmol dm de ferrocianuro de
potasio o buffer con 500 mmol dm >
de fosfato en el catodo.

37 °C, mediador difuso: tionina, pH
7.0

Mediador difuso: tionina, buffer de
fosfato, pH 7.0. 0.1 mol dm 2 de
ferrocianuro en el catolito

Glucosa, 100 pmol dm 2 de rojo
neutro (RN) 0 300 pmol dm™® de
mediador tionina, buffer con

50 mmol dm® de fosfato en el
anodo, pH 7.0. buffer con

100 mmol dm® de fosfato y

50 mmol dm de ferrocianuro en el
catodo

10 mmol dm de solucion de
glucosa en el &nodo, ferrocianuro
de potasio en el catodo. No se da
mas informacion

Buffer con 100 mmol dm™ de
fosfato, 10 g dm > de lactato de
sodio, 5 g dm 3 peptonay 5 g dm>
de extracto de levadura. pH 7.0

0.7 con
catodo de
aire

No
disponible

0.52
(con 1pA)

0.85

No
disponible

No
disponible

8.1

13.8

13.2

8.5

3.1con
resistencia
externa de

1000 Q

109
(RN (rojo
neutro)-
tejido/Fe"),
175
(Mn*/Fe®)

3.2

5.8

5.26

5.3

No
disponible

84.5
(RN (rojo
neutro)-
tejido/Fe")
78.8
Mn**/Fe®*

Alleny
Bennetto,
1993

Kimy col.,
2000

Kimy col.,
2000

Park y
Zeicus.,
2000

Chaudhuri y
Lovley.,
2003

Park y
Zeikus.,
2003
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Continuacién Tabla 4.3 Investigaciones realizadas con CMB alimentadas principalmente por la oxidacién de la glucosa

Sistema
(oxidacién/reduccion)

TEMy TDE
Glucosa/oxigeno

TDE
Glucosa/ferrocianuro

Celda de tipo de producto
usando almidén, glucosa o
melaza para generar
H,/ferrocianuro

TEMy TDE
Glucosa/ferrocianuro

Organismo

Cultivos mixtos
derivados de lodo
metanogénico
anaerobio, algunos
experimentos con
cultivos purificados
aislados, anaerobio

E. coli suspendidos,
anaerobio

Clostridium
butyricum 6
Clostridium
beijerinckii

Cultivos mixtos
derivados de lodo
metanogénico,
algunos
experimentos con
cultivos purificados
aislados, anaerobio

Electrodos
(cm?)

Electrodos de placas de
grafito (50)

Tejido de grafito (7.5)
platinizado modificado con
poli(tetrafluoroanilina) como
anodo, tejido de grafito no
modificado como catodo
(7.5)

Tejido de grafito (7.5)
platinizado modificado con
poli(tetrafluoroanilina) como
anodo, tejido de grafito no
modificado como catodo
(7.5)

Electrodos de placas de
grafito (50)

Electrolito

Caldo nutritivo en el anodo,
0.5-5 g dm ® day * de glucosa, purga
de nitrédgeno, buffer con

100 mmol dm™® de fosfato, buffer con
100 mmol dm 3 de hexaferrocianuro
de potasio, aireacion continua en el
catodo

10 g dm 3 de glucosa, 5 g dm > de
extracto de levadura , 10 g dm > de
NaHCO, y 8.5 g dm * de NaH,PO, en
el &nodo, 50 mmol dm 2 de solucién
de ferrocianuro, 10 g dm > de
NaHCO;y 8.5 gdm ™ de NaH,PO,
en el catodo

10 g dm de sustrato, 5 g dm®, de
extracto de levadura, 10 g dm > de
peptona, 0.5 g dm I-cisteina—HCl,
8 mg dm de CaCl,, 8 mg dm de
MgSO,, 40 mg dm > de KHSO,,

80 mg dm > de NaCl, 0.4 g dm > de
NaHCO; y 1 mg dm* de resazurina
purga de nitrégeno en el anodo.

50 mmol dm de ferrocianuro en un
buffer de fosfato a pH 7.0 en el
catodo

Anolito (caldo nutritivo) con
alimentacion de glucosa a

1 gdm2dia™. Catolito de

50 mmol dm™® de ferrocianuro de
potasio en buffer con

100 mmol dm™ de potasio/sodio/
fosfato, pH 7.0

Voltaje
circuito
abierto

No
disponible

0.895

0.759

No
disponible

Densidad
de
corriente
(pA cm™?
No
disponible

2,600

5,070

No
disponible

Densidad
de
potencia

1,200

400
(2 0.473V)

431
(méximo a
0.66 V)

Referencia

Rabaey y

col., 2003

Schroder y
col., 2003

Niessen y
col., 2004

Rabaey y
col., 2004
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Tabla 4.4 Investigaciones realizadas con CMB alimentadas por la oxidacion de otros quimicos

Sistema Organismo Electrodos Electrolito Voltaje Densidad de Densidad Referencia
(oxidacién/reduccion) (cm?) circuito corriente de potencia
abierto (nA cm?) (nW cm™)
TEM Desulphovibrio Anodo de carbon Mediador sulfato/sulfuro, pH 7.8 No 1,980 No Cooney y
Lactato/piruvato desulphuricans, activado disponible disponible col., 1996
anaerobio
TDE Shewanella Anodo de fieltro de Buffer con 0.05 mol dm® de fosfato No 0.645 No Kimy col.,
Lactato (también piruvato  putrefaciens carbon (9.3), catodo y 0.1 mol dm™ de NaCl, pH 7.0. disponible disponible 1999
y formiato)/ferrocianuro suspendidos, CVR (21.6)
anaerobio
TEM E. coli suspendidos, Anodo RN (rojo 80 mmol dm de acetato, 1 g dm > No 3.1 1.14 Park y col.,
Acetato/ O, anaerobio neutro) -grafito de KH,PQ,, extracto de levadura, disponible 2000
modificado (118), peptona, NH,Cl y CaCl,
catodo de grafito (118)  respectivamente, 2 g dm > de NaCl
en el 4&nodo. 1 mol dm™3 de KCl en
el catodo
TDE Shewanella Electrodos de fieltro de  Buffer con 50 mmol dm™® de 0.5 0.71 0.02 Kimy col.,
Lactato/ O, putrefaciens carbon (56) Na-fosfato, pH 7.0, 0.1 mol dm™ de  (0.52 con (estabilizado a (0.01 2002a
suspendidos y E. coli NaCl. Para algunos experimentos E. coli + 0.43 después de  después de 6
(TEM), anaerobio con E. coli, el anodo contenia mediador) 6 dias) dias)
25 mmol dm™3 de azul de metileno
TDE/TEM Diversas bacterias Discos de grafito Agua de mar. Anodo situado a 15 0.75 7 3.2 Tender y
Sedimento marino/ agua perforados (1,830) cm debajo de la superficie, catodo col., 2002
marina situado a 15 cm por encima de la
superficie del sedimento.
TEM Shewanella Grafito tejido, RN- 100 6 200 mmol dm ™ de lactato, 0.6 3.75 0.94 Park y
Lactato (también piruvato, putrefaciens grafito tejido, &nodo de  buffer con 100 mmol dm* de Zeikus,
acetato y glucosa)/ O, suspendidos, grafito con Mn* (80), fosfato, 1 g dm > de extracto de 2002
anaerobio catodo de grafito levadura, peptona y NH,CI
modificado con Fe** respectivamente, pH 7.0
(50)
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4.3.1.2 CMB

Se construy6 una CMB de vidrio con volumen (til de trabajo, tanto del anolito como del catolito, de
350ml. El compartimiento del &nodo fue burbujeado con N, para desplazar el O, presente previo al
cierre del anodo. El electrodo empleado fue papel carbén sin tratar distribuido por Fuelcell (Toray
carbdn paper).

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

En el compartimiento del catodo se empled un catolito acuoso con burbujeo de aire para utilizacién
del O, y como electrodo papel carbdn sin tratar con Pt (0.5 mg de Pt 10% por cm?), mientras que en
el &nodo se utilizd un indculo mixto de tipo floculento anteriormente seleccionado y estabilizado. A
este Gltimo electrodo no se le aplicé ningun catalizador, ya que esa funcion la llevaron a cabo los
microorganismos contenidos en dicho indculo. Los electrodos de papel carbdn empleados en cada
compartimiento fueron de 1.7x1.6 cm, con un area de 2.72 cm2.

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

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

Para el circuito de la celda tipo MIP se emplearon dos resistencias externas, una de 1000 Q durante
un periodo de 102 dias y una segunda de 600 Q durante los dias restantes. Basados en previas
experimentaciones (Liu y col., 2004; Logan, 2004) se oper6é la CMB por un periodo no superior a
155 dias, sin incluir el arranque. Los cambios que ocurrieron en la comunidad microbiana durante
este tiempo fueron monitoreados mediante métodos electroquimicos.
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4.3.1.3 Andlisis

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

4.3.1.4 Aclimatacion de la celda

Cuando la CMB fue inoculada con el cultivo bacteriano de tipo entérico hubo una fase de latencia de
30h seguida de un rapido incremento en el voltaje en las siguientes 40h, alcanzando un voltaje de
0.4V (Figura 4.7). Posteriormente el voltaje disminuyd gradualmente a medida que la materia
organica contenida en el indculo fue consumida. Al adicionar la tercera transferencia de indculo a la
CMB el comportamiento tiende a ser similar, produciéndose un intervalo de estabilidad de 0.37 +
0.03V, constituyendo la Gltima etapa en el patrén de crecimiento bacteriano. Una vez que el sustrato
fue consumido ceso el crecimiento y ocurrio muerte celular, viéndose afectada la generacién de
voltaje.
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Figura 4.7 Aclimatacion de la CMB con tres aplicaciones sucesivas de indculo (Alzate-Gaviria y
col., 2008)

Después de 120h de operacion se reemplazo parte del indculo por ARS, conservando Unicamente
10% del inoculo. Se observo que se generé inmediatamente electricidad en la CMB previamente
inoculada (Figura 4.8), alcanzando un voltaje méximo de 1.05V y manteniéndose en un intervalo de
0.90 £0.1V en las siguientes 55h.
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Figura 4.8 Generacién de voltaje a partir de glucosa como sustrato (Alzate-Gaviria y col., 2008)
4.3.1.5 Efecto de la concentracion del sustrato

La produccién de voltaje en la CMB (Figura 4.9) siguié una cinética de saturacion; es decir, de
utilizacion del sustrato en sistemas bioldgicos en funcion de la concentracion y la velocidad de
transporte (Liu y Logan, 2004). Como se puede observar en la figura, el voltaje se incrementd a
medida que la concentracién de glucosa aumentd, manteniéndose constante a partir de una
concentracion de 1000ppm en 1.15 +0.05V. Asi, el maximo radio de utilizacion del sustrato ocurre
en altas concentraciones del mismo (Metcalf y Eddy, 2003).

Maximo voltaje (V)

0,21

0 500 1000 150C 2000 2500 3000 3500

Concentracion inicial (ppm)

Figura 4.9 Voltaje maximo obtenido a partir de la concentracion de glucosa (Alzate-Gaviria y col.,
2008)
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4.3.1.6 Generacion de electricidad en medicion continua

En esta etapa se monitoreo la generacion de electricidad durante un periodo de 130 dias. En la Figura
4.10 se observa que con una resistencia de 1000 Q, el voltaje se mantuvo en 0.88 +0.17V durante los
primeros 102 dias, mientras que la generacion de corriente oscilé en un intervalo de 80 +20pA.
Después de 102 dias se empled una resistencia de 600 Q, registrandose valores de 0.91 £0.08V, en
tanto que la corriente se incrementd rapidamente hasta alcanzar un méaximo de 170 +18uA. Con las
dos resistencias utilizadas se comprob0, como se esperaba, que con una resistencia menor se registra
una mayor corriente. Esto se debe a que con bajas resistencias, los electrones se mueven mas
facilmente a través del circuito. A mayor oxidacion del combustible por los microorganismos se
espera altos indices de oxidacién de los transportadores de electrones en el cultivo a bajas
resistencias. Adicionalmente, una CMB puede ponerse en marcha a bajas resistencias para remover
contaminantes de altos indices organicos (Jang y col., 2004).
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Figura 4.10 Generacion de electricidad en la etapa de medicion continUa, utilizando resistencias
externas de 100 y 600 Q (Alzate-Gaviria y col., 2008)

4.3.1.7 Generacion de potencia en la CMB

La densidad de potencia generada por la CMB se mide en mW/m2, y para los calculos se emplea la
ecuacién de la potencia. La produccion de la densidad de potencia se muestra en la Figura 4.11. Al
emplear una resistencia de 1000 Q, la maxima potencia generada fue de 335 mW/m?2 (263
+72mW/m?) con un voltaje de 1.05V. Cuando se utiliz6 una resistencia de 600 Q se obtuvo una
méaxima densidad de potencia de 640 mW/m2 (515 £125mW/m?) con 0.99V, es decir, la potencia fue
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cerca del 50% mayor que la obtenida con una resistencia de 1000 Q. De igual forma, la remocion de
materia organica expresada en DQO fue de 65 y 82% con 1000 y 600 Q respectivamente.

Los resultados muestran que operar con resistencias externas mas bajas aumenta la produccion de
densidad de potencia y conlleva una mayor remocion de materia organica (Jang y col., 2004). Los
valores obtenidos se encuentran en un intervalo medio alto con respecto a otros trabajos reportados
en la literatura.

El sistema CMB emple6 un catolito acuoso para proveer O, disuelto al electrodo, sin emplear
mediadores externos. Los consorcios microbianos generan mayor densidad de potencia que los
cultivos puros (Rabaey y Verstraete, 2005; Pham y col., 2006; Rittmann, 2006).

La densidad de potencia més alta que reporta la literatura es de 3600 mW/m2 en el estudio de
Rabaey y col. (2003) donde utilizaron glucosa como sustrato y hexaferrocianuro de potasio para
optimizar el rendimiento del catodo. El ferrocianuro es muy popular como aceptor de electrones en
experimentos con CMB y pueden alcanzarse voltajes mayores que utilizando O,. La gran ventaja del
ferrocianuro es el bajo sobrepotencial utilizando catodos de carbén plano; sin embargo, la generacion
de potencia con ferrocianuro no es sustentable debido a la insuficiente reoxidacion por O,, lo cual
requiere que el catolito sea remplazado regularmente. Ademas, largos términos de desempefio del
sistema pueden ser afectados por la difusion de ferrocianuro a la camara del &nodo (Logan y Regan,
20064a).
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Figura 4.11 Generacion de potencia en la CMB, empleando una resistencia de 1000 Q (A) y una
resistencia de 600 Q (B) (Alzate-Gaviria y col., 2008)
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4.3.1.8 Influencia del pH

Otro parametro importante en el desempefio de la CMB es el pH del compartimiento anddico.
Durante la experimentacion de la CMB se mantuvo el pH del anolito en 5.95 +0.75. La Figura 4.12a
muestra la relacion entre la produccion de potencia de la CMB y el pH. Como puede apreciarse, las
mas altas densidades de potencia ocurrieron en valores de pH entre 5.5 y 6.0 obteniéndose resultados
que oscilaron entre 280 y 335 mW/m?2 para el caso de 1000 Q (Figura 4.12b). La densidad de
potencia disminuyé ligeramente a medida que el pH aumenté hasta 6.8; sin embargo, cuando el pH
fue >7.0, la densidad de potencia registrada se redujo, manteniéndose en 225+45mW/m2. Estos
altimos resultados demostraron que es recomendable operar la CMB a un pH entre 5.5 y 6. En las
mediciones efectuadas empleando una resistencia de 600 Q (Figura 4.12b), se alcanz6 a pH entre 5.8
y 6.3 una densidad de potencia méxima de 640 mW/m2.

Las condiciones de pH son un factor clave en el crecimiento de los microorganismos. La mayoria de
las bacterias entéricas no toleran niveles de pH arriba de 7.5 o debajo de 4.0. Ademas, valores de pH
por debajo de 6.8 inhiben la actividad metanogénica (Metcalf y Eddy, 2003).

Para este proceso se requirio que durante el metabolismo de fermentacion anaerobia se inhibieran
algunos microorganismos, como los homoacetogénicos los cuales requieren H, para la produccion de
acetato y los metanogénicos que utilizan el H, para la produccion de metano. Es por ello que la
operacion de los sistemas se realiza a bajos niveles de pH (Angenent y col., 2004).

4.3.1.9 Efecto de la temperatura en el rendimiento de la CMB

La CMB operd bajo temperatura mesofilica de 35 +5°C los primeros 102 dias. Durante este periodo
la maxima densidad de potencia que se alcanz6 fue de 30 +6puA/cm? (336mW/m?2) empleando 1000
Q a 37°C (Figura 4.13). Los siguientes dias se mantuvo una temperatura constante de 40°C,
obteniéndose una densidad de potencia méaxima de 61+7uA/cm? (640 mW/m?) con 600 Q. Bajo este
ultimo esquema se aumentd la temperatura en 5°C, obteniendo 63 £5uA/cm?; observandose que al
incrementar la temperatura a 45°C no se registran incrementos substanciales en la densidad de
potencia, puesto que el resultado obtenido es muy similar al que se alcanzd a una temperatura de
operacion de 40°C (Figura 4.13). Estos resultados reflejan la gran influencia de la resistencia externa
utilizada, aunada a una temperatura Optima de operacion (Rozendal y col., 2006).

Una ventaja importante de las CMB es que pueden producir electricidad a partir de materia organica,
operando a temperaturas moderadas, como son 20-40°C (Min y Logan, 2004; Niessen y col., 2004;
Ohy col., 2004; Kim y col., 2005; Liu y col., 2005a; Aelterman y col., 2006a; Cheng y col., 2006b;
Zhao y col., 2006; Logan y col., 2007; Oh y Logan, 2007).
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Figura 4.12 Efecto del pH en la densidad de potencia, con una resistencia de 1000 Q (a) y una
resistencia de 600 Q (b) (Alzate-Gaviria y col., 2008)

4.3.1.10 Eficiencia obtenida en una CMB

La eficiencia de corriente se determina con base a la eficiencia coulombica (EC), la cual se define
como la cantidad de materia organica que se recupera como electricidad:

E=2%100 (4-1)
Cti

Para determinar Cp se utiliza la grafica de la corriente en funcion del tiempo de operacion de la
CMB. Al integrar el area bajo la curva desde (t=0 hasta 130 dias) se obtiene la carga total (q) en
coulombs, que fue Cp =12367,23 (Figura 4.14). El sustrato empleado fue glucosa. Para el calculo de

57



la cantidad tedrica de coulombs que pueden ser producidos por la glucosa se emplea la ecuacion
anteriormente descrita (Liu y col., 2005b) para Cti,

FXbXSXV]

Cy = [~ (@-2)

donde
F: Constante de Faraday (98485 C/mol de electrones)
b: Numero moles de electrones producidos por mol de sustrato (para glucosa como sustrato
b= 24)
S: Concentracion del sustrato (g/l)
v: Volumen del liquido
M: Peso molecular del sustrato (glucosa, 180)

De esa manera se obtiene Cti=20,681.85. Por su parte, la eficiencia coulombica de la CMB es

12,367.23

EC= [20,681.85

] x 100 = 59.79% (4-3)

Las EC calculadas para celdas de combustibles microbianas que registra la literatura varian pero, en
general, incrementan con la densidad de potencia porque hay menos tiempo para que se pierda
sustrato durante la competencia en procesos fisicos y bioldgicos (Logan y Regan, 2006b).

En este estudio se obtuvo una EC del 59.79%. Por ejemplo, con acetato se obtuvieron eficiencias de
65% (Min y Logan, 2004) y 63-78% (Oh y col., 2004). Con glucosa, las EC fueron de 89%
empleando hexacianoferrato de potasio en su catodo (Rabaey y col., 2003), mientras que Liu y
Logan (2004) obtuvieron 40-55% empleando una MIP y 9-12% sin el uso de membrana, pero
utilizando un catodo de aire, observandose que la mayor desventaja de este sistema fue la pérdida de
sustrato debido a la oxidacion aerobia en el anodo, es decir, en la ausencia de una MIP existe una
mayor difusion de O, de la camara del catodo al &nodo. Con aguas residuales las EC fueron de 3-
12% (Liu y col., 2004), con proteinas la eficiencia fue de 6% (Heilman y Logan, 2006) y, finalmente,
empleando lactato y ferrocianuro de potasio la eficiencia fue de 2.4% (Ringeisen y col., 2006).

4.3.1.11 Conclusiones
- Un dispositivo de celda de combustible microbiana tipo MIP puede generar electricidad y a la vez
depurar agua residual, lo que lo hace atractivo para tratamientos in situ o para la modificacion de las

actuales plantas de tratamiento convencionales.

- Un aspecto a mejorar en futuros estudios es aumentar el area del &nodo para compensar las pérdidas
por muerte y espacio ocupado por otras bacterias no generadoras de electricidad en la biopelicula.

- La eficiencia coulombica en un electrodo acuoso se puede mejorar empleando para el circuito una
menor resistencia.
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- Se demostr6 como teniendo un aceptor de electrones externo la presencia de conductividad es
inminente en el anolito de la CMB.
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Figura 4.13 Relacion de la temperatura de operacion sobre la densidad de corriente, utilizando 100 y
600 Q (Alzate-Gaviria y col., 2008)
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Figura 4.14 Corriente registrada en funcién del tiempo (Alzate-Gaviria y col., 2008)
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4.3.2 Caracterizacion de una CMB para el tratamiento de efluentes contaminados

4.3.2.1 Materiales y métodos

La CMB consistio de un cilindro horizontal construido de plexiglass, 78 mm de largo (distancia entre
electrodos) y diametro interno de 48 mm. En un extremo del cilindro, se colocd un anodo circular
hecho de una lamina de acero inoxidable de 1 mm de grosor.

En el otro extremo, se colocd un catodo constituido por tres capas circulares (desde adentro hacia
fuera): Membrana de intercambio protonico (Nafion 117), papel de carbon Toray con una
concentracion de 0.5 mg Pt/cm 2 como catalizador, y ldmina perforada de acero inoxidable de 1 mm
de grosor.

El catodo fue aireado por conveccion natural, ya que la capa de metal estuvo en contacto con el aire
(Figura 4.15). EI area superficial del anodo por unidad de volumen fue de 12.82 m 2/m3. Dos puertos
de muestreo (parte superior e inferior) fueron taladrados en el cuerpo del cilindro de la CMB para
alimentar y purgar.

Salida del anodo

Afluente
Salida del catodo

Dimensiones
Largo: 7.8 cm
Diimetro: 4.8 cm

Tornillos Volumen de operacién: 150 ml

T:/§\\ Ciatodo

Sello de goma

Por la parte interna:
Acrilico Membrana de intercambio proténico
y papel carbon Toray

Figura 4.15 Diagrama de una CMB creada en Mexico (Carmona-Martinez y col., 2006)

La CMB fue inoculada con 143 ml de indculo proveniente de un reactor metanogénico
completamente mezclado. La concentracion de biomasa en el inéculo fue de 200 mg SSV/L. La
CMB fue cargada con 7 ml de un extracto modelo similar al perfil de metabolitos generados en la
produccion bioldgica de hidrégeno a partir de residuos sélidos municipales (Valdez-Vazquez y col.,
2005).
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El extracto usado como modelo fue constituido por una mezcla de los siguientes acidos: Acético,
propiénico y butirico, asi como de acetona y etanol y sales minerales (Tabla 4.3). La DQO del
extracto modelo fue de 16 g DQO/L. La CMB fue operada en régimen por lote de 50h a 37°C. El pH
inicial y final fue de 7.66 y 8.32, respectivamente.

Tabla 4.5 Composicién del extracto modelo para la CMB (Carmona-Martinez y col., 2006)

Componente Cantidad (g/L)
Acetona 4.0
Etanol 4.0
A. acético 4.0
A. propionico 4.0
A. butirico. 4.0
NaHCO, 3.0
K,HPO, 0.6
Na,CO, 3.0
NH,CI 0.6

El anodo fue conectado con el catodo a traves de una resistencia externa variable con el objetivo de
estimar el valor de la resistencia interna de la CMB. La resistencia interna de la CMB es una de las
caracteristicas esenciales de la CMB, ya que de acuerdo con el Teorema de Jacobi de la méxima
potencia generada por una fem, una CMB operada bajo una resistencia externa igual a su resistencia
interna dara la potencia maxima. Bajo esta consideracion, se llevé a cabo la curva de polarizacién de
la CMB, eésto es, el voltaje de la celda y la intensidad de corriente en funcién de un valor de
resistencia externa.

4.3.2.2 Resultados

En la Figura 4.16 se observa la variacion de E_,,, CA'y en funcion de la variacién de la Rext. Como

se puede apreciar, para generar la Curva de Polarizacion para la CMB fue necesario variar las Rext
de 10 kQ hasta 1000 kQ y viceversa. Adicionalmente, de la Figura 4.16 se aprecia que para
comenzar la Curva de Polarizacion, fue necesario operar la CMB en Circuito Abierto durante un
poco mas de 1h,

Al finalizar la curva de polarizacion, nuevamente se operd la CMB en Circuito Abierto con lo cual se
logré corroborar el estado estacionario del sistema y de la misma forma que las condiciones en que
se obtuvo la Curva de Polarizacién fueron adecuadas. Ya que en periodos mas largos, la
concentracion del sustrato habria variado debido a la demanda del mismo que ocurre en el anodo
(Logan y col., 2006).
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Figura 4.16 Voltaje a circuito abierto y sometido a una resistencia externa (Carmona-Martinez y col.,
2006)

Con el fin de observar de manera mas clara el efecto de la variaciéon de las Rext en el
comportamiento de la CMB, la Figura 4.17 muestra como E,. e I, se ven afectadas al recibir un

impulso externo debido a la manipulacion de la Rext.
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Figura 4.17 Voltaje y corriente en funcion de una Rext (Carmona-Martinez y col., 2006)
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Otro de los beneficios que ofrece estudiar una CMB a través de la realizacion de una Curva de
Polarizacion, es dilucidar la Resistencia Interna (Rint) del sistema. De acuerdo a diversos autores (He
y col., 2005; Kim y col., 2007; Zhao y col., 2006; Zuo y col., 2006), la Rint de una CMB se puede
extraer mediante la pendiente de la Curva de Polarizacion.

Primero, el voltaje a circuito abierto fue monitoreado (~0.36 V). Después de 1 h, la curva de

polarizacién fue determinada al registrar E ., . ¥ 1,5 @ valores ascendentes de la resistencia externa

y viceversa. La curva de polarizacion promedio no fue lineal. La pendiente promedio de tal curva fue
calculada y dio un valor de ~32 kQ para la resistencia interna de la CMB (Figura 4.18).
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Figura 4.18 Método grafico para encontrar Rint (Carmona-Martinez y col., 2006)

Mas tarde, el voltaje a circuito abierto fue nuevamente monitoreado y se encontr6 un valor de 0.35V.
Lo anterior fue congruente con el primer valor del voltaje a circuito abierto, con lo cual se valido el
procedimiento de la curva de polarizacion.

. 5 .
La CMB mostré un valor de potencia maximo cercano a 5x10 mW (Figura 4.19). Este valor es
considerado bajo, y a la vez atribuido al alto valor de Rint, entre otras péerdidas.

4.3.2.3 Conclusiones

La Curva Polarizacién aunque mostrd una Resistencia Interna del sistema alta, cual indicaria aun la
posibilidad de utilizar la CMB en cuestion para el tratamiento de extractos de la produccién
bioldgica de hidrégeno. Adicionalmente la Curva de Polarizacion brindd los datos necesarios para
caracterizar la CMB con respecto a un indculo metanogénico y a la concentracion de catalizador
utilizada.
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Capitulo 3. Aplicaciones de las CMB

Las CMB se encuentran en un proceso de investigacion y desarrollo. Los reactores mas grandes que
se han reportado a la fecha, tienen un volumen interno del &nodo de 0.388 litros (Liu y col., 2004).
Sin embargo, la intensa investigacion que se ha venido realizando por diversos grupos de
investigacién a nivel mundial, ha logrado grandes avances en el desarrollo de las CMB y ha
encontrado usos alternativos para esta tecnologia que ya pueden aplicarse para solucionar problemas
de gran importancia a nivel mundial. A continuacion se mencionan algunas de las aplicaciones
alternativas mas importantes de las CMB.

5.1 Produccion de hidrogeno

Las CMB pueden ser modificadas de manera que se utilicen para la produccion de H,, por medio del
proceso de electrolisis, esta modificacion se puede realizar mediante la remocion del oxigeno de la
camara catodica y afiadiendo un pequefio voltaje. Bajo condiciones normales de operacién, los
protones liberados por la reaccién anddica migran al catodo para combinarse con el oxigeno y formar
agua. La generacion de hidrogeno a partir de los electrones y protones producidos por el
metabolismo de microorganismos en una CMB es termodindmicamente desfavorable. Por ello, la
aplicacién de un potencial externo para incrementar el potencial del catodo en un circuito de CMB
permite superar la barrera termodindmica. Asi, los protones y electrones producidos por la reaccién
anddica se combinan en el catodo para formar hidrégeno (ésto se logra en ausencia de oxigeno). El
potencial externo requerido teérico para una CMB es 110mV, el cual es mucho menor que los
1210mV requeridos para llevar a cabo la electrdlisis directa de agua a pH neutro, ésto se debe a que
algo de energia proviene del proceso de oxidacion de la biomasa en la cdmara anddica. (Du y col.,
2007)

Las CMB pueden potencialmente producir alrededor de 8 a 9 mol Ha/mol glucosa comparado con el
tipico 4 mol Hy/mol glucosa alcanzado en fermentaciones convencionales. (Liu y col., 2005b; Logan
y Reagan, 2006a) Entre las ventajas que presenta este sistema para la produccion de hidrégeno se
encuentra la mejora en eficiencia debida a la ausencia de oxigeno en la cdmara catddica y que el
hidrogeno producido puede acumularse y almacenarse para su uso posterior.

5.2 Tratamiento de aguas residuales

Recientemente, el tratamiento bioelectroquimico de aguas residuales ha emergido como una
tecnologia potencialmente interesante para la produccion de energia de aguas residuales. El
tratamiento bioelectroquimico de aguas residuales se basa en el uso de microorganismos
electroquimicamente activos.

Los microorganismos electroquimicamente activos son capaces de transferir electrones
extracelularmente y pueden usar este mecanismo para transferir electrones a un electrodo mientras
oxidan la materia orgénica presente en las aguas residuales. Los microorganismos funcionan como
un catalizador para la oxidacién electroquimica de la materia organica, y el electrodo es por lo tanto
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descrito como un bianodo microbiano. El proceso de tratamiento bioelectroquimico de aguas
residuales puede ser modificado por una conexion eléctrica del bidnodo a un electrodo auxiliar
(catodo) que desemperfiard una reaccion de reduccion. Como resultado de esta conexion eléctrica
entre el &nodo y el céatodo, las reacciones de los electrodos pueden ocurrir y los electrones pueden
fluir del &nodo al catodo produciendo asi una corriente eléctrica (Rozendal y col., 2008).

Las aguas residuales provenientes de la industria, la agricultura y de las casas contienen materia
organica disuelta que requiere removerse antes de descargarse al medio ambiente. Actualmente,
existen procesos para remover los contaminantes organicos presentes en esta agua de desecho, la
mayoria de estos procesos son tratamientos aerobios, los cuales consumen grandes cantidades de
energia en el proceso de aireacidn. Sin embargo, el tratamiento de aguas residuales ha empezado a
ser reconocido como una fuente renovable para la produccién de electricidad lo cual podria
emplearse para el mismo proceso de tratamiento de efluentes (Aelterman y col., 2006b; Logan y
Reagan 2006a).

5.3 Biorremediacién

Existe también la posibilidad de modificar una CMB para utilizarla en procesos de biorremediacién
de suelos y aguas subterraneas. Aunque hay quienes argumentan que al ser modificadas ya no son
CMB reales, ya que no producen electricidad, el principio de operacién es similar y se usa la
tecnologia de las CMB para cumplir estos objetivos. Las bacterias no son solo capaces de donar
electrones a un electrodo, también pueden aceptar electrones del mismo. Al modificar una CMB
convencional, ésta no se usa para producir electricidad, en lugar de esto, se aplica una corriente al
sistema para llevar a cabo la reaccion deseada y asi remover o degradar, por ejemplo U(V1) soluble a
U(IV) insoluble. Es por esto que se ha propuesto su aplicacion en sitios contaminados por metales
pesados como U(VI). Una estrategia simple para prevenir posibles contaminaciones con uranio es
adicionar un donador organico de electrones, como acetato a las aguas subterraneas. El acetato
estimula el crecimiento de especies de Geobacter, las cuales obtienen la mayoria de su energia con la
oxidacion del acetato y la reduccidn de los 6xidos de Fe(l1), los cuales son abundantes en la mayoria
del subsuelo. Como las aguas subterraneas que contienen U(VI) entran a una zona de adicion de
acetato, las especies Geobacter también transfieren electrones de U(VI) soluble reduciéndolo a
U(IV) el cual es altamente insoluble. Esto previene la futura migracion de uranio, ya que queda
secuestrado en el suelo. Asi, cuando un electrodo sirve como donador de electrones al U(IV) que es
producido, precipita en la superficie del electrodo. El uso de esta tecnologia para este fin ayuda con
los problemas de contaminacién ambiental, ya que no solo previene la movilidad del uranio, si no
también, se puede extraer con bicarbonato cuando se retiran los electrodos de los lugares en los que
operaron y posteriormente pueden reutilizarse dichos electrodos (Gregory y col., 2004; Gregory y
Lovley, 2005).
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5.4 Biosensores

Datos del medio ambiente pueden ser Utiles para entender y modelar respuestas de los ecosistemas,
aqui nace una aplicacion importante para las CMB, las cuales pueden emplearse para monitorear
ambientes de tres maneras diferentes como se explica a continuacion.

Los sistemas distribuidos en ambientes naturales requieren energia para su operacion. Las CMB
pueden ser usadas como dispositivos que proporcionan dicha energia, particularmente en rios y aguas
profundas marinas donde es dificil acceder de manera continua al sistema para remplazar baterias.
Celdas combustibles en sedimentos han sido desarrolladas para monitorear sistemas ambientales
COMO son arroyos, rios y océanos (Logan y Reagan, 2006a).

Otra aplicacion importante en el campo de los biosensores es el monitoreo de compuestos toxicos.
Las bacterias muestran una baja actividad metabdlica cuando son inhibidas por compuestos toxicos.
Esta inhibicion causa una baja transferencia de electrones hacia el electrodo. De esta forma, un
biosensor puede construirse inmovilizando una bacteria en el electrodo de una CMB y protegiéndola
detras de una membrana. Si un compuesto toxico se difunde a través de la membrana, éste puede
medirse por el cambio en el potencial del sensor. Dichos sensores pueden ser de utilidad como
indicadores de sustancias toxicas en rios o en la entrada de plantas de tratamiento de aguas (Meyer y
col., 2002; Chang y col., 2004: Rabaey y col., 2005d)

Aparte de las aplicaciones antes mencionadas, otra aplicacion potencial de la tecnologia de las CMB
es usarla como un sensor para analisis de poblaciones y un control de procesos in situ.
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Capitulo 6. Aplicaciones recientes en funcionamiento
6.1 Alimentacion de una boya meteoroldgica

A continuacion se describe la primera demostracion de una celda microbiana de biocombustible
(CMB) como una alternativa practica para aplicaciones de bajo consumo energético. La aplicacion
reportada es una boya meteoroldgica de un consumo promedio de aproximadamente 18 mW, que
mide la temperatura del aire, presion, humedad relativa y temperatura del agua, y que esta
configurada para proporcionar datos en tiempo real (Tender y col., 2008). El tipo especifico de CMB
utilizada en la demostracion es la celda microbiana de biocombustible benténica (CMBB). Las
CMBB operan en el fondo de los ambientes marinos, en donde oxidan la materia orgénica que reside
en los sedimentos sin oxigeno con la ayuda del oxigeno del agua que se encuentra sobre éstos. Son
libres de mantenimiento, pueden funcionar indefinidamente y son lo suficientemente potentes como
para operar una amplia gama de instrumentos cientificos de bajo consumo de energia que
normalmente funcionan con pilas. Se utilizaron dos prototipos de CMBB para alimentar la boya. El
primero fue desplegado en el rio Potomac en Washington, DC. EEUU, con un peso de 230 kg, un
volumen de 1.3 m3, y sostenido con 24 mW (energia equivalente a aproximadamente 16 pilas
alcalinas D por afio a 25°C). Aunque no fue una aplicacion practica debido al alto costo y extensa
manipulacion, pero estableci6 la prioridad de que un instrumento cientifico en funcionamiento podria
derivar toda su energia de una CMBB. También proporciond lecciones valiosas para el desarrollo de
una segunda y mas practica CMBB que se utiliz6 posteriormente para alimentar una boya en un
pantano de sal cerca de Tuckerton, NJ. EEUU. La segunda version tiene un peso de 16 kg, un
volumen de 0.03 m3, sustenté 36mW (energia equivalente a aproximadamente 26 pilas alcalinas D
por afio a 25°C), y se desplegadd por una sola persona en una pequefia embarcacién con minima o
ninguna manipulacion en el agua. Esta CMBB esta siendo desarrollada para reducir costos y permitir
una mayor salida de potencia de la conexion eléctrica de varias unidades en paralelo.

6.1.1 Celda microbiana de biocombustible benténica (CMBB)

La celda microbiana de biocombustible benténica (CMBB) se compone de un &nodo no corrosivo
(tipicamente grafito) incrustado superficialmente (1-5 cm de profundidad minima) en los sedimentos
marinos y esta conectado a través de un circuito eléctrico (por ejemplo, un instrumento cientifico
marino) a un catodo no corrosivo (normalmente grafito) colocado en el agua (Reimers y col., 2001;
Tender y col., 2002).

La materia orgénica que reside en los sedimentos de muchos ambientes marinos se deriva
normalmente de fitoplancton muerto y/o detritus vegetal (YYan, 1977). Ademas, en muchos ambientes
marinos oxidativos como el oxigeno y sulfato son suministrados dentro de los sedimentos desde el
agua por medio de difusion y por la accién de esfuerzo cortante entre la interfaz sedimento-agua
resultante del movimiento del agua sobre el sedimento. En tales ambientes, la combinacion de
materia organica y el suministro de oxidantes sustentan la actividad microbiana. Normalmente la
cantidad de materia organica excede a la cantidad de oxidante, dando como resultado que los
oxidantes se encuentren a milimetros o centimetros por debajo de la superficie del sedimento
(Froelich y col., 1979). En estas condiciones, el anodo de la CMBB actlia como un oxidante potente
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debido a su conexion eléctrica a través del circuito intermedio y el catodo con oxigeno del agua
suprayacente.

Cuando una CMBB se despliega en los sedimentos andxicos, se forma espontaneamente una
biopelicula en la superficie del anodo. En la mayoria de los ambientes marinos probados hasta ahora,
la biopelicula del &nodo se enriquece con al menos dos tipos de microorganismos sedimentarios
(Lowy y col., 2006). EI primero, de la familia Geobacteracea (mas similares a Desulfuromonas
acetoxidans) se conocen por la oxidacion del acetato en los poros de los sedimentos con la reduccion
de minerales oxidantes insolubles. Estos microorganismos utilizan el anodo como oxidante
inagotable, proliferan en la superficie del &nodo, oxidan acetato y explotan su capacidad para reducir
oxidantes insolubles para transferir de forma directa electrones hacia el anodo, sin la dependencia de
afiadir mediadores para realizar dicha transferencia (Reimers y col., 2006). Su fuente de acetato es la
fermentacién de materia organica (por ejemplo, glucosa o celulosa) por otros microorganismos
anaerobios en los sedimentos (por ejemplo, Clostridium). El segundo tipo de microorganismos que
enriquecen el anodo son los Desulfobulbus o Desulfucapsa, que han demostrado oxidar el azufre
elemental a sulfato (Holmes y col., 2004a). Esto se realiza en el anodo por la oxidacion de sulfuro
sedimentario y mediante la oxidacion del azufre, estos microorganismos eliminan la suciedad
precipitada en la superficie del anodo. La actividad combinada de estos microorganismos y la
reposicion continua de combustible por difusién, conveccion y esfuerzo cortante garantizan que los
anodos de la CMBB puedan funcionar indefinidamente (Wilcock y Kauffman, 1996; Bond vy col.,
2002; Holmes y col., 2004b; Reimers y col., 2006).

Los electrones adquiridos en el &nodo fluyen a través del circuito externo hacia el catodo. Una
biopelicula también se forma en la superficie del catodo y cataliza la reduccion del oxigeno (Wilcock
y Kauffman, 1996; Bond y col., 2002; Holmes y col., 2004b; Reimers y col., 2006). La reaccion en la
CMBB, el consumo de glucosa con el oxigeno y la formacion de didéxido de carbono y agua es
termodinamicamente favorable, permitiendo que la potencia generada se gaste en el circuito externo.
Esto se manifiesta como un voltaje de circuito abierto de aprox. 0.75 V.

Una caracteristica clave de la CMBB es la longevidad, que se atribuye al suministro constante de
combustible y oxidante por procesos ambientales, el rejuvenecimiento constante de los catalizadores
microbianos en el electrodo, y la capacidad de estos catalizadores microbianos para intercambiar
electrones con sus electrodos sin dependencia de mediadores y por oxidar completamente el acetato a
dioxido de carbono (Bond y col., 2002). Lo anterior demuestra el auto-mantenimiento que pueden
tener este tipo de celdas microbianas utilizando biopeliculas anodicas de Geobacteracea como
catalizadores (Chaudhuri y Lovley, 2003).

Hay una serie de propiedades de las CMBB que son importantes a considerar:

1. La CMBB es una verdadera celda de combustible microbiana; es decir, la reaccion del anodo es
catalizada por microorganismos (Palmore y Whitesides, 1994; Logan y col., 2006).

2. La CMBB parece ser la més adecuada para los sedimentos que contienen materia organica
suficiente para exhibir un gradiente redox a través de la interfaz bentonica (Reimers y col., 2001) lo
que resulta en un voltaje de circuito abierto en la CMBB. Estos sedimentos son una caracteristica
comun de los margenes continentales. Los gradientes redox resultan del agotamiento de oxigeno por
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microorganismos aerobios en la interfaz sedimento-agua, y la generacion de reductores (por ejemplo,
sulfuro) por microorganismos anaerobios situados debajo de la superficie del sedimento. La
presencia de un gradiente redox indica que se cuenta con suficiente combustible y actividad
microbiana para la generacion de energia y aisla el &nodo del oxigeno del agua.

3. Hasta ahora, se ha demostrado que los prototipos CMBB en el campo han operado continuamente
durante al menos 2 afios.

4. El voltaje de operacion de una CMBB es muy bajo (aproximadamente 0.35 V) (Reimers y col.,
2001; Tender y col., 2002). Debido a que las CMBB estan abiertas al medio ambiente, no pueden ser
conectadas en serie para suministrar un voltaje méas alto. Ademas, una CMBB no puede suministrar
descargas de corriente cortas de gran intensidad que normalmente requieren los instrumentos
cientificos marinos. Para superar estas limitaciones, se utiliza un acondicionador de voltaje
especializado para regular la potencia de salida de una CMBB y transformar la salida a un voltaje
electronicamente Util; por ejemplo, 6, 9, 12V, etc. El voltaje transformado es utilizado para cargar
una bateria o un capacitor.

6.1.2 Experimentos realizados con CMBB
6.1.2.1 Construccion y operacion de la primera version de CMBB

La primera version CMBB estuvo compuesta por siete subunidades conectados en paralelo (Figura
6.1). Cada subunidad consistié de dos placas de grafito (GS10 Graphite Engineering, Inc.), cada una
con medidas de 61 cm x 61 cm x 2.5 cm, colocadas en la parte superior e inferior de una caja de
plastico de leche por medio de fuertes amarres de lazos. Se realiz6 la perforacién por medio de un
patron de agujeros de 2.54 cm de diametro a través de cada electrodo para que facilitara la
incrustacion de los &nodos en el sedimento. En cada electrodo se colocaron 14 cables eléctricos
marinos aislados de 45 cm de largo enchufados a un conector himedo. Estos cables se colocaron en
los electrodos mediante la exposicion de aproximadamente 5 cm del conductor con tornillos de
titanio colocados en agujeros ajustados a traves del electrodo.

Cuando se implement6 en el rio Potomac con una profundidad de 1 a 3 m dependiendo de la marea,
las subunidades CMBB se asentaron en el fondo del rio con los electrodos inferiores (4nodos)
cubiertos por aproximadamente 5 cm de sedimento, y los electrodos superiores (catodos) expuestos
al agua. Las siete subunidades fueron separadas entre si a una distancia de 30 a 45 cm. Todos los
catodos fueron conectados eléctricamente entre si y de la misma forma también todos los anodos,
usando conectores humedos para crear una sola CMBB.

6.1.2.2 Construccion y operacion de la segunda version de CMBB

El &nodo de la segunda version CMBB consistio en 12 placas de grafito dispuestos en una matriz
vertical con 2.5 cm de separacion. Las placas de grafito se colocaron en la parte inferior de una placa
de fibra de vidrio. Cada placa de grafito media 30.5 cm x 30.5 cm x 0.32 cm, mientras que la placa
de fibra de vidrio media 30.5 cm x 30.5 cm x 2.5 cm. Se colocaron tiras de titanio en cada placa y se
realiz6 la conexion entre ellas, de las cuales se obtuvo un nodo comun, este nodo se conectd a los
cables eléctricos por medio de un conector humedo. El catodo de la segunda version CMBB
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consistio en un cepillo de grafito posicionado en el agua de un 1 m de largo, el cual fue conectado a
cables eléctricos por medio de un conector himedo. Este cepillo se formd con aproximadamente
3,000 hilos de grafitos de 7 um de diametro por 4 pulgadas de largo atrapados entre un par de
cables trenzados de acero inoxidable. Recibié un tratamiento térmico para separar las fibras, con lo
que aumentd la actividad catalitica para la reduccion del oxigeno del agua.

Figura 6.1 Siete subunidades conectadas eléctricamente en paralelo para proporcionar potencia
suficiente para a la boya (Tender y col., 2008)

6.1.3. Resultados

En agosto de 2004, la boya meteoroldgica alimentada por la primera version CMBB fue desplegada
en el rio Potomac, en Washington, DC, EEUU. (Figura 6.2). Antes de conectar la boya, la potencia
de salida de la CMBB fue de 24+2mW a 0.35V a lo largo de 3 meses en el rio Potomac. Una vez
conectada, la boya alimentada con la CMBB oper6 desde octubre de 2004 a marzo de 2005 (casi 7
meses) sin incidentes hasta que la boya fue retirada del rio debido a que el flujo de hielo cort6 la
conexion eléctrica a la CMBB.

Figura 6.2 Boya meteoroldgica usada en la demostracion en el muelle del Laboratorio de
Investigacion Naval en Washington, DC (Tender y col., 2008)
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En la Figura 6.3 se muestra el registro de transmision de datos meteoroldgicos de una semana
transmitidos con la primera generacion de CMBB que alimenta a una boya marina.
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Figura 6.3 Ejemplo de un registro meteoroldgico de 7 dias en una boya marina (Tender y col., 2008)

En la Figura 6.4 se presenta el &nodo de la segunda versiéon CMBB, se desarrollé para reducir costos
y simplificar la instalacion desde un muelle, un barco pequefio o por un vehiculo operado
remotamente. Esta CMBB se desplegd en agosto de 2006 para alimentar una boya en la cuenca de
una laguna de sal cerca de Tuckerton, NJ, EUA y generé 36 mW en el ambiente de agua salada.
Esto representa una densidad de potencia de aproximadamente 16 mW/m2 de la superficie
geométrica del anodo (36 mW/2.2m2), lo cual es consistente con la densidad de potencia observada
durante los ensayos de la primera CMBB. La CMBB se incrusto al inicio del dia uno. El voltaje de
circuito abierto duré dos dias y se observd un aumento de voltaje debido al restablecimiento del
gradiente redox benténico perturbado cuando el anodo se incrustd. Comenzando el dia tres, la
CMBB descargo voltaje entre 0.35 y 0.65 (Figura 6.5).Este resultado indica que, aunque las placas
individuales que componen el anodo estan estrechamente espaciadas, hay flujo suficiente de
combustible para los procesos. Actualmente se esta investigando la relacion entre la separacion entre
placas, la generacion de energia y la fuerza necesaria para empotramiento en diferentes tipos de
sedimentos.
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Figura 6.4 Anodo de la segunda version de una CMBB (Tender y col., 2008)
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Figura 6.5 Registro de la generacion de energia en los primeros 30 dias de la instalacion de la
segunda generacion de una CMBB (Tender y col., 2008)
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6.2 Robots

El término “robot autonomo” se le ha atribuido a los sistemas de robotica que funcionan sin
supervision humana. De hecho, desde los tiempos antiguos, el hombre ha intentado construir
sistemas que funcionen sin un control directo. Por ejemplo, en el afio 60 DC, Heron de Alejandria
construyd posiblemente el primer ejemplo registrado de un autémata (Webb, 1999). Sin embargo, el
término "autonomia” es un poco flexible, ya que se pueden considerar diferentes “modos de
autonomia”. Hay dos modos principales (McFarland y Spier, 1997):
1. Laautonomia de computo
2. Laautonomia energética

La autonomia de computo se puede definir como la capacidad de determinar y llevar a cabo acciones
independientemente, lo que puede o no estar relacionado con la obtencién de energia (McFarland y
Spier, 1997). La autonomia energética se refiere a la capacidad del agente para mantenerse en un
estado viable por largos periodos de tiempo. Su comportamiento debe ser estable para no tener
problemas con cualquier recurso vital, es decir, no deben cruzar cualquiera de sus limites letales
(McFarland y Spier, 1997; Wilkinson, 2001). Hasta hace poco, la autonomia ha sido mayormente
abordada desde la perspectiva de la computacion. Por ejemplo, se considera el caso de un robot
operado a baterias que se libera para llevar a cabo una tarea sin intervencién externa. Al término de
la tarea 0 cuando la carga de la bateria es baja, el robot regresa a la base para recargarse y/o adquirir
nuevas instrucciones. Por un lado, ciertos aspectos del comportamiento del robot se pueden
considerar como auténomos, como la toma de decisiones de calculo y control. Por otro lado, sin un
ser humano, el robot no seria capaz de reponer su energia para realizar la tarea. Con esto en mente,
en esta seccion se presenta el desarrollo de robots que pueden generar energia por si mismos.

La adopcidn de tal estrategia puede tener un impacto en la manera en que los investigadores e
ingenieros en la comunidad roboética incorporen nuevos requisitos en sus misiones. Hay tres
cuestiones fundamentales: En primer lugar, la energia util (en el futuro previsible) no se podra
convertir instantaneamente a partir de sustratos crudos. En segundo lugar, habra tareas (en particular
los efectos en el movimiento) que no se podran alimentar de forma continua. El efecto neto es que
esta clase de robot tenga que incluir un comportamiento de “espera” en su repertorio con el fin de
acumular energia suficiente para llevar a cabo una tarea o sub-tarea. Se refiere a esta forma de
conducta como ‘“comportamiento de impulsos”. En tercer lugar, el robot debera resolver maltiples
problemas de seleccion de objetivo. En particular, puede ser necesario exhibir un comportamiento
“oportunista” en términos de "interrumpir” la mision de recoleccion y aprovechar otro tipo de
recurso energético de mas facil acceso.

6.2.1 EcoBot |

El primer robot construido en el mundo alimentado de manera directa y totalmente por energia de
reduccién bacteriana (Wilkinson, 2000a) recibe el nombre cédigo de EcoBot I. Su construccion
resulté econdémica y los materiales utilizados fueron explotados al méximo de su rendimiento para
dar salidas de energia en el rango de 37.2) y lograr eficiencias del orden de 1.56%. Aunque esta
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cifra es baja, es coherente con la actual tecnologia CMB. La Figura 6.6 muestra al EcoBot |
totalmente montado.

El robot utiliz6 un banco de ocho CMB (cultivos puros de E. coli con mediadores sintéticos), un
circuito electrénico de control, dos fotodiodos y dos motores. La energia producida por las CMB se
acumulo en un banco de seis condensadores y al llegar a cierto umbral se liberaba para alimentar a
los motores de acuerdo a la indicacion de los fotodiodos. Después de seguir la luz hasta que la
energia se agotaba, el robot adoptaba una posicidén de reposo hasta que se acumulaba la suficiente
energia para encender los motores de nuevo. El experimento del robot, pasando de un punto de
partida hacia una fuente de luz se repitio siete veces. Dos de estos ensayos fueron de video grabados
y los otros cinco fueron registrados con datos. En la Figura 6.7 se muestra una fotografia de las
videograbaciones, la Figura 6.8 es un grafico que ilustra la carga promedio por ciclos de descarga, en
términos de la distancia promedio y el tiempo de los cinco ensayos.

Figura 6.6 Fotografia de prototipo Ecobot I (leropoulos y col., 2003a)

Figura 6.7 Desplazamiento del Ecobot I (leropoulos y col., 2003b)

El EcoBot | es solo el primer paso de muchos, para producir el sistema final para un robot
independiente y hay una serie de implicaciones que deben considerarse para cualquier desarrollo
posterior. Estos se pueden dividir en dos categorias principales: El hardware y el comportamiento del
sistema.
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En un sistema donde se emplea un flujo de quimicos continuo, tendrd que tener un cierto numero de
micro-bombas y filtros para mantener el sistema en operacion. Parametros como la temperatura, el
pH vy el nivel de liquido tendran gque estar continuamente monitoreados y controlados. A medida que
el robot busque su fuente de energia, que sera en forma de alimentos crudos y la extraccion de los
nutrientes de éstos, la electrénica y la mecéanica involucrada tendran que ser muy eficientes y
precisos. Por supuesto, un efecto secundario importante es que el empleo de estos dispositivos tendré
un requerimiento de energia asociados, los cuales tienen consecuencias en el comportamiento.
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Figura 6.8 Promedio de ciclos de carga y descarga del Ecobot | (leropoulos y col., 2003b)

Simples advertencias de "bateria baja" no son suficientes. Esto implica que tanto los sensores
internos que proporcionan la informacion para un control mas preciso y sensores externos para que el
agente pueda llevar a cabo su tarea tendran que utilizarse. La realimentacion negativa sera un
elemento clave en el sistema debido a que es el funcionamiento normal de los sistemas bioldgicos.
Es a través de la realimentacion que la homeostasis se logra en todos los niveles de organizacion en
los sistemas vivos, desde lo molecular a lo social. Homeostasis significa “mantenerse igual” y se
refiere a la capacidad Unica de los sistemas biologicos para mantener el control automatico sobre las
variaciones fisico-quimicas, por medio de la retroalimentacion negativa. Imitar este parametro critico
implica un gran desafio.

La tecnologia CMB esté todavia en su infancia y los niveles de potencia obtenidos son muy bajos. Es
evidente que la fuente de energia no esta en condiciones de proporcionar la energia suficiente para
que el robot opere en un modo continuo. Por lo tanto, el prototipo EcoBot | primero tendrd que
acumularla antes de usarla, resultando asi en un "comportamiento de pulsos”. Manejar la variable
recurso energético no es un problema trivial ya que habréa situaciones en que las reservas de energia
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deberan ser empleadas, como por ejemplo, cuando la distancia entre el agente y el alimento sea
mayor de lo normal.

La autonomia real, en el contexto de la inteligencia artificial no es sélo una cuestion de ejecutar una
tarea con un minimo o ninguna intervencion exogena, si bien, se tiene que confiar en el factor
humano para las necesidades de energia. Los sistemas naturales metabolicos resuelven este problema
mediante el empleo de la energia redox para realizar un trabajo. Al tratar de imitar a la naturaleza
con el EcoBot I, se demuestra que este enfoque es factible.

En el futuro, tales robots podrian ser clasificados de acuerdo a la variedad de alimentos que
consumiran. Un nombre adecuado para estos robots seria el de Specivores, los cuales podrian
alimentarse de un tipo de alimento o tal vez mediante el uso de microorganismos de un cultivo mixto
que podrian digerir la mayoria de las fuentes de alimentos naturales y los clasificaria como
omnivoros.

6.2.2 EcoBot 11

Los experimentos reportados en el trabajo de leropoulos y col. (2004), se llevaron a cabo utilizando
una plataforma sencilla y de bajo costo (Figura 6.9 y Figura 6.10). Esta consistié de estireno ligero
como chasis, circuitos electronicos y dos motores. EI EcoBot 1l fue construido con bolsas en el
chasis superior para acomodar y permitir la exposicion de aire libre a los catodos de O, de las CMB
con cultivos mixtos de lodos activados. Esta estrategia ofrece las siguientes ventajas: Potencia de
salida mas alta, mejor estabilidad y la posibilidad de utilizar una amplia variedad de sustratos debido
a la diversidad de la comunidad microbiana. El EcoBot Il totalmente ensamblado registré un peso de
780 g, que fue de aproximadamente 180 g mas ligero que el EcoBot |.

Figura 6.9 EcoBot Il con una CMB y céatodos de O, colocados en el exterior para permitir su
exposicion al aire (leropoulos y col., 2004)
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Figura 6.10 EcoBot Il (leropoulos y col., 2004)

Como fue el caso del EcoBot |, el EcoBot Il operé con destellos de energia. Esto ha sido descrito
anteriormente como ‘“comportamiento de impulsos”. Ninguna de las dos versiones de EcoBot
incorpora cualquier otro aspecto de comportamiento o tarea, aparte de la acumulacion de energia.

Por lo que fueron simplemente "inactivos"” durante el tiempo necesario para cargar el acumulador a
bordo. Una de las principales diferencias entre el EcoBot Il y su predecesor el EcoBot I, fue que
EcoBot Il incorpora tareas adicionales. EI EcoBot 1l realizé la deteccion de la temperatura ambiente
y realizo la transmision de datos de la temperatura detectada. Esto di6 lugar a que la energia se
distribuyera en tres tareas, en lugar de ser solamente utilizada para la locomocién foto-tactica
(EcoBot 1) y por lo tanto resulto ser mas lento que el EcoBot I.

Las CMB que se utilizaron en el EcoBot Il se probaron con anterioridad por medio de su descarga a
través de una resistencia de carga. Estos experimentos se realizaron para obtener un punto de
referencia en la generacion de electricidad. En la Figura 6.11 se muestra un ciclo tipico de
agotamiento para ocho diferentes CMB antes de conectarlas con el EcoBot Il. La flecha que apunta
hacia arriba indica el punto de alimentacion de moscas (0,1% peso/volumen). Esto equivale a 1
mosca/CMB. La base de referencia se establecio en 35pA. También para garantizar que la cantidad
de nutrientes residuales se mantuvieran al minimo y que la energia para conducir el robot se derivara
solo de la adiccion de moscas como sustrato. Durante el ciclo de agotamiento, que normalmente durd
24 horas, los catodos de O, se humedecieron una vez con agua de mar artificial (AMA).

Las carreras de corta distancia (Figura 6.12) se llevaron a cabo en 50 cm y la duracion de cada
carrera fue variable y dependi6 del ciclo carga/descarga del robot. El final de la carrera se produjo
cuando el robot llego a la fuente de luz. Para que EcoBot Il realizara la busqueda de la luz, el punto
de inicio se colocd para las tres repeticiones en un angulo de 90° con respecto a la fuente de luz.
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Figura 6.11 Ciclo tipico de agotamiento para ocho diferentes CMB antes de conectarlas con el
EcoBot II. (leropoulos y col., 2004)
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Figura 6.12 Arreglo experimental para las carreras del EcoBot Il (leropoulos y col., 2004)

Los experimentos realizados se llevaron a cabo en diferentes dias, comenzando a la misma hora. En
cada caso, cada CMB fue alimentada con una mosca de masa idéntica, lo que fue equivalente a 0.1%

peso/volumen en el inicio de la corrida. Durante cada corrida, los catodos de O, se humedecieron una
vez con 3 ml de AMA.
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A continuacion, en la Figura 6.13 se muestran los datos promedios de los tres experimentos. En
promedio, el robot se movia cada 14 minutos por cada 2 6 3 segundos de movimiento, para detenerse
de nuevo y acumular energia. La distancia recorrida por cada movimiento fue de 2 a 3 centimetros.
Los puntos muestran el avance promedio de las tres repeticiones y la linea continua es la curva de
ajuste de la regresion no lineal. Como puede observarse, en promedio tomd seis horas para cubrir una
distancia de 50 cm (8.3 cm/h).

554

NN W W A A
¥ $ e P YL

Y
(4]
1

10

Distancia total promedio [cm]

1 \J ’ 1 1 1 1 T 1 ) 1 1 1 ' 1 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400
Tiempo promedio [min]

Figura 6.13 Tiempo promedio de las tres carreras para llegar a la meta del robot a 50 cm. (leropoulos
y col., 2004)

La Figura 6.14 muestra la temperatura transmitida por el EcoBot Il hacia un receptor. Un gradiente
de temperatura desde el comienzo de la carrera hacia la linea de meta fue creado mediante el empleo
de dos lamparas halégenas como fuente de luz. Esto se realiz6 para probar la capacidad de deteccion
de la temperatura del robot. Los puntos representan los datos promedios para las tres repeticiones,
con un ajuste de curva de regresion no lineal (linea continua) y con bandas de confianza de + 95%
(lineas punteadas).

Las bacterias en los anodos fueron alimentadas con 0.1% peso/volumen de moscas y en este caso se
dejo el robot en un espacio abierto para operar continuamente hasta que dejara de funcionar. Esto se
hizo para investigar la cantidad de tiempo que el robot podia funcionar de forma continua con el
mismo cultivo bacteriano en un sistema de flujo no-continuo y alimentado con una sola mosca/CMB.
Para las primeras etapas de estos experimentos (los primeros cinco dias), los catodos de O, fueron
humedecidos manualmente con AMA una vez al dia. La Figura 6.15 muestra el tiempo promedio con
relacién a la distancia promedio. En promedio, el robot operd durante 11 dias (maximo de 12 dias) y
la distancia recorrida fue de 2 metros (maximo de 2.15 metros).
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Figura 6.14 Gradiente de temperatura producido y detectado por el robot cuando se movia hacia el
calor de la fuente de luz (leropoulos y col., 2004)

210
1954
1804
165+
150
1354
120+
1054

Distancia total promedio [cm]

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
Tiempo promedio [horas]

Figura 6.15 Datos promedio de distancia versus tiempo promedio para las pruebas de resistencia del
EcoBot Il (leropoulos y col., 2004)

La Figura 6.16 muestra la temperatura promedio reportada por el EcoBot Il por dia mientras se
desplazaba hacia la fuente de luz. Las luces hal6genas se colocaron a una distancia de seis metros
con respecto al punto de inicio de las carreras. Debido a que el robot nunca se acerco lo suficiente a
las ldmparas, sélo se transmitio la temperatura ambiente. La linea continua es la curva de ajuste de la
regresion no lineal para los datos medidos con puntos y las lineas punteadas son las bandas de
confianza (x 95%).
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Figura 6.16 Relacion entre la temperatura ambiente promedio transmitida por dia y la distancia
promedio en experimentos con EcoBot 11 (leropoulos y col., 2004)

6.2.3 Robot que se alimenta de materia organica (SlugBot)

Una aplicacion de las CMB es un trabajo de Greenman y col. (2003) donde se aborda el problema de
disefiar y construir un robot capaz de sostenerse por si mismo por ciertos periodos de tiempo
mediante la bldsqueda de una fuente de energia natural (comida) y convertir ésta en una forma
utilizable de energia para alimentarse (Greenman y col., 2003).

Para ello se deben considerar algunas cuestiones: Un robot tiene que ser capaz de moverse para
buscar su respectivo alimento. Esta fuente de alimentacion sélo estara disponible en ciertos
momentos y lugares limitados dependiendo del clima, la hora del dia, las estaciones, etc. y mucho
depende de la naturaleza de los alimentos. La vegetacion estatica requiere una estrategia de
alimentacion diferente a la requerida para la caza de presas moviles. El proceso de encontrar
alimento y después convertirlo y almacenarlo en una forma Gtil de energia se puede considerar como
una especie de metabolismo artificial. En cuanto al robot, se debe prever un sistema que incorpore
los elementos de un robot mévil y una unidad de conversion de energia. Estos pueden ser
combinados en un solo robot o separarse para que el robot lleve su alimento a un "digestor”. Una
opcién es emplear el metabolismo artificial a bordo del robot (Wilkinson, 2000a). Otro sistema
podria emplear una estacion externa de metabolismo (digestor central) suministrado con material
digerible por uno o varios robots. Sea cual sea la combinacion que se emplee, se debe presupuestar
de forma eficiente la energia, la eficiencia metabdlica, tipo de alimento, tamarfio fisico del digestor,
etc.
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En el estudio se opto por separar fisicamente el robot y el sistema digestor debido a que una unidad
de fermentacion es demasiado grande y pesada para ser transportada por un robot. Se eligieron a las
babosas como la presa del robot por las siguientes razones:

a) La presa debe ser lo suficientemente abundante y debe tener una densidad de energia
suficiente para justificar el gasto de energia utilizado en la busqueda, captura y transporte

b) La presa no debe ser capaz de realizar movimientos rapidos ya que ésto requerird que el
robot consuma una cantidad de energia considerable en la captura de la presa

Las babosas se desplazan lentamente y son abundantes en la tierra agricola del Reino Unido,
especialmente las Deroceras reticulatum (South, 1992), esta especie representan una amenaza
considerable a la vegetacion y realiza un dafio considerable en los cultivos. Su poder destructivo es
contrarrestado por los agricultores del Reino Unido, los cuales gastan mas de 20 millones de libras al
afo en medidas de control quimico (Glen, 1994).

El robot denominado “Slugbot” esta equipado con un brazo largo (Figura 6.17) con un gancho al
final de este. En la "palma" del gancho se encuentra una cdmara por medio del cual, el robot puede
detectar la presencia de babosas en la noche. El robot puede recoger las babosas y depositarlas en su
almacén. Cuando el robot necesita recargar su bateria regresa a la estacion para recargarla. Mientras
se lleva a cabo este proceso se descargan las babosas acumuladas en el robot en un "sistema
digestivo". El producto de la digestion es un biogas que se introduce en una celda de combustible, la
cual produce la energia eléctrica.

6.2.3.1 La autosuficiencia en los robots

Para ser realmente autosuficiente, un agente debe mostrar estabilidad en el comportamiento y
viabilidad de mercado. La estabilidad en el comportamiento implica que el agente no sucumba ante
alguna deuda irrecuperable de cualquier recurso vital. Los recursos vitales son aquellos que permiten
al agente llevar a cabo sus tareas de disefio y pueden incluir a la energia, tiempo, herramientas, etc.
La viabilidad de mercado son variables que deben agradar al que usa el robot (McFarland, 1999). El
usuario quedara satisfecho si el agente es estable, si es capaz de realizar las tareas para las que esta
disefiado y que los gastos de funcionamiento sean aceptables.

Los agentes autosuficientes deben tener un grado de autonomia debido a que deben tener la libertad
de decidir por si mismos cuando recargar energia, cuando descansar, en qué momento realizar ciertas
actividades, etc. (McFarland, 1993 y 1995). El grado de autonomia, por lo general equivale a la
cantidad de recursos béasicos que el agente tiene que manejar. Los agentes autosuficientes son
egoistas en el sentido de que manejan sus propios recursos independientemente de otros agentes que
puedan operar en el ecosistema.

Hay dos recursos béasicos que deben ser proporcionados por el entorno del robot si éste es
autosuficiente y econdmicamente viable. Se trata de la variable energética (E) que el robot debe ser
capaz de obtener de alguna manera, y la variable M, que puede ser el resultado de realizar trabajo. M
puede estar localizado en la memoria para guardar la cantidad de trabajo realizado, los puntos de
mérito por el trabajo realizado, puede ser dinero o la viabilidad de mercado. Cada vez que el robot
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tiene una cierta cantidad de trabajo (cumple la tarea de utilidad para el propietario) gana una unidad
de M.

Cuando consideramos un robot autosuficiente, es evidente que debe realizar un ciclo béasico de
actividades para mantener la viabilidad. EI robot pasa por un ciclo: trabajo - encontrar combustible -
recargar energia. Cuando trabaja, el robot gana M y pierde E. En algin momento el robot debe
interrumpir el trabajo y proceder a buscar combustible, lo que también conduce a una reduccion de
E, pero ¢qué pasa con M? La respuesta a esta pregunta depende de la actitud del duefio del robot. M
representa la utilidad del trabajo del robot desde el punto de vista del duefio del robot. Hay tres
posibilidades bésicas, como se indica en la Figura 6.18. Si el propietario esta principalmente
interesado en robots que gasten tanto tiempo como sea posible haciendo trabajo (Util,
independientemente de los gastos de energia, entonces el propietario no ganara utilidad del tiempo
que se gastd no trabajando. Esto significa que el robot debe estar disefiado de manera que M
disminuya durante el tiempo improductivo, como se muestra en la Figura 6.18a.

Figura 6.17 Robot que se alimenta de babosas (Slugbot) (Greenman y col., 2003)

Si el duefio estd preocupado por el gasto de energia en actividades que no son productivas, entonces
M debe declinar durante ese periodo del ciclo basico, como se muestra en la Figura 6.18b. Si por el
contrario, el propietario se ocupa de reducir al minimo el gasto de energia, entonces tiene sentido
para el robot pagar por el combustible. En la Figura 6.18c M se obtiene durante el trabajo y se gasta
durante la recarga. En otras palabras, M es como el dinero que gana el robot por el trabajo realizado
y que gasta para obtener combustible.

La estabilidad del ciclo basico depende de dos tipos principales de factores, la naturaleza del medio
ambiente y las decisiones tomadas por el robot. Asi, el sistema puede volverse inestable debido a que
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el ambiente puede resultar demasiado dificil de afrontar. Un equivalente animal podria ser un
entorno en el que la comida es muy escasa. El sistema también podria ser inestable simplemente
porque el robot tomé malas decisiones, como ignorar una posibilidad de recarga de energia (cuando
se acerca de la estacion de recarga). Por lo tanto la estabilidad del comportamiento y la toma de
decisiones estan estrechamente relacionadas.

(a) Tiempo improductivo

Encontrar

combustible " .
(b) Perdida de energia

Trabajo improductiva
Trabajo
OV

Recarga
> Encontrar

Trabajo
combustible ;
(c) Ganancia de energia

Recarga
Encontrar

combustible

Trabajo
Recarga

Y

Energia (E)

Figura 6.18 Ciclos basicos de operacion de un robot (Greenman y col., 2003)

6.2.3.2 El ciclo basico del SlugBot

El ciclo bésico del SlugBot se compone de las siguientes actividades: Recargar, buscar, examinar,
capturar, regresar a casa. Ahora se tiene que considerar qué tipo de ciclo basico es el adecuado. De
los tres tipos que se ilustran en la Figura 6.18a no es relevante, porque el gasto de energia del
SlugBot es importante y si el SlugBot no puede cumplir con sus necesidades de energia, la energia
adicional tendra que ser suministrada y esto sera costoso e inconveniente.

En el caso (b), en donde el duefio se preocupa solamente por el gasto de energia en actividades que
no son productivas, tenemos que recordar que el robot puede descansar durante los tiempos
improductivos. Durante el descanso, su gasto de energia serd muy reducido.

El duefio del SlugBot debe desear reducir al minimo, el gasto de energia en todos los &mbitos y por
lo tanto el ciclo tipo (c) es el mas apropiado. Como se observa en la Figura 6.18c, durante la recarga
el robot tiene una ganancia neta de energia E. En todas las demas actividades tiene una pérdida neta
de energia. Durante la recarga el robot tiene una pérdida neta de M, mientras que durante la
busqueda, exploracion y captura se considera como trabajo, por lo que, tiene una ganancia en M.
Durante su estancia en la base no gana ni pierde M. Una vez que el robot esta en la estacion de
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recarga puede tomar energia a cambio de ciertas unidades de M. En otras palabras, M es como el
dinero.

Una vez que el SlugBot inicia la basqueda de alimento, su éxito depende en gran medida de la
disponibilidad de las babosas en el lugar donde se lleve a cabo la captura. La alta disponibilidad dara
lugar a un ingreso alto (en términos de M) para el robot, siempre que el robot capture de manera
eficiente. Obviamente, el robot debe dejar de alimentarse si, en promedio, el gasto energético es
mayor que la energia adquirida. Esto puede ocurrir si la disponibilidad de babosas es muy baja o si la
energia consumida por unidad de tiempo es muy alta debido al mal tiempo o terreno accidentado. Si
el robot decide dejar de buscar alimento, entonces se debe tomar una de las dos opciones siguientes:
(i) Volver a casa o (ii) Descansar. El primero incluird excesivos gastos de energia dependiendo de la
distancia a la estacion, mientras que el segundo implica un gasto bajo de energia. Siempre que el
robot permanezca inmovil sélo consumird energia suficiente para mantener a sus sensores en
funcionamiento, por lo que se gasta muy poca energia. La desventaja del descanso es que el costo de
ir a casa todavia tiene que ser pagado en el futuro, porque con el tiempo, la energia abordo se
agotara.

Una vez esbozado el ciclo basico del SlugBot hay que considerar otras desventajas. Es evidente que
el robot no debe gastar demasiado tiempo y energia en el trabajo o puede ser incapaz de encontrar la
estacion antes de que se quede sin combustible. EI robot debe decidir cudndo dejar de trabajar y
empezar a buscar la estacion, si lo hace demasiado pronto no va a trabajar con la eficiencia maximay
si lo deja demasiado tarde puede quedarse sin combustible. Argumentos similares se aplican a las
decisiones de dejar de recargar y comenzar a trabajar o parar de capturar y tomar un descanso.

6.2.3.3 Accesibilidad de las babosas

Hay una velocidad maxima del nimero de babosas que puede capturar el SlugBot. Una vez que una
babosa es detectada, el robot debe abrir su pinza, recoger la babosa, retraer su brazo, depositarla en el
contenedor, extender su brazo y reiniciar la rutina de busqueda. Incluso cuando las babosas son muy
abundantes, el robot no puede completar este ciclo en menos de 10 s.

Las D. reticulatum varian en tamafio desde unos pocos miligramos hasta 700 mg y es evidente que
no vale la pena para el SlugBot capturar las pequefias. La pregunta sobre el tamafio de babosas que
seria rentable reunir es una cuestion para futuras investigaciones. Por el momento, las babosas de
méas de 500 mg son de interés. Si la tasa de captura maxima posible es una babosa cada 10 s,
entonces habra una tasa maxima correspondiente a la ingesta energética. Esto dependera del valor
energético de cada babosa en el robot y éste, a su vez, dependerd de las pérdidas de energia
producidas por la busqueda de las babosas y en la eficiencia de conversion de las babosas en energia
utilizable.

6.2.3.4 Aspectos cuantitativos

El ciclo bésico, independientemente de la definicidn, consiste en el trabajo, encontrar la estacion y
recargar. Ahora se puede definir otro ciclo que considere el tiempo desde el final de una recarga de
energia hasta completar otra. Una recarga implica una cierta cantidad de tiempo en la estacion de
reabastecimiento de combustible, una cierta cantidad de tiempo dedicado al trabajo y una cierta
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cantidad de tiempo en encontrar la estacion de nuevo. Para el SlugBot, este ciclo durara
probablemente 16 h. La bateria totalmente cargada permite cerca de 3 h de tiempo de bdsqueda de
alimento y se necesitara alrededor de 12 horas para recargar la bateria. Sin embargo, la
disponibilidad de babosas varia en un ciclo de 24 h, por lo que el SlugBot tendra que llenar las nueve
horas extras descansando ya sea en la estacion de recarga o en el campo.

Se estima que el robot consumira 45 J/h cuando esté descansando. El robot permanecera inmaovil con
todos los mecanismos que consuman electricidad apagados a excepcion de su reloj interno. Algunos
sensores se encenderan cada 15 minutos para que el robot pueda monitorear periddicamente su
entorno. Entre estos sensores se encuentran los de temperatura, humedad y los receptores de luz, que
dan una indicacion de la disponibilidad de babosas.

Mientras realice las demas actividades, el robot se consumiré alrededor de 5,460 J/h. El SlugBot es
capaz de escanear un area de 1.86 m de didmetro de suelo (se pueden encontrar aproximadamente 10
babosas/m?2) mientras permanece inmdvil en la base (South, 1992; Glover, 1998).

Se estima a partir de pruebas de laboratorio, que el SlugBot consumira 1,100 s para escanear el area
y 13 s para pasar a la proxima &rea. En promedio, el robot debe ser capaz de capturar al menos 1,048
babosas en 3 h, gastando 390 kJ. Puesto que la capacidad de la bateria es de 432 kJ, sobran 32 kJ
para utilizarlos en el regreso a casa. Cada babosa capturada tiene un peso de por lo menos 500 mg y
un valor de 1.5 kJ brutos (South, 1992). Esta cifra se obtiene con 75 mg de biomasa utilizable por
cada babosa ya que el 85% de su masa es agua.

Obviamente, la cantidad de energia gastada en regresar a la estacion de recarga depende de lo lejos
que el robot se encuentre cuando decida volver a casa. Las pruebas de laboratorio indican que el
robot recorrerd 1.8 m en 13 s con un consumo de 1 kJ. Cada area es de 1.8 m de didmetro, por lo que
si el robot cubre 10 areas en 3 h de busqueda, la distancia méxima al hogar sera de 18.6 m, el regreso
tomara algo més de 2 minutos y consumird 10.3 kJ. Asi que el gasto total de energia por dia
(suponiendo un viaje de 3 horas de blsqueda) sera de aproximadamente 400 kJ con una ganancia de
de energia bruta de 1,572 kJ. Esto significa que la eficiencia del proceso de conversion de la biomasa
de la babosa en electricidad utilizable debe estar en la regién del 25%.

6.2.3.5 Generacion de combustible

El SlugBot funciona con corriente eléctrica. Atrapa babosas y éstas tienen que ser convertidas en
energia eléctrica de alguna manera. Una posibilidad es que se deben secar las babosas y luego
quemarlas para producir energia en forma de calor. El problema aqui es que la conversion de calor en
electricidad es un proceso ineficiente. Una alternativa es digerir las babosas y fermentar el producto
digestivo. Esto produce una salida de energia en forma de combustibles quimicos o gases.

6.2.3.5.1 Energia teorica de la materia organica

La materia organica se compone de materiales poliméricos (proteinas, lipidos y polisacaridos). Si
estan lo suficientemente secos pueden ser quemados para producir energia en forma de calor. La
cantidad total de energia que contienen (suponiendo la oxidacion completa del oxigeno del aire) seria
de entre 4.1y 9.3 kcal/g (17 a 39 kJ/g), dependiendo de su composicion exacta. Los polisacaridos (la
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celulosa, almiddn, pectina, etc.) se construyen por medio de repetir unidades de hexosa (azucar)
(C¢H;1204) y producen menos energia que los lipidos (su formula empirica se aproxima a
C,3H360,), los cuales producen valores mas altos de calor. El valor caldrico de las proteinas es
intermedio y contienen cerca de 5 a 6 kcal/g (21 a 25 kJ/g). Cantidades similares de energia también
se pueden extraer a través del metabolismo de las células vivas. Estimaciones de Wilkinson (2000b)
sugieren que el follaje contiene aproximadamente el 4% de hidratos de carbono en peso, lo que
equivale a 0.82 kJ/ml para la materia licuada (a 4% peso/volumen). Segin Wilkinson (2000b) si la
energia de los alimentos se puede convertir en una forma eléctrica, daria 5 kwh/kg para la azucar
hexosa pura 6 0.2 kWh/l de materia vegetal licuada (a 4% peso/volumen). Wilkinson (2000b)
comenta que “Este resultado es sorprendentemente similar a la densidad de energia de una bateria de
ion-litio, con la diferencia considerable que la energia quimica en los alimentos no esta facilmente
disponible como electricidad”.

La degradacion anaerobia puede convertir ciertas materias primas en una mezcla de compuestos
altamente reducidos, tales como combustibles quimicos (acetato, butirato, etanol) o gases
(hidrégeno, metano) que pueden ser convertidos en energia eléctrica por otros medios tecnoldgicos.
Las siguientes estrategias estan disponibles:

1. Las moléculas volatiles de combustibles (metano e hidrdégeno) se queman para producir energia
térmica que a su vez puede alimentar un generador convencional. En esencia, lo que un digestor de
aguas residuales hace. Este proceso es muy ineficiente a pequefia escala.

2. La combustion catalitica de combustibles quimicos se puede realizar con celdas de combustible
convencionales.

3. La digestion de sustratos para producir energia microbiana de reduccién, que puede ser extraida
por medio de una celda de combustible microbiana.

4. Se puede emplear un dispositivo que combine las estrategias anteriores, sobre todo las Gltimas dos.

6.2.3.5.2 Factores fisicos que se deben considerar en la digestion artificial

Cuando aumenta el tamarfio, la proporcién entre el area y volumen o peso disminuye. Este simple
hecho determina los limites de tamafio para los robots bio-autonomos. Para el tamafio pequefio, la
transferencia de masa-energia se facilita, pero la pérdida de calor y los rapidos cambios de las
condiciones (por ejemplo, la difusién de aire en lo que deberia ser un proceso anaerobio) puede
convertirse en un problema. A gran escala, el robot es mas pesado y sera mayor la demanda de
energia y combustible. Un digestor grande es mas dificil de mezclar y puede ser el mismo el
contribuyente mayor del peso total del robot. La homeostasis del medio ambiente (temperatura y
anaerobiosis) es mas facil de mantener a gran escala, pero la eliminacion selectiva de los
combustibles mediante tecnologia de membrana (electrodifusion) que depende de la superficie puede
Ilegar a ser problematica.

Para un sistema abierto, la tasa de dilucion (D) se obtiene dividiendo la tasa de flujo (f) por el
volumen (v). Si la tasa de dilucidon es mayor que la tasa de crecimiento de los principales grupos de
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organismos, entonces se producira el lavado del cultivo con la consiguiente desaceleracion de la tasa
de formacion de producto. Si la tasa de dilucion es demasiado lenta, la tasa de absorcion de energia
para el robot serd demasiado baja para soportar la demanda. Por lo general, la tasa de dilucion para
los mamiferos es del orden de 0.01 a 0.1/h equivalente a un tiempo medio de generacion de 60 a 6 h.
La mayoria de los digestores parecen funcionar bastante bien a temperaturas de 35 °C a un pH neutro
(7.0). Esto se acerca a las condiciones que ocurren en el intestino grueso de los mamiferos. El uso de
altas temperaturas por parte de algunos microorganismos (especies termdfilas) podria tener
importantes beneficios en lo que respecta a acelerar el ritmo del proceso. Por ejemplo, los
microorganismos termofilos que funcionan a una temperatura de alrededor de 75 °C podrian tener
tasas de transformacion de mas de 10 veces mayor que los microorganismos que operan a 35 °C. Una
especie termoéfila metanogénica (Methanopyrus kandleri) aislada de las fuentes hidrotermales
marinas pueden crecer a temperaturas por encima del punto de ebullicion del agua.

En un digestor artificial, las etapas de la digestion se pueden separar en diferentes unidades dentro
del sistema. En el futuro se podra construir un robot que tenga un sistema digestivo tubular dividido
en varias unidades y podran llevar a cabo diferentes funciones dependiendo de las necesidades del
sistema. Las unidades se podran inocular con diferentes comunidades de microflora, las cuales se
estableceran como biopeliculas dentro de los envases. Si se recolecta material celulésico se podra
utilizar un dispositivo andlogo al rumen que contendra especies capaces de digerir y fermentar el
material en acidos. Otros dispositivos podran contener diferentes actividades tales como la
proteolitica, amilolitica o pectinolitica para obtener sustratos ricos en proteinas, almidén o pectina
respectivamente. Otro dispositivo podria asegurar las condiciones para que la microflora y el
ambiente lleven a cabo la acetogénesis mientras que un dispositivo final contendria metandgenos, los
cuales podran ser controlados y optimizados (pH, temperatura) con el fin de producir eficientemente
metano. Para cualquier tipo de flujo determinado a través de todo el sistema, los tamafios de los
dispositivos podran predecir el tiempo promedio de residencia de los contenidos. La mezcla y el flujo
podrian mantenerse por una bomba. Proveer la captacion selectiva de acidos o el cambio de fase de
gases también seran necesarios.

Un sistema futuro de monitoreo o control del proceso se podra obtener mediante la medicién y el
control de la temperatura, el pH y las concentraciones de productos importantes (&cidos grasos y
metano). ElI monitoreo utilizara sensores y biosensores acoplados a un microprocesador, que
mediante pequefias bombas podrian liberar los reactivos necesarios para neutralizar el pH o corregir
las condiciones fisico-quimicas.

6.2.3.5.3 Extraccion de energia

Una vez en la estacion de carga, el robot transferird su carga de babosas a un fermentador. Aqui las
babosas se fermentardn anaerobicamente para producir biogas, que es una mezcla compuesta
principalmente de dioxido de carbono y metano. El biogads se pasara a través de una celda de
combustible de 6xido sélido tubular especialmente desarrollada para producir electricidad. Las
modernas celdas de combustible de este tipo pueden producir electricidad a partir de biogas que
contiene metano en concentraciones de 20% o menos (Staniforth y Kendall, 1998). El robot
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Gastrobot desarrollado en la Universidad del Sur de la Florida utiliza celdas de combustible
microbianas para producir electricidad a partir de una solucién de glucosa pura (Wilkinson, 1999). A
diferencia del sistema que se propone para el SlugBot, su anodo es colocado directamente en la
fuente de alimentos orgéanicos. Se afirma que con celdas de combustible de este tipo se pueden
esperar eficiencias de hasta el 80% en la conversion de alimentos disponibles en electricidad
utilizable (Wilkinson, 1999). Sin embargo, en este momento, la membrana de intercambio en el
disefio del SlugBot se atascaria por las fuentes de alimentos tales como las babosas.

El propdsito de una celda de combustible es convertir la energia quimica de una molécula organica
en electrones. En las células bioldgicas, ésto se hace a través de una membrana lipida, utilizando
soluciones acuosas Yy catalizadores enzimaticos. El equivalente en el hombre es la celda de
combustible de hidrogeno, en la que la membrana preferida es un polimero perfluorado con acido
sulfénico con electrodos de carbono catalizados con platino y es donde se separa el hidrogeno y el
oxigeno en el gas (Buchi, 1999). Esta membrana no funciona con eficiencia con combustibles de
hidrocarburos, por lo que en estos casos se prefieren las membranas de ceramica, permitiendo que el
combustible reaccione a temperaturas altas.

En la Figura 6.19 se muestra una tipica celda de combustible de alta temperatura basada en una
membrana de 6xido de circonio. Esta celda consiste en un tubo ceramico blanco con una pared
delgada que acttia como un conductor de iones de oxigeno (Kendall y Prica, 1994). En el interior se
encuentra el electrodo que generalmente es una mezcla de particulas de circonio y niquel, con un
alambre de niquel para recolectar los electrones. En el exterior de la celda se encuentra el electrodo
de oxigeno con un alambre envuelto alrededor de él para el suministro de electrones. EI combustible
fluye a través del tubo mientras que el aire circula en el exterior. Esto ofrece un potencial de
alrededor de 1.1 V con una potencia de salida de 0.2 W/cmz2 a 800 °C.

El principio de funcionamiento de este dispositivo es electroquimico. El oxigeno es reducido a iones
O? en el catodo y los iones son transportados a través de la membrana para liberar electrones en el
anodo, donde el combustible se oxida. Los electrones circulan por un circuito externo. Un dispositivo
de 1 kWe podria operar al 50% de eficiencia con un bajo costo de mantenimiento. El calor producido
se utiliza para mantener la temperatura del dispositivo y también para procesar el combustible crudo
en hidrocarburos més adecuados.

6.2.3.6 Construccion del SlugBot

El robot tendra que realizar sus actividades en el barro, humedad, lluvia y viento. La ingenieria debe
hacer énfasis en la eficiencia energética, fiabilidad y robustez. El robot utiliza un sistema de cuatro
ruedas con traccion para moverse por los campos de barro y es este sistema el que tiene el consumo
mas grande de energia. Con el fin de minimizar la deformacion del suelo y ahorrar energia se
utilizaron neumaticos de globo. Un motor maneja las ruedas izquierdas a través de una correa
dentada y un sistema idéntico se aplicé a las ruedas derechas.
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Figura 6.19 Celda de combustible de alta temperatura (Greenman y col., 2003)

Para reducir el consumo de energia, el escaneo y la captura de las babosas se lleva a cabo por un
brazo ligero que puede buscarlas en un radio de 1.8 m. El final del brazo contiene una cdmara para la
deteccidn, una pinza y transductores de sonar que exploran el terreno 360° alrededor del robot. Tan
pronto como una babosa es detectada, se recoge y se deposita en un compartimento situado en el
chasis del robot. El escaneo se reanuda a partir de la ubicacion donde la babosa fue recogida. Una
vez que el terreno circundante ha sido suficientemente analizado, el robot se mueve hacia un nuevo

punto de inicio y la rutina de analisis se reanuda una vez mas.
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El disefio del brazo involucra un problema entre su longitud y el consumo de energia, por un lado,
entre mas largo sea el brazo mayor es el area que se puede escanear sin mover el robot, pero un brazo
mas largo es méas pesado y se requiere mas energia para moverlo. Se calculé que una longitud de
brazo de 1.5 a 2 m produciria el mayor ahorro de energia con la méxima area de escaneo, por esta
razén se opto por un brazo de 1.8 m de largo. Para cumplir con los criterios de ligereza y rigidez, el
brazo se armo con dos secciones de tubo de fibra de carbono conectados por una junta articulada. Las
demaés partes que conforman el brazo se fabricaron con aluminio. Los motores de control del brazo
se colocaron en su base para reducir el peso y la inercia del brazo. EI movimiento del brazo se logra
a través de una correa dentada colocada dentro del primer tubo. Las babosas estan mayormente
disponibles en determinados momentos del dia, cerca de 2 horas después de la puesta del sol y cerca
de 2 horas antes del amanecer. Esta ventana de tiempo limita la tasa de captura de babosas, por lo
que se debe aprovechar de manera eficiente este tiempo. Como se muestra en la Figura 6.17, el brazo
esta fijado a una plataforma giratoria que le permite girar completamente alrededor de la base del
robot. Las baterias se montaron en la parte posterior de la unidad de giro para actuar como un
contrapeso para el brazo y la energia es transferida por la estructura principal a traves de un par de
cables. El chasis es lo suficientemente grande como para que las ruedas se monten en las posiciones
que aseguran la estabilidad del robot en todas las extensiones posibles del brazo.

Se realizaron varios experimentos y disefios para lograr la construccion de una pinza ligera, la cual es
capaz de recoger y liberar babosas humedas y secas independientemente de su tamafio y su
orientacion en el suelo. Se encontr6 que las babosas secas son muy pegajosas, lo que hace que sean
dificiles de liberar dentro del compartimento, mientras que las babosas himedas son resbaladizas, lo
cual hace dificil su recoleccién. El disefio de la pinza se construyd en torno a un sistema de tres
dedos, cada uno con una separacion de 120° con respecto a los demas, 1o que permite que una babosa
de menos de 75 mm de longitud se recolecte independientemente de su orientacion. Cada uno de los
dedos tiene una placa, lo que permite que al cerrarse estos dedos sea posible recoger a las babosas
resbaladizas. También, cada dedo tiene una hoja de limpieza para garantizar que las babosas no
tengan el tiempo suficiente para adherirse. La pinza se muestra en la Figura 6.20.

6.2.4 Branquias artificiales para robots

La autonomia energética en los robots es un area que gradualmente esta recibiendo mas atencion. Se
pueden utilizar diferentes estrategias para lograr la eficiencia energética, principalmente en funcion
de la aplicacion para la que se esté disefiando. Una de ellas es el empleo de la tecnologia de las
CMB, que permite la extraccion de energia a partir de alimentos (plantas o insectos) a través de la
degradacion microbiana (leropoulos y col., 2005a y 2005b; Melhuish y col., 2006). Antes ya se
mencionaron robots que emplean tecnologia CMB para generar energia. Hasta la fecha, estos robots
se han utilizado de forma terrestre y han utilizado oxigeno atmosférico en el catodo (leropoulos y
col., 2005a y 2005b; Melhuish y col., 2006).

En este trabajo se analizé la posibilidad de utilizar la tecnologia CMB bajo el agua. De esta manera,
se podria contemplar la posibilidad de utilizar la materia organica como "combustible" para las
bacterias y a la vez emplear el oxigeno del agua en un catodo acuoso. En cierto modo, este catodo
podria considerarse como una branquia artificial.

92



Figura 6.20 Pinza del Slugbot (Greenman y col., 2003)

En general, hay dos tipos de catodos de uso comun para las CMB, un sistema de catodo quimico
basado en el ferrocianuro y el catodo de difusién de gas, sistema que se basa en el oxigeno.
Experimentos y trabajos anteriores han demostrado que el catodo de difusion de gas puede emplear
agua oxigenada como la que se puede encontrar en ambientes fluviales 0 marinos. A esta media-
celda catodica se le nombra como “catodo de oxigeno acuoso” para distinguirlo del “catodo de
oxigeno atmosférico” que se utilizo en los robots EcoBot | y Il (leropoulos y col., 2005 a y b;
Melhuish y col., 2006).

6.2.4.1 Catodo de O,

En los experimentos de laboratorio se han empleado varios compuestos sintéticos en el
compartimiento del anodo y el catodo para investigar la mejora en la produccién de energia en los
sistemas de las CMB. Una de las mejoras es la adicion de un agente altamente oxidante en el
compartimiento del céatodo Ilamado ferrocianuro. Esta sustancia quimica ofrece excelentes
caracteristicas de corto plazo en el consumo de los electrones generados en el &nodo y en mantener el
sistema de ciclo redox equilibrado. Sin embargo, este quimico se consume durante el proceso. En
términos de autonomia robotica, el empleo de ferrocianuro seria un factor limitante ya que se
requiere el reemplazo frecuente del mismo para mantener la viabilidad del sistema.

El catodo de difusion de O, ha sido empleado por muchos investigadores en el campo de la
investigacion en las CMB como una alternativa a los sistemas basados en quimicos (Kang y col.,
2003; Kim y col., 2003b; Chang y col., 2004; Liu y col., 2004; Liu y Logan, 2004; Min y Logan,
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2004; Moon y col., 2004; Oh y col., 2004; Logan y col., 2005b). Esto se debe principalmente a las
propiedades redox que posee el O,, ya que es una de las moléculas mas electropositivas de la
naturaleza y es el aceptor de electrones final para muchas reacciones aerobias. Una vez ensamblado
como cétodo en la CMB, debido a las tasas sub-Optimas de difusion de gas en el electrodo, el
rendimiento de este sistema es a corto plazo inferior a los sistemas de catodos quimicos. Sin
embargo, es un sistema que no requiere de mantenimiento y puede, en teoria, seguir funcionando
durante periodos prolongados. Por lo que resulta potencialmente adecuado para los robots
autobnomos.

6.2.4.2 Disefios de CMB

Se emplearon cuatro CMB en total para la primera parte de la investigacion de Melhuish y
colaboradores (2006). Dos de éstas tenian el catodo abierto al aire como se muestra en la Figura 6.21
y las dos restantes eran exactamente del mismo tipo y tamafio, pero con una camara cerrada para el
catodo como se muestra en la Figura 6.22. Estas cuatro unidades se consideraron apropiadas para la
investigacion de los distintos posibles escenarios de operacidn debajo o cerca del agua. Con el uso de
las CMB de camara cerrada con puertos de entrada y salida del agua seria posible examinar las
propiedades de los catodos totalmente sumergidos con agua estancada y en movimiento. Por otra
parte, con el catodo abierto al aire se pueden observar los efectos de la evaporacion cuando el
electrodo debe ser periddicamente humedecido.

El volumen de la camara del &nodo, que es la misma para la cdAmara del catodo en el caso de las
CMB de cétodo cerrado fue de 25ml. En las cuatro CMB, los cultivos bacterianos empleados como
biocatalizadores fueron del tipo que se encuentran en los lodos anaerobios, los cuales se alimentaron
con 5 mM de acetato.

Para el &nodo y el catodo, se emplearon electrodos de fibra de carbono con una superficie de 270
cmz2. En el caso de los catodos abiertos al aire, se utilizd papel filtro de la misma superficie en el
interior de las fibras de carbono para mejorar la retencién de humedad. Una carga resistiva de 2.7 kQ
estaba conectada a través de los terminales de las cuatro CMB. También utilizaron membranas de
intercambio proténico (MIP).

Las cuatro CMB fueron colocadas bajo un flujo constante de agua sobre los catodos abiertos al aire y
sobre los catodos cerrados. Se utilizd agua a la misma temperatura para mantener himedo a uno de
los catodos abiertos al aire, el cual fue denotado como humedecido-periédicamente. Lo anterior se
realiz para comparar los efectos de un flujo continuo de agua sobre un catodo abierto contra una
pequefia cantidad de agua estacionaria suficiente para mantener el electrodo himedo. La Figura 6.22
muestra las configuraciones de las CMB utilizadas.

Los cultivos de lodos de la CMB que se adaptaron al medio ambiente por un periodo de 3 a 4
semanas se denominaron como cultivos maduros y tendieron a producir niveles mas altos de energia
como resultado de la adaptacion y el adecuado enriquecimiento.
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(€)) (b)

Figura 6.21. Dos tipos de CMB: a) CMB con céatodo expuesto al aire, b) CMB con cémara catddica
cerrada (Melhuish y col., 2006)

Figura 6.22 Cuatro tipos de CMB: a) Periddicamente humedecido (p-h), b) Flujo continuo en cdmara
cerrada (entra desde arriba) (f-c-a), c) Flujo continuo en cdmara cerrada (f-c), d) Flujo continuo en
camara cerrada (flujo invertido) (f-c-i) (Melhuish y col., 2006)
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6.2.4.3 Resultados del experimento

El primer pardmetro investigado fue el voltaje de circuito abierto (sin carga) de cada una de las
CMB. Esto estableceria la salida maxima de voltaje que se podria lograr con tales unidades operando
en un rio. El voltaje final de circuito abierto producido por las CMB se logré en un periodo de
aproximadamente 2 horas y media de flujo continuo de agua. Como se puede observar en la Figura
6.23, el voltaje méas alto fue registrado por la CMB de cdmara cerrada (Figura 6.22b), que fue de
aproximadamente 1V.
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Figura 6.23 Voltaje de circuito abierto (Melhuish y col., 2006)

6.2.4.4 Efectos de la hidratacién en los catodos

Después de conectar una carga resistiva de 2.7kQ, la potencia de salida se monitored bajo
condiciones de hidratacion (ON) y sin hidratacién (OFF). La Figura 6.24 muestra la corriente de
salida (Is) para las cuatro CMB.

La Is media de las CMB de cétodo cerrado durante los ciclos de hidratacion fue de 40pA. Para la
CMB de catodo abierto periodicamente humedecido fue de 25uA. Para la CMB de catodo abierto
con hidratacion continua fue de 15puA. Los valores de corriente media (Imed), potencia media
(Pmed) junto con los valores de resistencia interna (Rint) de cada uno de CMB, se muestran en la
Tabla 6.1.

La diferencia méaxima entre las salidas de corriente de las 4 CMB fue inferior al 20%, siendo la
minima de 5%. En cuanto a la salida de potencia media, la diferencia entre la maxima (4.65uW) y la
minima (2.54uW) fue de 45%. La Rint mas pequeia (4.90kQ) se registr6 en la f-c-a (Figura 6.22D),
la cual tiene una diferencia del 15% con respecto al siguiente valor de Rint (5.74kQ) utilizada en la f-
¢ y una diferencia del 40% con respecto a la CMB peridodicamente-humedecida (8.26 kQ).
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Figura 6.24 Corriente de salida de las cuatro CMB en diferentes condiciones de hidratacion
(Melhuish y col., 2006)

Tabla 6.1 Valores medios de salida de corriente y potencia de la CMB, junto con la resistencia
interna calculada (Melhuish y col., 2006)

Tipo de CMB Iinicial Imed I:)med Rint
LA LA uwW kQ
p-h 20.51 | 30.07 | 2.54 |8.26
f-c-a 71.1539.02 | 465 |4.90
f-c 48.94 | 38.67 | 444 | 5.74
f-c-i 9.00 |34.89 353 |6.74

6.2.4.5 Efecto de la temperatura en el catodo

La temperatura de la corriente de agua la controlaron de forma manual para establecer un perfil de
respuesta en las 4 configuraciones. La temperatura del agua para estos experimentos oscilé entre los

13°C y los 51°C. La Figura 6.25 muestra el efecto de la temperatura en las diferentes
configuraciones de catodos.

6.2.4.6 Efectos del flujo de agua

Se investigd el efecto del caudal de agua en el catodo para establecer una relacion entre este
parametro y la corriente de salida de las CMB. Esto se llevo a cabo de manera cualitativa con
aproximaciones de aumento o disminucion en el caudal ya que un flujo preciso y cuantificable de
agua no se puede establecer sin el empleo de una bomba. El flujo de agua fue controlado
manualmente desde el grifo de agua con un indicador (jeringa de 20 ml), para indicar los aumentos y
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disminuciones en el flujo, en términos del nivel de agua en la jeringa. La Figura 6.26 muestra las
respuestas de las 4 CMB cuando el flujo de agua fue “duplicado”.
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Figura 6.25 Efecto de la temperatura en las diferentes configuraciones de catodos (Melhuish y col.,

2006)
1104 cae e Aumento de i
100 —— t-c la tasa de f e B =
: flujo \
——f-c-i
90+ ——p-h { ]

80 / I| .':
70 | | 7
g ‘l' / Sl S
/ -.-.\-\-i / ‘1‘,‘.‘, ahy ‘\ﬁg\“

—
<<
=2 )
= 604 | "«ll.
] / / -y
5 50_1 SRR RE] / N
= A A haa 4 Ay
] / dea
9 A0 / 28000 0q 00000 00,0 esee, Aa
Q L / .
K\b. A . g
b ‘,_‘_‘_.‘
| *o 00
301-0 - -V.f‘ﬂﬁﬁm—a A—A'HTh_A_ﬁ.Q"A“ﬁ At A A A A At A A A A A AAA A A A AAAA A AAAAAAA B
hoana .
20 N
f flujo off

101 flujo on y p-h humedecido

0
1265 1290 1315 1340 1365 1390 1415 1440 1465 1490 1515 1540 1565
Tiempo [min]

Figura 6.26 Respuesta de Is como resultado de un aumento en el caudal de agua manteniendo
constante una temperatura de 30°C (Melhuish y col., 2006)

98



El mayor incremento de Is registrado fue para la f-c-i con 165%, seguido de un aumento del 100% en
la f-c y el correspondiente aumento del 84% en la f-c-a. Estas fueron las respuestas al "duplicar” el
caudal de agua. Estos datos muestran una relacion directa entre el caudal de agua y la Is, con un
incremento total del 100% registrado entre los caudales minimos y maximos.

6.2.4.7 Discusion del experimento

El voltaje de circuito abierto de los datos registrados a partir de las 4 CMB muestra un sistema redox
de buena reaccion, con un valor maximo 1V de salida y 0.3V como minimo. La variacion existente
entre los dos sistemas de camara cerrada puede atribuirse al hecho de que en las etapas iniciales de la
investigacion, la circulacion del agua y su mezcla en la camara invertida fue insuficiente. Esto habria
dado lugar probablemente a un “volumen muerto” de H,O, resultando en bajas tasas de difusion de
O,. Esta explicacion se ve reforzada por el hecho de que la hidratacion continua de las CMB de
catodo abierto y cerrado obtuvo aumentos en el voltaje.

Las CMB no son la solucion perfecta al problema de la energia en los robots autbnomos, sobre todo
porque la capacidad de estos dispositivos puede ser tan baja como 12 mA/h. Sin embargo, como se
muestra con EcoBots | y II, es posible tener éxito con el “comportamiento de impulsos”. Por otra
parte, incluso con la produccion de energia baja, tareas como la deteccidn, procesamiento,
comunicacion y movimiento se pueden realizar (EcoBot-I1).

Para robots autonomos que emplean CMB con cétodos de O, la retencion de agua parece ser muy
importante. Una de las caracteristicas de disefio que podrian emplearse en el desarrollo de robots
autonomos (similar a lo que poseen los sapos y las salamandras), seria la incorporacion de una
estructura de micro-canales en la parte inferior del robot y que se extendiera hacia la parte superior
del robot y por accion de capilaridad podria extraer agua desde el suelo himedo para ser utilizado en
los catodos.

De acuerdo con la ley de Henry, la concentracion de gas en un liquido es inversamente proporcional
a la temperatura del liquido. Esto significa que se encuentra menos O, presente en el agua a
temperaturas mas altas. Sin embargo, la investigacion sobre el efecto de la temperatura del agua en
las CMB mostr6 un aumento en la corriente de salida en respuesta al aumento de la temperatura del
agua. Esto tal vez se deba a tres razones diferentes:

a) El aumento en la velocidad de reaccion de difusion en la superficie del electrodo

b) El gradiente de temperatura creado entre el anodo y el catodo, que sirvi6 como una
termounion para la transferencia de energia y

c) El aumento de la velocidad de reaccion metabdlica de las bacterias anddicas como resultado
del aumento de la temperatura

Los robots submarinos impulsados por las CMB podrian aprovechar estos efectos buscando aguas
mas calidas, las cuales aumentarian la tasa metabdlica en el biocatalizador anddico, la diferencia de
temperatura entre los dos electrodos y si el robot utilizara plancton como fuente de biomasa, se
beneficiaria de tener mejores oportunidades de alimentacion.
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Durante los experimentos en relacion al flujo de agua a temperatura constante se registré una
relacion directa entre los parametros del caudal y la corriente de salida. Puesto que un gradiente de
temperatura ya no estaba contribuyendo en la mejora de los parametros en la CMB, el aumento en la
potencia fue debida probablemente a la transferencia mayor de masa de moléculas de O,
difundiéndose a través del electrodo.

6.3 Biosensor de CMB de una sola cAmara (cAmara anddica) para aguas residuales

Desde que fue seleccionada por la Comision Real de Eliminacion de Aguas Residuales en 1908
como una prueba definitiva, la demanda bioquimica de oxigeno de 5 dias (DBOs) se ha convertido
en el pardmetro mas utilizado para medir el contenido de materia orgénica de las aguas residuales.
Esta determinacion se basa en la medicion del oxigeno disuelto utilizado por los microorganismos en
la oxidacion bioquimica de la materia orgénica. A pesar de su uso extendido, la prueba DBO tiene
una serie de limitaciones, tales como la precision cuestionable e irreproducibilidad, asi como el
trabajo y tiempo invertido en la misma. En consecuencia, esta prueba no es adecuada para el control
de procesos y monitoreo en tiempo real.

En los Gltimos afios, los biosensores han demostrado tener un gran potencial para ser considerados
como una alternativa al método convencional de analisis DBO. Las ventajas principales que ofrecen
los biosensores sobre las técnicas analiticas convencionales son: La posibilidad de ser portétiles, la
miniaturizacion y la realizacion del trabajo en el sitio de operacion, ademas no requieren de pasos
adicionales de procesamiento tal como la adicion de reactivos (Rodriguez-Mozez y col., 2006). Se
han reportado varios biosensores de DBO que se basan en el control de oxigeno disuelto y utilizan
microorganismos especificos, tales como Bacillus subtillis (Riedel y col., 1988), Arxula
ardeninivorans (Riedel y col., 1998) y Serratia marcescens (Kim y Kwon, 1999), cultivos mixtos
(Tan y Wu, 1999) o de lodos activados (Liu y Mattiasson, 2002). También se ha utilizado un
biosensor basado en una bacteria luminosa. La intensidad de la luminiscencia es proporcional a la
cantidad de compuestos organicos que se miden con un fotodiodo (Hyun y col., 1993).

Todos estos biosensores han demostrado una muy buena relacion con la concentracion de DBO, pero
presentan la limitacion de tener una estabilidad operacional muy corta y en el caso de los biosensores
basados en un solo organismo, tienen poca versatilidad de sustrato. El rango de medicion es muy
bajo, generalmente del orden de 0 a 110 ppm (Kim y col., 2003a).

Las CMB han sido probadas como sensores de DBO (Chang y col., 2004 y 2005; Gil y col., 2003;
Kang y col., 2003; Kim y col., 2003a y b; Kumlanghan y col., 2007; Moon y col., 2004; Pasco y col.,
2004) mostrando una estabilidad operativa de mas de 5 afios con un mantenimiento minimo (Chang
y col., 2004 y 2005; Kim y col., 2003a y b). Todos estos estudios utilizaron CMB de dos camaras
con un catodo acuoso.

Para el estudio descrito, se utiliz6 una CMB de una sola cdmara (camara anddica) con un céatodo de
aire como un biosensor de DBO. El objetivo fue hacer un sistema mas compacto y simple con
menores costos de operacion. Un catodo de aire ofrece ventajas potenciales sobre el sistema de dos
camaras, porque no requiere aireacion, reciclado, ni regeneracion quimica del catolito (Fan y col.,
2007). Ademas, el rango de concentraciones de DBO detectadas por el biosensor se puede aumentar
debido a un mejor suministro de oxigeno al catodo.
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En estudios anteriores, se ha observado una relacion lineal entre el caudal de las aguas residuales y la
corriente generada solo para valores por arriba de las 150 ppm (Kim y col., 2003a). Chang y col.
(2004) aplicaron un modelo para predecir las concentraciones de DBO superiores a 100 ppm.

6.3.1 Materiales y métodos utilizados en el biosensor
6.3.1.1 CMB de una cdmara y su funcionamiento

Las celdas utilizadas en estos experimentos fueron hechas de tubos de poliacrilato de 12.5 cm de
didmetro interior y 4 cm de longitud. Cada celda tiene tres puertos de flujo (cada uno de 1 cm de
diametro), uno en la parte inferior y dos en la parte superior (Figura 6.27). El volumen de la cdmara
del anodo fue de 50 cm?.

: Catodo

: junta

: red de titanio

: puertos

: anodo

: cable de conexion

Figura 6.27 Celda microbiana de biocombustible de una sola cdmara (Di Lorenzo y col., 2009)

El nuevo biosensor de CMB tenia un disefio similar al biosensor de CMB original. El area del anodo
y catodo se mantuvo en 12.5 cm?, mientras que el volumen fue de aproximadamente 75% menor,
obtenido mediante la reduccién de la longitud del reactor de 4 a 1 cm, resultando en un volumen de
12.6 cm3. La celda tiene dos soportes en ambos extremos del tubo: Uno para sujetar al anodo vy el
otro para sujetar al catodo. El anodo es una pieza circular de tela de carbono (BASF) de 12.5 cm2 y
0.1 cm de grosor. El catodo se expone al aire en un lado y por el otro se separa del &nodo por medio
de una membrana de intercambio catidnico (Nafion ® 117 de DuPont).

El catodo era de carbono con platino (0.3 mgPt/cm?, el 60% en Vulcan, E-tek) depositado sobre una
tela himeda de papel carbon Toray de E-tek (20% en peso de teflén). El area de seccidn transversal
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fue de 12.5 cm2. En este estudio, el &nodo y el catodo se conectaron a través de un voltimetro (Pico
®) y una resistencia externa se aplico para polarizar a la celda y controlar la variacion de corriente en
condiciones de circuito cerrado. En la operacion de la celda, el agua residual se alimento a través del
puerto de inyeccion con tasas de flujo en el rango de 0.12 a 1.5 cm3/min mediante una bomba
peristaltica (Watson-Marlow, 520S). La Figura 6.28 muestra el disefio del sistema. Las celdas
operaron a temperatura ambiente (21 £ 2°C). Cada experimento se realizé por duplicado.

Registrador [l Voltimetro A: Tanque de alimentacion

B: Celda de combustible

C: Bomba peristaltica

D: Tubo de salida

Para las pruebas, se purgo nitrégeno
dentro del tanque de alimentacion (A).
La celda de combustible microbiana

'—m - fue alimentada con ARS (B), flujo

ascendente realizado con una homba
peristaltica (C). Cuando la bomba de
Df alimentacion se detuvo (inaniciéon), el

extremo del tubo (E) se conecté a la
B salida (D) para permitir que el liquido
recirculara

Al lg

Figura 6.28 Disefio de sistema CMB de una sola camara (Di Lorenzo y col., 2009)

6.3.1.2 Biocombustible para la CMB

El agua residual artificial (ARS) se preparé con los siguientes compuestos: 40 mg/dm de NH,CI,
10 mg/dm de MgCl;, 0.1 mg/dm de CuSO,, 5 mg/dm de CaCl,, 0.1 mg/dm de MnSQ,, 0.1 mg/dm de
ZnCl,, buffer con fosfato (1.0 mol/dm (molar), pH7) y agua destilada. La concentracion de DQO en
el ARS fue controlada mediante la adicion de una cantidad adecuada de glucosa. EI ARS se coloco
en un autoclave a 121°C durante 10 minutos antes de usarla.

El agua residual tratada (ART) fue recolectada del sistema de tratamiento de aguas residuales en la
planta de tratamiento de Cramlington (Northumbrian Water, Reino Unido). Las aguas residuales se
recolectaron durante un periodo de fuertes lluvias y con una DQO de 175 + 50 mg/dm (Tabla 6.2).
Fue muestreada en un solo lote y se almacend a 4°C hasta su uso; su DQO no cambid notablemente
durante el almacenamiento. Para prevenir alguna obstruccion en las celdas, la ART se filtré antes de
usarse.
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6.3.1.3 Enriguecimiento y adaptacion de las bacterias

El enriquecimiento y adaptacion de las bacterias electroquimicamente activas se llevd a cabo
mediante una resistencia externa fija de 500 Q durante un periodo de aproximadamente 4 semanas.

Cuando el agua residual artificial se utiliz6 como combustible, se seleccion6 una DQO de 1,000 ppm
para el enriquecimiento, también se agregd lodo anaerobio (planta de tratamiento Northumbrian en
Cramlington, Reino Unido) al combustible como un indculo bacteriano. Una vez que se observo un
pico de corriente estable, las celdas fueron alimentadas con ARS con una DQO de 200 ppm sin
indculo.

Cuando el agua residual real se utiliz6 como combustible, la DQO se incremento hasta el valor final
de 1,000 ppm mediante la adicion de una cantidad adecuada de glucosa. El agua residual proveyo por
si misma el in6culo, por lo que no se afiadié indculo en este caso.

6.3.1.4 Monitoreo del sistema

El trabajo descrito se basa en el analisis de la demanda quimica de oxigeno (DQO), ya que era mas
conveniente de medir en comparacion con la DBO. Para el agua residual artificial, la DQO fue igual
a la DBO, mientras que para el agua residual real, la DBO fue de aproximadamente la mitad (Tabla
6.2). La DQO se determind mediante el método estandar utilizando cromato como oxidante, tal como
se describid previamente en Eaton y col. (2005). Todas las muestras fueron filtradas a través de una
membrana con poros de 0.22 pm de un diametro (VWR International) antes de las mediciones de
DQO.

Tabla 6.2 Caracteristicas de las aguas residuales utilizadas en el experimento CMB de una sola
camara (Di Lorenzo y col., 2009)

Parametro Valor
(20.7°C)
pH 7
Alcalinidad (ppm) 46 + 3
Conductividad (uS cm ™) 1,570 + 10
DQO (ppm) 175+ 50
DBO (ppm) 885
COT (ppm) 98 +2
NH3-N (ppm) 21+£0.3
Fosfato (ppm) 41+£09
Sulfato (ppm) 49.4+9
Solidos totales suspendidos (ppm) 187 £ 18
La tasa de consumo de DQO se calcul6 con la siguiente formula:
Q % (DQOentrada — DQOsaiica) (6-1)
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donde

Q (dm*/h) es el flujo de combustible
DQOentrada y DQOsalida (mg/dm) son la DQO del influente y el efluente respectivamente

La eficiencia coulombica en estado estacionario se calculé con la formula:

MI
EC—mX1OO% (6-2)

donde

F: es constante de Faraday (96,485 C/mol)

M = 32: es el peso molecular del oxigeno

I (A): es la corriente en el estado estacionario

z = 4: es el numero de electrones intercambiados por mol de oxigeno
Q (dm*/s): es el flujo a través del sistema

ADQO (g/dm®): es la diferencia en la DQO del influente y efluente.

6.3.2 Resultados y discusion del experimento
6.3.2.1 Efecto de la tasa de alimentacion

La Figura 6.29 muestra la variacion de la corriente de salida de la CMB en el tiempo cuando se
alimentd por lotes sucesivos de ARS. Los datos mostrados son el promedio de los resultados de dos
reactores. Las flechas indican los puntos de alimentacion. So6lo los seis primeros lotes se realizaron
con lodo anaerobio como in6culo (0.5% en volumen) y ARS (1,000 ppm DQO). El lote indicado con
** se realiz6 con ARS conteniendo 1,000 ppm como DQO, mientras que los lotes siguientes
contenian ARS con 200 ppm de DQO. Area del 4nodo: 12.5 cm?, resistencia externa: 500 Q. La
salida de corriente se elevo después de cada lote de alimento, alcanzando un pico antes de declinar
debido al consumo del combustible. El pico de corriente pasd de un valor de 0.02 + 6 x 10 * mA con
el primer lote de combustible, hasta un valor de 0.12 + 4 x 10~ mA, alcanzado en el cuarto lote.
Después de 400 horas (cuatro lotes) no se observo algin aumento de la corriente de salida; lo
anterior supone que la biopelicula del anodo se enriquecid con bacterias electroquimicamente activas
y se mantuvo estable. Cuando la concentracion de DQO en el ARS se redujo a 200 ppm sin utilizar
inbculo, se gener6 una corriente estable de aproximadamente 0.04 mA. El periodo de
enriquecimiento total fue de aproximadamente 550 h.

Una vez que el enriquecimiento de las celdas se completd, el rendimiento del sistema se experimento
en modo continuo. El agua residual sintética (ARS, 100 ppm DQO) se introdujo dentro de las celdas
a diferentes tasas de flujo. Las celdas se alimentaron con un flujo especifico hasta que una corriente
estable se generd y luego la velocidad del caudal se incrementd.

La Tabla 6.3 muestra el cambio en la respuesta de corriente sobre el aumento de la tasa de flujo de
ARS en aumentos de 0.1 a 0.56 cm®min. Se utiliz6 ARS como combustible. La DQO se fijé en 100
ppm. Area del anodo: 12.5 cm, resistencia externa: 500 Q. Los datos mostrados son el promedio de
dos reactores. La corriente aumentd con cada aumento de la tasa de flujo, variando desde
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0.063 + 0.002 mA para un flujo de 0.12 cm®min hasta un valor de 0.27 + 0.003 mA para un flujo de
0.56 cm*/min. El aumento de corriente se observé hasta un flujo de 0.46 cm®min; cuando las celdas
fueron alimentadas con flujos més altos (0.56 cm*/min), sélo se observé un pequefio incremento del
4% en la corriente. No se observd aumento de la corriente para tasas de flujo por encima de
0.56 cm®min (datos no presentados). EI aumento de la corriente con los flujos podria indicar un
aumento de la actividad electroquimica de las bacterias debido a un aumento en la tasa de transporte

de masa.
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100 ppm DQO + indéculo

0.14 1

0.12 1

o
—
o

0.08 1

0.06 -

Corriente (mA)
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0.00

l

200 ppm DQO
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Tiempo (horas)

500

600

Figura 6.29 Variacion de la corriente con el tiempo para el enriquecimiento de bacterias
electroquimicamente activas (Di Lorenzo y col., 2009)

Tabla 6.3 Efecto de la tasa de alimentacion en la corriente generada y eficiencia coulombica (Di
Lorenzo y col., 2009)

Tasa de flujo
(cm*/min)

0.12
0.26
0.38
0.46
0.56

Tasa de carga
(mg DQO/hcm?)

0.058
0.125
0.182
0.221
0.267

Corriente
(mA)

0.063
0.151
0.181
0.26
0.27

HRT
(min)

417
192.3
131.6
108.7

89.3

DQO efluente

(ppm)

34 +8.3
40+0.25
39.9+26
50+1.38
52+2.7

Tasa de remocioén de

DQO
(mg DQOV/h)
0.475 + 0.06
0.936 + 0.02

1.37x0.1
1.38+0.2
1.61+£0.8

105

Eficiencia
coulombica
(%)
4+0.7

5+1

4+0.8
6+1.2
5+0.9



La Tabla 6.3 también describe la respuesta de la celda para diferentes flujos en términos del cambio
en la DQO vy las tasas de consumo de la DQO, también se presentan las eficiencias coulombicas
observadas para cada tipo de alimentacion. Al aumentar el caudal y por lo tanto reducir el tiempo de
retencion hidraulico (TRH), la tasa de remocion de DQO y la DQO del influente aumentd. El efecto
del aumento de la DQO del efluente en los pasos siguientes produjo sucesivos decrementos en la tasa
de remocion de DQO. EIl aumento del primer paso fue de aproximadamente el 97%, mientras que
para el Gltimo (0.46 cm*/min a 0.56 cm®/min) fue sé6lo el 17%.

Un gran caudal deberia ser ideal para aumentar la respuesta dinamica del sistema debido al aumento
en el transporte de masa. Por lo tanto, se decidi6 usar el flujo de 0.46 cm*/min en todos los
experimentos siguientes.

Para todas las tasas flujo, se obtuvieron valores bajos de eficiencia coulombica (4 a 6%), por lo que
un alto porcentaje de remocion de DQO no estaba relacionado con la corriente generada.

6.3.2.2 Efecto de la resistencia externa en el funcionamiento de la celda

Se ha demostrado anteriormente que la resistencia externa puede afectar el rendimiento de las CMB
y por lo tanto podria ser una limitacién en la respuesta del sensor CMB (Kang y col., 2003;
Kumlanghan y col., 2007). Se llevd a cabo una serie de pruebas, en las que las resistencias externas
(Rext) variaron desde 50 hasta 500 Q a una concentracion de entrada de DQO constante de 100 ppm y
un flujo de 0.46 cm*/min. El objetivo fue determinar el valor de la resistencia externa que dio la
menor respuesta dindmica del sistema. Las celdas fueron alimentadas hasta generarse una corriente
constante. Posteriormente se realiz6 una inhibicion celular mediante la interrupcion de la
alimentacion hasta que la salida de corriente alcanzé aproximadamente 0.015 £ 0.05 mA. Durante la
inhibicién, la solucién dentro del reactor se recirculé a la misma tasa de flujo (0.46 cm®min) para
garantizar la mezcla dentro de la celda. La Tabla 6.4 muestra los resultados obtenidos. El pico de
corriente aumentd y el tiempo de respuesta para alcanzar el estado estacionario disminuyé a medida
que la resistencia se redujo. Con la disminucion de la resistencia externa a 50 Q, el tiempo de
respuesta disminuyé aproximadamente un 67% con respecto a una Rex de 500 Q. El estado de
equilibrio de la corriente se alcanz6 después de 4.5 horas en comparacion con las 13.75 h cuando la
Rext fue de 500 Q. Una Rex de 50 Q fue la mas baja que se podria utilizar para tener voltajes
confiables: Cuando una Rex inferior a 50 Q se utilizo, la corriente de salida fue muy baja y no pudo
medirse con precision.

La Tabla 6.4 también muestra que los cambios en la resistencia externa no tuvieron ningun efecto
importante sobre la tasa de remocién de DQO. Esencialmente, la mayoria de remocién de DQO se
asocio6 con procesos no anddicos (eficiencia coulombica baja).

6.3.2.3 Respuesta del sensor a la concentracion de la DQO y calibracion con carga externa de
50 @

La calibracion del estado de equilibrio de la corriente versus la DQO (50 a 1,000 ppm) condujo a
utilizar una Rex de 50 Q, la cual corresponde a la respuesta mas rapida del sistema. No fue posible
considerar concentraciones de DQO por debajo de las 50 ppm debido a la sensibilidad del registrador
de datos utilizado. La Figura 6.30a muestra la respuesta dindmica del sistema para diferentes
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concentraciones de entrada de la DQO. Las celdas se alimentaron continuamente a una DQO
especifica hasta que se gener6 una corriente constante, seguido de un periodo de inanicion hasta que
se obtuvo una corriente de aproximadamente 0.015 = 0.05 mA. Se observd una buena
reproducibilidad del sistema.

La Figura 6.30b muestra la variacion de la corriente con la concentracion de DQO. Se obtuvo una
respuesta lineal (Figura 6.30c) con valores de DQO por arriba de 350 ppm (r? = 0.96). Para las celdas
CMB de dos cdmaras, se ha reportado una respuesta lineal hasta concentraciones de DQO de 150
ppm. Los datos son el promedio de dos reactores (Chang y col., 2004; Kim y col., 2003b).

Tabla 6.4 Efecto de la resistencia externa en la respuesta dindmica del biosensor CMB (Di Lorenzo
y col., 2009)

Resistencia @ Tiempo de

Corriente méxima | Tasa de remocién de DQO ' Voltaje
externa Respuesta

Q) (h) (mA) (mg DQO/h) (mV)
50 4.5 0.14 2.7+0.9 7
120 5 0.126 3£05 15.12
250 5 0.105 23+1.2 26.25
500 13.75 0.084 2371 42

Biosensores de las CMB anteriores también se han calibrado considerando la relacion entre la
concentracion de DQO vy la carga total generada (Gil y col., 2003; Kim y col., 2003a). En este caso,
se obtuvo una relacion lineal entre la concentracion de DQO por encima de 250 ppm de DQO (Gil y
col., 2003; Kim y col., 2003a). La Figura 6.31 muestra una calibracion de carga generada versus la
DQO. En este caso se obtuvo una respuesta lineal con concentraciones de DQO por encima de 500
ppm. Para cada valor de DQO, la carga generada se calcul6 mediante la integracion de la corriente de
salida en el tiempo desde el punto de inicio del lote de alimentacién hasta el momento en que la
corriente se redujo al 5% de su valor maximo. Tasa de flujo: 0.46 cm® mint. Rex = 50 Q. Los datos
son el promedio de dos reactores.

También se confirmo la reproducibilidad de la CMB bajo una resistencia externa de 50 Q para el
caso de alimentacién de forma continua, como se muestra en la Figura 6.32. El sistema se alimentd
de forma continua con ARS conteniendo las concentraciones de DQO indicadas (en ppm). Los datos
son el promedio de los resultados dos reactores. De hecho, la Figura representa la respuesta dindmica
de la corriente bajo concentraciones de DQO variables, desde 60 hasta 210 ppm, con un flujo
constante de 0.46 cm®/min.

La celda dio valores constantes razonables de respuesta en corriente cuando la entrada de DQO era la
misma. Por ejemplo, cuando los reactores fueron alimentados con una solucion con 60 ppm de DQO,
la corriente de salida fue de 0.07 mA con una desviacion estandar relativa de 0.22%. Con 160 ppm
de DQO, la corriente de salida fue de 0.147 mA con una desviacion estandar de 0.53%.
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Figura 6.30 Respuesta a la concentracion de DQO con una resistencia externa de 50 Q. a: Corriente
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Figura 6.31 Relacion entre la carga generada y la concentracion de la DQO (Di Lorenzo y col., 2009)
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Figura 6.32 Reproducibilidad del biosensor de una CMB (Di Lorenzo y col., 2009)

6.3.2.4 Efecto del volumen del reactor en las celdas

El efecto del volumen del reactor en la respuesta del sistema se investigd debido a que se considero
una configuracion de un nuevo reactor con un volumen 75% menor. De esta manera, para una tasa de
alimentacion de 0.46 cm*/min, el TRH (tiempo de retencién hidraulico) se redujo a 27 min. La
Figura 6.33 muestra la generacién de corriente durante el periodo de enriquecimiento de la
biopelicula del anodo con bacterias electroquimicamente activas en el biosensor CMB de menor
volumen. Las flechas indican los puntos de alimentacion del reactor. Los datos son el promedio de
dos reactores. VVolumen del reactor: 12.6 cm®. Anodo: tela de carbon. Rey = 50 Q

El biosensor CMB de menor volumen requirié 400 horas para alcanzar un maximo estable. Los lotes
adicionados de combustible durante las primeras 250 horas de enriquecimiento no causaron ningun
aumento de corriente y por lo tanto no se muestran en la Figura 6.33. Siguiendo con el periodo de
enriquecimiento, cuando los biosensores CMB fueron alimentados con ARS conteniendo DQO con
1,000 ppm sin inoculo, las corrientes pico obtenidas fueron de 0.12 + 0.009 mA.

Se investigd y se compar6 la respuesta de las dos configuraciones de biosensor CMB a los cambios
en la alimentacion de DQO bajo una resistencia fija externa de 50 Q (Figura 6.34 a y b). Como se
muestra, la respuesta dindmica del biosensor mejor6: EI TRH inferior del sensor de menor volumen
resultd en una respuesta mucho mas rapida del sistema para un cambio hacia arriba, pero también
para un cambio hacia abajo en la concentracion de DQO. En particular, en el caso de un cambio
hacia arriba, el sistema requirié sélo 40 minutos para llegar a una corriente estable, lo que contrasta
con las 4 horas requeridas con el biosensor CMB de mayor volumen. Cuando la concentracion de
DQO se redujo de 250 a 70 ppm, en general, el tiempo de respuesta fue mas largo, pero ain el
reactor pequefio fue mas rapido en responder con 2 horas en comparacion con las 8.8 horas
requeridas por el reactor de mayor volumen. La tasa de alimentacién de combustible fue de
0.46 cm*/min v la resistencia externa fue de 50 Q.
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Figura 6.33 Variacion de la corriente con el tiempo para el enriquecimiento de bacterias en el
biosensor CMB de menor volumen (Di Lorenzo y col., 2009)
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Figura 6.34 Influencia del volumen de los reactores en el tiempo de respuesta de los biosensores a
los cambios por etapas en la concentracion de DQO (Di Lorenzo y col., 2009)

La Tabla 6.5 reporta el desempefio del biosensor CMB de menor volumen en términos de la
remocion de DQO vy la eficiencia coulombica y los compara con el biosensor CMB de mayor
volumen. Como se muestra, el espacio reducido entre los electrodos en el biosensor CMB de menor
volumen resulté en un mejor rendimiento con una eficiencia coulémbica del 56% que contrasta con

la eficiencia coulémbica del 6% obtenida con el reactor de 50 cm®. La DQO del efluente se fijé en
100 ppm.

Los biosensores CMB exhibieron una muy buena estabilidad durante un periodo de 7 meses. La
Figura 6.35 muestra el valor de las corrientes en estado estacionario obtenidas mediante una entrada

110



fija de DQO de 200 ppm durante el periodo de 7 meses. Después del sexto mes de funcionamiento se
observo un deposito blanco en el catodo. Sin embargo, como se muestra en la Figura 6.35, ésto
afecto el rendimiento del sistema de forma marginal. La composicion del depdsito no se analizo,

aunque se piensa que fue un carbonato. Los datos son el promedio de los resultados de los dos
reactores.

Tabla 6.5 Comparacion de los biosensores CMB en relacién con el volumen del reactor (Di Lorenzo
y col., 2009)

Volumen del Reactor | Corriente TRH Tasa de remocion de DQO | Eficiencia coulombica
(cm®) (mA) (min) (mg DQO/h) (%)
12.6 0.12+0.01 27 0.06 £ 0.007 56 + 4

50 0.14£0.007 & 108.7 1.2+0.2 6+£0.5
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Figura 6.35 Estabilidad a largo plazo del biosensor CMB (Di Lorenzo y col., 2009)

6.3.2.5 Funcionamiento del biosensor CMB con agua residual real

Para investigar la aplicabilidad del biosensor CMB en una planta de tratamiento de aguas residuales,
se utiliz6 agua residual real para probar la relacion entre la generacion de corriente y la
concentracion de DQO. Este estudio se realizé con el biosensor CMB de menor volumen debido a
que obtuvo el mejor rendimiento en términos de tiempo de respuesta y eficiencia coulombica cuando
se utilizd ARS como combustible.

Los biosensores CMB fueron alimentados en modo continuo con varias soluciones de agua residual.
La Figura 6.36 reporta la corriente de salida observada para una alimentacion continua (caudal de
0.46 cm*/min) de agua residual. El sistema mostré una buena relacién entre la concentracién de
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DQO vy la corriente de salida, lo que demuestra la aplicabilidad de este sistema en plantas de
tratamiento de agua. La DQO de las aguas residuales no diluidas fue de 175 + 50 ppm. Las
soluciones se realizaron utilizando agua del grifo. Las flechas indican las condiciones de estado
estacionario obtenidas a una solucion de agua residual particular, mientras que los nimeros se
refieren a los valores de entrada 6 del influente de DQO expresados en ppm.
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Figura 6.36 Variacion de la corriente en el biosensor CMB en respuesta a diferentes soluciones de
efluentes de una planta de tratamiento de aguas residuales (Di Lorenzo y col., 2009)

Por otra parte, cuando se utilizaron soluciones de aguas residuales de concentracion DQO
desconocidas, el sistema di6 buena correspondencia entre la DQO medida con método quimico y el
valor dado por el biosensor (Tabla 6.6). La DQO de las muestras se determin6 por medio del método

estandar descrito por Eaton y col. (2005) y por la alimentacion de las muestras en el biosensor CMB
para determinar su concentracion de DQO.

Tabla 6.6 DQO medida con método quimico y biosensor

Biosensor CMB | Método estandar

169 +9 175+ 50
985+21 100+ 9

122 +1 120 + 10
61.5+0.9 60+5

6.3.2.6 Efecto de la temperatura

Todos los trabajos realizados anteriormente con biosensores CMB se llevaron a cabo a temperaturas

de 30°C o superiores. En este estudio, las pruebas se realizaron a temperatura ambiente, la cual fue
de aproximadamente 22 + 2°C.
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Las temperaturas del experimento fueron de 20 y 25°C, debido a que fue la temperatura mas baja y la
mas alta respectivamente registradas en el laboratorio, éstas se compararon con una temperatura de
30° C. La Tabla 6.7 reporta las salidas de corriente promedio observadas para cada temperatura por
dos CMB (volumen de 12.6 cm®, anodo de tela de carbén) alimentados con agua residual real. Los
porcentajes de remocion de DQO vy eficiencia coulombica también fueron comparados. No es
sorprendente que una temperatura de funcionamiento de 30°C haya dado el valor mas alto de
corriente (0.55 mA) con un aumento de aproximadamente el 72% en comparacién con los 25°C
(0.32 mA) y de 96% en comparacion con los 20°C (0.28 mA). La remocion de DQO mejoro también
a temperaturas mas altas. Las temperaturas mas altas aceleran la hidrolisis de compuestos complejos
y explican la disminucion de los tiempos de respuesta al aumentar la temperatura. Como se muestra
en la Tabla 6.7, al reducir la temperatura de los 25 a 20°C no se observaron variaciones sustanciales
en el tiempo de respuesta y eficiencia coulombica.

Tabla 6.7 Efecto de la temperatura en un biosensor CMB

Remocién de

Temperatura Corriente DQO Eficiencia coulombica @ Tiempo de respuesta
(°C) (mA) (%) (%) (min)
20 0.28 £ 0.008 24+ 6 10+1.2 41+2
25 0.32 + 0.007 28.7+10 11+£0.8 40+ 4
30 0.55 £ 0.008 46 + 8 28+0.5 31+2

6.3.3 Conclusiones del estudio con CMB

Este estudio demostré que una CMB con un catodo de aire tiene el potencial para ser utilizado como
un biosensor para carbono orgénico. La optimizacion del biosensor se llevé a cabo considerando al
ARS como combustible. Posteriormente, el biosensor optimizado se probd con aguas residuales
reales.

» Con una resistencia externa de 50 Q, el rango de medicion de la CMB fue mayor en comparacion
con biosensores CMB de dos cdmaras reportadas previamente.

* La repeticion de mediciones realizadas al mismo tiempo fueron altamente reproducibles (0.53% de
coeficiente de variacion) y las mediciones realizadas durante tiempo prolongado (aproximadamente
7 meses) también fueron estables, con una variacion total de sélo el 15%.

« Cuando el volumen del reactor se redujo de 50 cm® a 12.6 cm?®, se observé un tiempo de respuesta
ajustado al TRH (40 min). El reactor pequefio también proporciono eficiencias couldmbicas nueve
veces mas altas que el reactor grande con anodo de tela de carbon.
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« Cuando se utilizaron aguas residuales reales en el biosensor se obtuvo una buena correlacion entre
la concentracion de DQO vy la corriente de salida, o que demuestra la aplicabilidad de este sistema
en el tratamiento de aguas residuales.

» Aunque las condiciones de funcionamiento 6ptimo se observaron a 30°C, este estudio también
demostro un buen rendimiento del sistema cuando se operd a temperatura ambiente (~20°C), lo que
permitiria una mayor simplicidad del sistema y reducir los costos operativos.
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4. Conclusiones

Las CMB son en realidad bioreactores que albergan la oxidacion de un combustible organico
catalizada por microorganismos. Existen distintos disefios que se adaptan a la naturaleza del
combustible y a la finalidad del ensayo. Las CMB mas sencillas utilizadas a escala de laboratorio,
suelen ser de dos compartimentos y tener forma de H, pero también las hay planas y tubulares. No
obstante, la busqueda de reduccion de costos y la simplicidad del disefio, aconsejan el uso de una
CMB de un compartimento Unico con exposicion directa del catodo al aire. Todos estos disefios
permiten tratamientos tanto en condiciones de estanqueidad como en continuo. Otro elemento
importante en el disefio de estos dispositivos es el material de los electrodos. Aunque el platino
produce los mejores resultados, su elevado costo hace que el grafito, en cualquiera de sus variantes
(barra, papel, fieltro, polvo), se haya convertido en el material de referencia. Comparar la eficiencia
entre diversas CMB es complicado, dada la variabilidad de disefios y materiales empleados. No
obstante, se ha llegado al consenso de utilizar como magnitud la potencia por unidad de superficie de
electrodo (W/m?) o, en algunos casos, por unidad de volumen de la camara anddica (W/m3). Desde el
descubrimiento de los microorganismos electrogénicos, la eficiencia de las CMB ha aumentado. El
desarrollo de esta tecnologia estd todavia en su infancia, por lo que el disefio de dispositivos con
menor resistencia interna, el ensayo de nuevos materiales conductores, y el empleo de cepas
bacterianas electrogénicas dptimas llevara a las CMB a una mayor potencia.

Los combustibles que pueden utilizarse para alimentar estas CMB van desde soluciones de
compuestos sencillos como el acetato o la glucosa a mezclas complejas ricas en materia organica
como los residuos vegetales o las presentes en las aguas residuales. Las CMB sedimentarias, aunque
no pueden competir en potencia con las disefiadas para operar como bioreactor, en cambio si
presentan aplicaciones interesantes, ya que son los propios ciclos naturales del carbono los que
proporcionan in situ una fuente de combustible inagotable. De este modo, es factible alimentar
pequefios dispositivos situados en lugares remotos como fondos marinos o lagos.

Es importante resaltar que el desarrollo de todas estas tecnologias esta todavia en sus comienzos, y
que los disefios deben ser estudiados y optimizados para ofrecer resultados competitivos. Utilizar
microorganismos con fines energéticos deberd convertirse en un desafio cientifico que muestre el
compromiso de la ciencia en general por intentar resolver la crisis energética global presente y
futura.

Gran parte de esta tesis estd dedicada a las aplicaciones mas recientes que se encuentran en
funcionamiento y aunque el desarrollo de las CMB ha sido exponencial en el ultimo lustro,
probablemente esta informacion sea obsoleta en poco tiempo. En cuanto a los demas temas
(definicion y caracterizacion de las CMB) son de gran utilidad para iniciarse en el estudio y
desarrollo de las CMB en México.
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