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RESUMEN

En este estudio se realizé la caracterizacion de un sistema hibrido, conformado
por una celda de combustible microbiana productora de hidrégeno (CCM-H2)
acoplado a una celda de combustible de hidrogeno (CCH) para la produccién de
electricidad. Para determinar el mejor consorcio microbiano en la produccion
simultanea de bio-hidrogeno y electricidad, se probaron tres in6culos de forma
conjunta, los cuales fueron: el crecimiento de una biopelicula formada por la
alimentacion de aguas residuales municipales crudas (I1), bacterias aisladas y
purificadas provenientes de una mezcla de lodo granular anaerobio y sedimento
anaerobio bajo un pretratamiento de choque térmico y acido (12) y una mezcla de
lodo granular anaerobio y sedimentos pretratados térmicamente (13). La celda
utilizada, fue una celda combustible microbiana tipo aire-catodo, modificada en la
parte del catodo y &nodo, con el objetivo de incrementar el area de contacto y la
produccion de bio-hidrégeno y electricidad en un solo paso. El sistema bio-
electroquimico trabajé con tiempos de retencién hidraulico (TRH) de 8, 4y 1d
(dias) bajo condiciones de pH é&cidas (5.5-6.5) a una temperatura de 32°C y fue
alimentado con agua sintética con una DQO de 1000 mg/L. El maximo voltaje
producido a circuito cerrado (resistencia externa de 1000 Q) fue de 671 mV con un
TRH de 8 d. La maxima densidad de potencia obtenida fue de 46 mW/m? con una
densidad de potencia volumétrica de 6.5 W/m3. La velocidad maxima de
produccion de bio-hidrégeno fue 5 L Hz/L-d. Respecto al rendimiento, la maxima
produccioén de hidroégeno obtenida fue de 2.4 +0.1 mol Hz/mol sacarosa. Cuando el
reactor se oper0 en lote, la acumulacion de bio-hidrogeno fue de 1527 mL y 3.2
mmol de hidrogeno, ademas alcanzé una maxima produccion de 314 mV de
electricidad, con una méaxima densidad de potencia de 9.8 mW/m? y una potencia
volumétrica de 1.4 W/m3. Tanto la producciéon de bio-hidrégeno como el voltaje y
densidad de potencia, fueron evaluados con el modelo ajustado de Gompertz. El
bio-hidrogeno generado por la CCM-Hz se aliment6 a la CCH, el maximo voltaje
obtenido por la CCH fue de 459 mV, cuando la CCM-H:z fue operada con un TRH
de 8 d. Se realiz6 la identificacion de la poblacion microbiana implicada en la
produccién de bio-hidrogeno y electricidad utilizando la técnica de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) acoplada a la técnica de electroforesis en gel con
gradiente desnaturalizante y por secuenciacion de ADN gendmico. Los
microorganismos identificados sobre el anodo del sistema bio-electroquimico
fueron: Bacillus, Enterococcus, Lysinibacillus, Citrobacter, Chryseobacterium,
Azotobacter y Providencia.

Palabras clave: Celda de combustible microbiana; celda de combustible de

hidrégeno; electricidad; bio-hidrogeno
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ABSTRACT

In this study was carried out the characterization of a hybrid system, conformed of
a hydrogen-producing microbial fuel cell (MFC-H2) coupled to a hydrogen fuel cell
(HFC) for the production of electricity. In order to determine the best microbial
consortium in the simultaneous production of bio-hydrogen and electricity, three
inoculums were tested jointly, which were: the growth of a biofilm formed by the
feeding of municipal wastewater (1), isolated bacteria and purified from a mixture
of anaerobic granular sludge and anaerobic sediment under a heat and acid shock
pretreatment (I12) and a mixture of anaerobic granular sludge and sediments
thermally pretreated (I3). The cell used was an air-cathode microbial fuel cell,
modified at the cathode and anode sides, with the objective of increasing the
contact area and the production of bio-hydrogen and electricity in a single step.
The bio-electrochemical system worked with hydraulic retention times (HRT) of 8, 4
and 1 d (days) under acidic pH conditions (5.5-6.5) at a temperature of 32°C and
was fed with synthetic water with a COD of 1000 mg L. The maximum voltage
produced in closed circuit (external resistance of 1000 Q) was 671 mV with a HRT
of 8 d. The maximum power density obtained was 46 mW/m? with a volumetric
power density of 6.5 W/m3. The maximum bio-hydrogen production rate was 5 L
H2/L-d. Regarding the yield, the maximum hydrogen production obtained was 2.4
+0.1 mol H2/mol sucrose. When the reactor was operated in batch, the
accumulation of bio-hydrogen was 1527 mL and 3.2 mmol of hydrogen, also
reached a maximum production of 314 mV of electricity, with a maximum power
density of 9.8 mW/m? and a volumetric power of 1.4 W/m3. The bio-hydrogen
production, the voltage and power density were evaluated with the adjusted
Gompertz model. The bio-hydrogen generated by the MFC-H2 was fed to the HFC,
the maximum voltage obtained by the HFC was 459 mV, when the MFC-Hz was
operated with a HRT of 8 d. Identification of the microbial population involved in the
production of bio-hydrogen and electricity was carried out using the polymerase
chain reaction (PCR) technique coupled to the technique of denaturing gradient gel
electrophoresis and genomic DNA sequencing. The microorganisms identified on
the anode of the bio-electrochemical system were: Bacillus, Enterococcus,
Lysinibacillus, Citrobacter, Chryseobacterium, Azotobacter and Providence.

Keywords

Microbial fuel cell; hydrogen fuel cell; electricity; bio-hydrogen
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GLOSARIO DE TERMINOS

Abreviatura
°C Grados centigrados
cm Centimetro
d Dia
DQO Demanda Quimica de Oxigeno
g Gramo
kg Kilogramo
L Litro
min Minutos
mg Miligramos
mL Mililitros
mS Milisiemens
mV Milivoltios
N-NH.4 Nitrégeno amoniacal
pH Potencial de hidrégeno
PO4 Fosfatos
Q Caudal
TRH Tiempo de retencién hidraulico
CCM Celda de combustible microbiana
CCH Celda de combustible de hidrégeno
MEC Celda de electrolisis microbiana
SBE Sistemas bio-electroquimicos
PEM Membrana de intercambio protonico
ADN Acido desoxirribonucleico
PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
SST Solidos suspendidos totales
Rext Resistencia externa
Rint Resistencia interna
DC Densidad de corriente
DP Densidad de potencia
PV Potencia volumétrica
SBR Reactor bioldgico secuencial
NTPs Deoxidonucledtidos trifosfatos
pb Pares de bases
mw Miliwatts
mA Miliampers
m3 Metro clbico
MIC Membrana de intercambio catiénico
m? Metro cuadrado
h Hora
VVPH Velocidad volumétrica de produccién de hidrégeno
+12 Adicion de inéculo 2
+13 Adicion de in6culo 3
c.b.p Cuanto basta para
uL Microlitros
NBY Caldo nutritivo con extracto de levadura de las siglas

en inglés “Nutrient Broth Yeast Extract”
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1. INTRODUCCION

Actualmente, la principal forma de produccion de electricidad en todo el mundo es
a través de la quema de combustibles fésiles, por lo que el consumo de petréleo
crudo, gas natural y los biocombustibles se incrementaran en los proximos afios,
debido al rapido crecimiento econdmico y demografico (Lewis y Nocera, 2006).
Dada la creciente demanda energética en el mundo y la liberacion de
contaminantes al medio ambiente, es necesario implementar mas tecnologias de
energia renovable. El agua residual ha sido considerada como una fuente de
recuperacion de energia de alto potencial (Werner et al., 2013). El agua residual
de tipo doméstica podria generar una cantidad de electricidad de hasta 2.2
kW/h-m? (considerando una DQO de 500 mg/L y que la glucosa contiene 4.4
kW/h-kg de DQO) y si la energia fuera recuperada correctamente, la energia
guimica a través de las aguas residuales podria cubrir hasta el 7% de la energia
consumida por los hogares (Virdis et al., 2011). Es momento de pensar en optar
por nuevas fuentes de energia, con el fin de producir electricidad dentro de un
ambiente libre de contaminacion, como lo ofrece la tecnologia electroquimica de
celdas de combustible (Behera et al., 2014). Varios investigadores consideran a
las celdas de combustible como soluciones o tecnologias clave para una
produccion eficiente de energia limpia, que podria sustituir a las tecnologias
convencionales. Esta tecnologia tiene interesantes aplicaciones, incluyendo la
produccion de electricidad, producciébn de biogas (metano e hidrégeno) y
tratamiento de aguas residuales (Giorgi y Leccese, 2013). En el campo de
investigacion de los sistemas bio-electroquimicos (SBE) incluye una amplia gama
de tecnologias emergentes, ésta se caracteriza por utilizar microorganismos para
la generacion de electricidad mediante reacciones anddicas y catddicas dentro de
una configuracion electroquimica que utilizan sustratos organicos como fuente de
combustible (McCormick et al., 2015). Los SBE pueden clasificarse en celdas de
combustible microbianas (CCM), celdas de combustible de hidrogeno (CCH) y
celdas de electrolisis microbiana (MEC), la clasificacion dependera del modo de
operacion y del producto final generado (Pant et al., 2011). De acuerdo con Revelo
et al. (2013) en la dltima década, los sistemas bio-electroquimicos han atraido
interés para realizar investigacion, no soOlo por la tendencia mundial en la
produccion de energia sostenible, sino también por realizar otro tipo de
operaciones de forma simultanea para degradar materia organica y para la
biorremediacion de sitios contaminados. La produccion biolégica de hidrégeno
también representa una tecnologia prometedora del futuro ya que se considera
una fuente limpia y renovable (Yasin et al.,, 2013), ademas posee el mayor
contenido energético por unidad de peso, 122-142 KJ/g, comparado con cualquier
combustible conocido (Blanco y Rodriguez, 2012).
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Las celdas de combustible microbianas son sistemas bio-electroquimicos que
generan electricidad directamente con poca produccion de hidrégeno en forma de
protones que se forma durante la degradacion de la materia organica contenida en
las aguas residuales (Logan et al., 2015; Li et al., 2014). Actualmente las celdas
de combustible microbianas y de hidrogeno no se encuentran a la venta en el
mercado como proceso de aplicacion a gran escala, pero han demostrado ser una
alternativa con alto potencial para la produccion de bioelectricidad. El enfoque de
este trabajo es acoplar una celda de combustible microbiana a una celda de
combustible de hidrogeno en conjunto, formando un sistema hibrido para la
produccioén de electricidad mediante un proceso electroquimico y biologico.
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CAPITULO 1. ANTECENDENTES

1.1. Tecnologias de celdas de combustible

Muchos investigadores consideran a las celdas de combustible como soluciones o
tecnologias clave para una produccion eficiente de energia limpia, que podrian
sustituir a las tecnologias convencionales generadoras de electricidad. Esta
tecnologia tiene interesantes aplicaciones, incluyendo la produccion de
electricidad, produccion de biogas y tratamiento de aguas residuales (Giorgi y
Leccese, 2013). Con el aumento de la demanda energética de la actualidad, es
necesario implementar nuevas fuentes de energias alternativas, con el objetivo de
producir electricidad dentro de un ambiente libre de contaminacion como lo ofrece
la tecnologia electroquimica de celdas de combustible (Behera et al., 2014).

1.1.2. Tipos de celdas de combustible

En la actualidad existen diferentes tipos de celdas de combustible disponibles en
el mercado, cada tipo se caracteriza por diferentes factores, tales como: el rango
de temperatura en que se opera, el tipo de combustible o sustrato que se utiliza, el
tipo de catalizador empleado y por la eficiencia de la relacién de la conversién de
energia. Las tipos de celdas de combustible existentes para realizar investigacion
cientifica se muestran en la Tabla 1.1, ademas se pueden observar algunas
caracteristicas de operacién como: la temperatura, el combustible, el electrdlito y
el ion maovil, estos parametros describen cada tipo de celda.

e Celdas de membrana de intercambio protonico (PEMFC)
e Celdas de combustible alcalinas (AFC)

e Celdas de combustible de acido fosférico (PAFC)

e Celdas de combustible carbonato fundido (MCFC)

e Celdas de combustible de 6xido sélido (SOFC)

Tabla 1.1. Caracteristicas y tipos de celdas de combustible (Haile, 2003)

Tipo de celda | Temperatura (°C) | Combustible Electrdlito lon
movil

PEMFC 20-110 H2, CH3COO | Polimeros sulfonados H*
AFC 100-250 H> KOH OH-

PAFC 150-250 H> H3PO4 H*
MCFC 500-700 CO (Na,K)2COs3 CO3z*

SOFC 700-1000 (6{0) (Zr,Y)O2 0z

FC por sus siglas en inglés (Fuel cells)
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1.1.3. Sistema de celdas bio-electroquimicas

El campo de investigacion de los sistemas bio-electroquimicos (SBE) incluye una
amplia gama de tecnologias emergentes, ésta se caracteriza por utilizar
microorganismos para la generacion de electricidad mediante reacciones anddicas
y catddicas dentro de una configuracion electroquimica, el cual utiliza sustratos
organicos como fuente de combustible (McCormick et al., 2015).

Los SBE pueden clasificarse en celdas de combustible microbianas (CCM), celdas
de combustible de hidrégeno por hidrélisis (CCH) y celdas de electrolisis
microbiana (MEC, por sus siglas en inglés (Microbial electrolysis Cells)), la
clasificacion dependera del modo de operacion y del producto final generado (Pant
et al., 2011). De acuerdo con Revelo et al. (2013) los sistemas bio-electroquimicos
tienen un interés para realizar investigacion, no sélo por la tendencia mundial en la
produccion de energia sostenible, sino también por realizar otro tipo de
operaciones de forma simultdnea para degradar materia organica y para la
biorremediacion.

1.2. Celdas de combustible microbianas (CCM)

Las celdas de combustible microbianas de intercambio protonico (tipo PEM) se
definen como dispositivos electroquimicos (Shen et al., 2014), que convierten
energia bioquimica en energia eléctrica como resultado de la oxidacion de
sustratos organicos utilizando microorganismos electroactivos (Goto et al., 2015).
Esta tecnologia esta4 relacionada con el tratamiento de aguas residuales,
generalmente los microorganismos utilizan la materia organica como sustrato,
donde a través de su metabolismo se genera una fuente de electrones y protones.
Las celdas de combustible microbianas aprovechan los electrones y protones de la
oxidacion bacteriana para la generacién de electricidad mediante un anodo, un
catodo, una membrana y un material conductor externo (Vishwanathan et al.,
2015).

En la Figura 1.1 se muestra el disefio general de una celda de combustible
microbiana tipo de membrana de intercambio proténico tipo PEM (Membrane
Exchange Proton) de dos camaras.
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Compuestos
organicos

Oxidacion de

productos

Membrana de
intercambio protonico

Figura 1.1. Celda de combustible microbiana
(Modificado de: Du et al., 2016).

De acuerdo con Danish et al. (2015) los electrones y protones generados por la
accion catalitica bacteriana son conducidos por diferentes mecanismos de
transporte hacia los electrodos de la celda. Algunos factores como la temperatura,
pH, el tipo de electrodos, la distancia entre ellos, la toxicidad del sustrato, asi
como la resistencia del circuito, tienen un efecto significativo en tasas de remocién
de contaminantes y la densidad de potencia eléctrica de las CCM (Sevda et al.,
2013). La eleccion del sustrato tiene un profundo efecto en el perfil de desarrollo
de la comunidad microbiana y en la potencia eléctrica, particularmente se utilizan
sustratos con alto contenido organico derivados de residuos sélidos en
condiciones anaerobias (Rozsenberszki et al., 2015).

Dentro de la investigacion con CCM existen diferentes enfoques, algunos autores
realizan investigacion con el disefio arquitectonico de la celda, estudios sobre
bacterias electroactivas y transporte de electrones, efecto de los in6culos etc. Por
ejemplo Passos et al. (2015) utilizaron las CCM como tratamiento de lodo
secundario proveniente de una PTAR el cual sirvi6 como inéculo de un consorcio
bacteriano mixto, el reactor fue alimentado con medio de cultivo alcanzando una
densidad de potencia de 13.5 yW cm?. Aelterman et al. (2016) utilizaron una gran
variedad de materiales, como electrodos usaron granulos de carbo6n y barras de
grafito, una membrana de intercambio protonico ULTREX 7000, operaron la celda
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de forma continua e inocularon una mezcla de lodos anaerobios-aerobios
proveniente de un digestor de procesamiento de papa alcanzando una potencia
volumétrica de 14 W/m3. Merino et al. (2016) observaron el efecto de variar
diferentes tipos de electrodos dentro de la celda, utilizaron una tela de carbén,
fieltro de carbdn una placa de acero inoxidable, alcanzando eficiencias de 65, 54 y
44 mW/m?2. Asi como estos ejemplos descritos existe una gran variedad de
reportes con diferentes enfoques de investigacion.

1.2.1. Celdas de electrélisis microbiana

Dentro de los SBE también se encuentran las celdas de electrdlisis microbianas,
estas tienen un principio de funcionamiento similar a un CCM, incluso se utilizan
materiales del mismo tipo tanto en el caparazéon de la celda como en los
electrodos, membranas etc. De igual forma son dispositivos electroquimicos que
utilizan microorganismos para la degradacién de materia organica, siendo el
objetivo principal la produccion de hidrogeno, donde la materia organica es
degradada mediante el metabolismo de microorganismos electroquimicamente
activos en COg, protones y electrones (Jeremiasse et al., 2010). Las bacterias
transfieren los electrones al anodo y los protones son liberados a la solucion, los
electrones entonces viajan a través de un circuito externo a un catodo y se
combinan con los protones libres en la solucion (Kadier et al., 2015). En una MEC
se requiere una fuente de energia externa para iniciar la reaccion en los electrodos
ya que no se permite ningun oxidante en el catodo y es necesaria para llevar a
cabo la electrolisis bajo condiciones biolégicas determinadas (Escapa et al., 2015).

Kadier et al. (2015) menciona que se requiere un voltaje 20.2 V bajo condiciones
de pH=7, T=30 °C, P=1 atm, la irradiaciébn de energia se hace mediante una
fuente de poder, en celdas tipo MEC se utilizan voltajes con valores relativamente
bajos (0.2-0.8 V), en comparacion con la electrdlisis tipica del agua (1.23-1.8 V). El
hidrégeno se produce a través de la reduccion de protones en el catodo, el flujo de
carga negativa fuera de la celda se compensa mediante el transporte de protones
desde el &nodo hasta el catodo dentro de la celda (Jeremiasse et al., 2010).

En caso de utilizar acetato como sustrato las reacciones en ambas camaras son
las siguientes:

Anodo: C,H,0, + 2H,0 — 2C0, + 8e~ + 8H* (Ec. 1.1)

Catodo: 8e™ + 8H* — 4H, (Ec. 1.2)
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En la Figura 1.2 se observa la comparacion y la similitud entre una celda MEC y
una CCM.
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Figura 1.2. Representacion de la produccién de electricidad en una CCM (A),
y la produccién de hidrégeno en una MEC (B).
(Modificado de: Escapa et al., 2015)

Entre los autores que han estudiado las celdas tipo MEC estan Jafary et al. (2015)
quienes realizaron un trabajo en el que utilizaron catodos de carbon (fieltro de
carbon) bajo condiciones biologicas diferentes, en el biocatodo 1 (catodo sobre
medio biolégico parcial con dos camaras) aplicaron un voltaje de 0.65 V, en el
biocatodo 2 (catodo sobre medio biolégico completo con dos camaras) aplicaron
0.8 V y en el biocatodo 3 (biocatodo 1 y 2 juntos) aplicaron 0.7 V. Dentro de los
resultados alcanzaron un rendimiento de 0.63 m® H2/m?3-d correspondiente a un 49
% de produccion de hidrogeno. Hou et al. (2014) realizaron un estudio en el que
su objetivo principal fue incrementar la produccién de hidrégeno en una MEC
mediante la inhibicién de bacterias metanogénicas con irradiacion de luz UV, como
anodo utilizaron fibra de carbén y el catodo fue un pafio de carbon impregnado
con 0.5 mg/cm? de Pt como catalizador. El voltaje aplicado en la celda de
electrolisis fue de 0.8 V, teniendo un rendimiento de 2.87 a 3.70 mol Hz/mol
acetato con irradiacion UV.
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1.3. Transferencia de electrones

En el bioanodo de una CCM se desarrollan bacterias electroquimicamente activas
(exoelectrégenas) (Song et al., 2015), se han planteado diferentes mecanismos
para explicar como los microorganismos liberan los electrones al electrodo:
algunas bacterias transfieren los electrones directamente al anodo a través de
proteinas membranales como los citocromos tipo ¢, o de conductos proteicos
denominados pili, los cuales sirven como nanoconductores; otras bacterias que no
pueden hacerlo debido a la naturaleza no conductiva de su membrana celular
requieren de mediadores de electrones exdgenos o enddgenos (Falcon et al.,
2009). Los mecanismos de transferencia de electrones en los biocatodos son
similares a los del bioanodo, en este proceso algunos microorganismos pueden
llevar a cabo reacciones de transferencia directa de electrones hacia los
electrodos (Revelo et al., 2013; Rossi et al., 2015). Debido a su alto potencial de
oxido-reduccion (1.229 V) y por su bajo costo para suministro, el oxigeno es el
aceptor final de electrones mas popular. Los microorganismos transfieren
directamente los electrones desde el anodo y es el oxigeno el que reacciona con
los electrones para la produccién de agua creando un diferencial de potencial
(electricidad). Las bacterias se colonizan en la superficie de los electrodos
formando lodos (biopelicula), éstos catalizan la reduccion de oxigeno aumentando
la actividad catalitica del catodo, por lo que resulta en un incremento en el voltaje
de la celda. En el sistema de una CCM se obtiene un inéculo en el area anddica
en la que se encuentra una alta diversidad microbiana sobre la suficiente del
electrodo. La CCM convierte la energia disponible en un sustrato bioconvertible en
electricidad. Esto se puede lograr cuando las bacterias liberan electrones y utilizan
el oxigeno como aceptor final (Song et al., 2015).

1.4. Funcionamiento y principios de operacion de una CCM

El funcionamiento de una CCM depende directamente de las reacciones bio-
electroquimicas realizadas por los microorganismos en la oxidacion de materiales
organicos biodegradables (Calignano et al., 2015). En la dltima década la
investigaciobn con microorganismos electroactivos ha aumentado con diferentes
aplicaciones (Li et al., 2014), los microorganismos son capaces de convertir una
amplia variedad de compuestos organicos biodegradables en CO2, agua y energia
(Pant et al., 2013). Dentro de la camara de la CCM se proporcionan las
condiciones necesarias para mantener un habitat adecuado para el crecimiento y
las actividades metabdlicas de los microorganismos electroactivos. Un esquema
general de una CCM de dos camaras es tal que en el compartimiento anodico, los
microorganismos pueden llevar a cabo conversiones oxidativas y simultaneas, por
lo que el rendimiento de una CCM también depende del tipo de sustrato que se
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utiliza (Elmekawy et al., 2015). Las CCM tienen varias ventajas unicas sobre las
tecnologias convencionales de produccion de bioenergia, tales como: la utilizacion
de la electricidad y las oportunidades de aplicacion para desarrollar nuevas
infraestructuras eléctricas para areas remotas (Pandey et al.,, 2016). Existen
diferentes formas de operar las CCM, el disefio correcto de las celdas es
fundamental para disminuir los costos de materiales o de operacion (Kasemi et al.,
2016). Los procesos de operacion pueden clasificarse en operacion continua y
operacion por lote (batch). Se han construido CCM en muchas escalas diferentes,
gque van desde volumenes de microlitros a decenas y cientos de litros, con
diferentes condiciones de operacidbn y materiales. La necesidad de una
membrana, incrementa los costos de material, es probable que las CCM sean mas
atiles en la produccién de electricidad a corto plazo (Logan et al., 2015). De
acuerdo con Revelo et al. (2013), en muchas publicaciones se observan
diferencias respecto al desempefio de las CCMs, algunos de los factores que
afectan son: la arquitectura (Rismani-Yazdy et al., 2011), el tipo de membrana
(Sharma vy Li, 2010), los electrodos utilizados (Hou et al., 2012), el tipo sustrato
(Choi et al.,, 2003) y los microorganismos utilizados como in6culo (Rabaey vy
Verstraete, 2005).

1.5. Partes de las CCM

Las partes tradicionales que componen un celda de combustible microbiana son
una camara anaerobica y una aerdbica, dentro de éstas se encuentran los dos
electrodos (anodo y cétodo), como divisor de ambas camaras se encuentra una
membrana de intercambio protonico y en el exterior cuenta con un circuito externo
(Rahimnejad et al., 2015).

1.5.1. Membranas de intercambio proténico (PEM)

En una CCM la membrana es un componente esencial del sistema, de este factor
depende el rendimiento de la misma (Kim y Yang, 2012), existen dos tipos de
membranas, las membranas de intercambio de protones porosas y no porosas
(Mayahi et al., 2013). Las membranas de intercambio de protones son utilizadas
como separador del electrolito entre la camara anddica y la catddica de la celda,
permitiendo el flujo de protones de una camara a otra (Leong et al., 2013). En esta
tecnologia se utilizan membranas de intercambio cationico y anidnico, membranas
como la Nafion, Hyflon y Ultrex han sido utilizadas durante mucho tiempo debido a
qgue pueden transferir facilmente los protones generados en la camara del anodo
hacia la camara del catodo (Leong et al., 2013). La membrana mas usada en una
CCM tipo PEM es la Nafion, debido a su alta conductividad proténica en su estado
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hidratado, esto porque cuenta con un grupo sulfonado cargado negativamente
unido a la cadena principal del fluorocarbonos, por lo cual promueve el transporte
de protones a través de la membrana. Los productos Nafion no solo estan
disefiados para transferir protones, sino también algunas especies cationicas
presentes en la solucién, tales como Ca?* Na* K* y Mg*, que son rapidamente
transportadas a través de la membrana ocupando las cargas negativas de los
grupos sulfonados (Rahimnejad et al.,, 2014). Se han realizado numerosos
estudios con diferentes membranas en el estudio de CCM. Rahimnejad et al.
(2014) sintetizaron membranas de Nafion 117 (membrana cationica) con
nanocompuestos que generaban mas energia debido a la mayor conductividad y
mas baja rugosidad de la membrana. Ghasemi et al. (2012) desarrollaron una
membrana de nanocompuestos Yy lo comparé con la membrana de Nafion 117,
esta membrana estd compuesta con nanofibras de carbén activado sobre Nafion
117 de forma que disminuian el tamafio del poro y bajaban la rugosidad,
consiguiendo un bloqueo en la transferencia de oxigeno del catodo al anodo y una
disminucién de la migracion de microorganismos y otros elementos del anodo al
catodo, de acuerdo con los resultados mostraron que esta membrana compuesta
puede producir alrededor de 1.5 veces mas potencia que el Nafion 117.

1.5.2. Catodo

El material catédico es un componente importante en el disefio de una CCM, tanto
en el aspecto de rendimiento como en el econémico. Como electrodos son muy
utilizados los materiales de carbén. En muchos estudios se han usado papel de
carbon, tela de grafito, fieltro de carbdn, placas de carbdn, escobillones etc.
(L6pez, 2013). Los catodos de carbon generalmente son impregnados con
catalizadores de Pt o Pb para acelerar las velocidades de reduccion del oxigeno,
haciendo mas eficiente la transferencia de electrones (Ahn et al., 2013). Los
protones producidos en la cAmara del &nodo migran hacia el catodo a través de la
membrana y los electrones generados viajan hacia el catodo donde se completa el
circuito. El oxigeno y los iones positivos producidos en el anodo participan en la
siguiente reaccion para la formaciéon de agua (Rahimnejad et al., 2015).

H, — 2H* + 2e” (Ec.1.3)
0, + 4H* + 4e~ - 2H,0 (Ec.1.4)

Cuando se cierra el circuito, es decir, se realizan todas las conexiones entre
ambos electrodos se produce una corriente constante. Durante este proceso la
concentracion de especies del oxidante (aceptor de electrones), la disponibilidad
de protones, el rendimiento del catalizador y la estructura de electrodo afecta al
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rendimiento de la reaccién en el catodo (Zhou et al., 2012 y 2013). Existen muchas
formas de acondicionar los catodos; Buitron y Pérez (2011) utilizaron un catodo de
grafito con un alambre de Pt. Yuan et al. (2014) impregnaron cloruro de mercurio
como catalizador sobre un electrodo de carbén vitreo. Haoranet et al. (2014)
realizaron una sintesis hidrotermal con MnO:2 para acondicionar el catodo ademas
de ser impregnado con titanio.

1.5.3. Anodo

El material anddico de una CCM es crucial para su alto rendimiento y
escalabilidad. El &nodo no funciona s6lo como un conductor de electrones, sino
también como un portador de bacterias (biopelicula), por lo tanto, la rugosidad de
la superficie y una buena biocompatibilidad hace eficiente la transferencia de
electrones entre las bacterias y la superficie del electrodo. Estos factores son
claves esenciales para promover la actividad biocatalitica. Parte de la
investigaciéon con CCM esta relacionada con la modificacion del anodo utilizando
diferentes materiales, que permiten la adhesion bacteriana y la transferencia de
electrones a la superficie del dnodo. Estos métodos de modificacion incluyen
tratamientos de superficie fisicos o quimicos. Los materiales comunmente
utilizados y que relnen estas caracteristicas son electrodos de carbén (grafito)
(Calignano et al, 2015; Rahimnejad et al., 2015). Los microorganismos
desemperfian un papel muy importante en el material anddico (Park et al., 2014), el
anodo debe cumplir con los siguientes requisitos: alta conductividad, no
corrosividad, alta area de contacto, alta porosidad, econdémico y de facil
manufactura. Al igual que con los electrodos catodicos, los materiales de carbén
son los mas utilizados, tales como: papel de carbon, fieltro de carbén y tela de
grafito (Lopez, 2013).

1.6. Sustratos utilizados en una CCM

El tipo de sustrato es un parametro fundamental en el rendimiento de una CCM, ya
gue su contenido organico puede mejorar o inhibir produccion de electricidad. Las
aguas residuales son uno de los sustratos que se utilizan cominmente (Omeroglu
y Sanin, 2015). Los principales combustibles metabdlicos son los carbohidratos,
acidos grasos y los aminoacidos, estos ultimos son los monOmeros de alta
complejidad contenidos en las aguas residuales. Algunas fuentes de combustible
para la generacion de electricidad se obtienen a partir de la biomasa
lignoceluldsica, como residuos agricolas y biomasa lefiosa, las cuales tienen una
alta consideracion debido a su facil disponibilidad para ser utilizados como
sustrato (Pandey et al., 2016). Los sustratos simples como la glucosa y el acetato
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eran de uso general, pero en los ultimos afos las investigaciones se han
centralizado en la utilizacion de sustratos menos convencionales, con el fin de
aprovechar la biomasa presente en aguas residuales de diferentes fuentes para su
depuracion (Revelo et al., 2013). Hay que tener en cuenta diversos factores para
optar por el sustrato a utilizar, asi como también el costo, los sustratos puros son
mas costosos por los procesos de produccion, mientras que los sustratos
complejos (residuos) son obtenidos de desecho industriales o domésticos que
estan disponibles en grandes cantidades, ademas de ser de facil obtencién y
econdmicamente accesibles. La concentracion del sustrato es otro factor, pues es
responsable de las reacciones enzimaticas que suceden en el interior de la celda.
Algunos autores han observado que el incremento de la concentracion del sustrato
aumenta la velocidad de reaccion, el resultado es una mayor generacion de
energia, pero otros autores han identificado efectos contrarios y elevadas
densidades de potencia a pequefias concentraciones (Sharma, 2010; Guambo y
Allauca, 2015).

De acuerdo con Cervantes (2011) y Lépez (2013) algunos de los sustratos que se
han utilizado en el estudio de celdas de combustible microbianas son:

e Acetato

e Glucosa

e Biomasa lignocelulésica

e Agua residual sintética

e Aguas residuales de la industria cervecera

e Aguas residuales para la produccién de almidon

En la Tabla 1.2 se presentan algunos estudios realizados por investigadores, en
los que experimentaron con celdas de combustible microbianas con diferentes
enfoques, en algunos casos el material de estudio fue el sustrato utilizado, el tipo
de membrana, diferentes materiales como catodo y anodo, diferentes indculos,
entre otros factores. Se puede observar que los resultados de generacion de
voltajes y remociones de DQO son variados, esto es debido a las diferentes
formas de operacion ademas de los diferentes disefios de las celdas. Dong et al.
(2015), realiz6 un estudio con CCM tipo PEM de una camara, en las que la
alimentacion fue continua y en lote, usando agua residual municipal y agua
sintética. Reportaron una remocion de materia organica de 93 y 91 %. Yamashita
et al. (2006), alcanzaron una alta generacién de electricidad de 1063 mW/m?
utilizando una membrana de intercambio cationico SELEMION. Tran et al. (2016),
realizé un estudio con indculos de suelo natural, lodos activados y lodos de aguas
residuales.
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Tabla 1.2. Estudios realizados con celdas de combustible microbianas

Tipo de Sustrato Alimentacion Materiales Resultados Referencia
celda
CCM tipo PEM Agua residual Lote Utilizaron una celda de una sola camara, catodo Electricidad 1063 mwW/m? Yamashita et al., (2016)
sintética de tela de carb6n con aireacion, el cual fue producida
impregnado con 0.5 mg/cm? de catalizador de Pt,
membrana de intercambio cationico (SELEMION) | Remocién de .-
e intculo de lodo de semillas. DQO
Agua residual Lote Ellos utilizaron una celda de dos camaras, cepillos Electricidad 350 mW/m? Tursun et al., (2016)
sintética de fibra de carb6én como anodo y céatodo, una producida
membrana de intercambio catidnico (CMI-7000), —
como inéculo utilizaron lodo mezclado de una | Remocion de 91.2%
PTAR. DQO
Agua residual Lote Utilizaron una celda de dos cémaras, anodo y Electricidad 179 mV Logrofio et al., (2016)
catodo de fibra de carb6n, como in6culo utilizaron producida
un consorcio microbiano mixto a partir de suelos,
en este estudio no se utiliz6 una membrana de Remocion de .
intercambio protonico. DQO
Agua residual Lote Como anodo utilizaron una placa rigida de grafito, Electricidad 69.14 mW/m2 Lee et al., (2016)
como cétodo utilizaron fieltro de carb6n aunado a producida
un alambre de platino como catalizador, como —
inéculo  utilizaron  diferentes  sedimentos de | Remocion de T
embalses. DQO
Agua residual- Continuo-Lote Como electrodo utilizaron cepillos de fibra de Electricidad 518-427 Dong et al., (2015)
Agua residual carbon, el catodo fue impregnado con titanio, el producida mwW/m2
sintética in6culo utilizado fue el efluente de otra CCM, la | Remocién de 93.9%
celda usada fue de una sola camara. DQO
Agua residual Continuo Como inéculo utilizaron diferentes tipos de lodos Electricidad 0.53+0.03 mA Tran et al., (2016)
sintética (suelo natural, lodos activados, lodos de aguas producida
residuales, y una mezcla de todos los anteriores),
la membrana utilizada fue una de Nafién 117, en
este estudio la celda fue de dos cémaras Remocion de —
(aer6bica y anaerébica) y como electrodos DQO
utilizaron fieltro de carbén aunado a una varilla de
grafito.
Agua residual Lote Utilizaron una membrana de intercambio cationico Electricidad 7.8 mA/cm? Kim y Logan, (2013)
sintética SELEMION, impregnaron 0.6 mg/cm? de Pt sobre producida
el catodo de carbén, el anodo fue un cepillo de Remocion de 91 %
fibra de grafito y como inoculo tomaron el lodo DQO

producido de otra CCM alimentada con agua
residual municipal.
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1.7. Celdas de combustible de hidrogeno (CCH)

Las celdas de combustible de hidrogeno (CCH) siguen el mismo principio de
funcionamiento que una CCM, por lo que una CCH generalmente esta constituida
por electrodos de carbon y membranas de intercambio de protones. En ésta se
utiliza el hidrégeno como combustible, este es una sistema electroquimico que
permite, con la ayuda de electrocatalizadores, la recombinacion del hidrégeno con
el oxigeno para la generacion de electricidad (Valverde, 2012). Los iones de
oxigeno emigran al anodo y los iones positivos, 0 sea el hidrogeno, son atraidos
por el catodo, donde se recombinan en un reaccion que completa el circuito
produciendo agua creando un diferencial de potencia (voltaje). En muchos casos
para la produccién de electricidad, la CCH esta acoplada a un electrolizador para
la produccién de hidrégeno de forma electroquimica, donde éste requiere de
alguna entrada de corriente eléctrica para disociar la molécula del agua en
oxigeno e hidrogeno. De acuerdo con Logan y Kim, (2011) para lograr electrolizar
agua para la produccién de hidrogeno se requiere 1.8 V, una vez producido el
hidrogeno es alimentado a la CCH para la producciéon de electricidad. En las
Ecuaciones 1.5, 1.6 y 1.7 se muestran las reacciones generales de una CCH.

Anodo: 2H, — 4H* + 4e” (Ec.1.5)
Catodo: 0, + 4H* + 4e~ - 2H,0 (Ec.1.6)
Reaccidn Global: 2H, + 0, —» 2H,0 (Ec.1.7)

1.8. Métodos para la produccién de hidrégeno

De acuerdo con Dincer y Acar, (2015) existen diferentes métodos para la
generacion de hidrégeno, algunos son de acuerdo con el tipo de energia que se
utiliza y a la materia prima, dentro de esta clasificacion existen los métodos de
producciéon de hidrogeno renovables y no renovables, debido a esto, surge la
oportunidad de integrar la produccién de hidrégeno como un mecanismo
sustentable (Lache, 2015).

Valdez y Poggi (2009) mencionan que el hidrogeno puede ser producido de forma
quimica, electrolitica y biologica.

1.8.1. Generacidn quimica

El 95% del hidrégeno que se produce mundialmente se obtiene a partir de
combustibles fésiles (gas natural, petréleo etc.), principalmente por procesos
quimicos. En la combustion de estos procesos se forma como subproducto el COz,
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el cual afecta la problemética del cambio climético, por lo que es necesario optar
por procesos con cero emisiones para promover una quimica sostenible (Riis et
al., 2006). Algunos de los procesos quimicos para la produccién de hidrégeno son
mediante la descomposicion de gas natural por arco de plasma y el reformado de
vapor.

1.8.2. Generacioén electrolitica

En la tierra existe el hidrogeno en muchas formas moleculares, tales como el agua
y solo el 4% del hidrégeno generado en el mundo proviene de la electrdlisis del
agua, pero este es un proceso que ha llamado el interés en la investigacion debido
a su sustentabilidad y flexibilidad para producir energia, ademas que permite la
obtencion de hidrogeno en estado puro (Koponen, 2015) no emite SOx, NOx y
CO2 por lo que es una fuente de energia renovable (Rashid et al., 2015). La
electrolisis consiste en la disociacion de la molécula del agua en moléculas de gas
de hidrégeno y oxigeno por medio de una corriente eléctrica que se hace pasar a
través del agua (Kwasi et al., 2015). Esta técnica produce energia limpia, sin
emisiones, ni contaminacion mediante la utilizacion de la electricidad (Rashid et
al., 2015).

En la Tabla 1.3 se muestran estudios reportados en la produccion de hidrégeno
mediante procesos con celdas de electrélisis microbianas, en estos estudios se
utilizaron diferentes sustratos como combustible, se observa una variacion de
volimenes en los reactores, diferentes materiales como electrodos (fieltro de
carbon, papel de grafito entre otros), también utilizaron diferentes membranas vy
fuentes de indculos y aplicaron diferentes voltajes para la obtencion de hidrégeno
mediante la electrdlisis del agua.

Tabla 1.3. Estudios de produccioén de hidrogeno por celdas de electrdlisis
microbiana (MEC)

Materiales Inéculo Volumen del | Voltaje Produccién Referencia
reactor (L) aplicado | de hidrégeno
V) (mLH2/L-d)
Papel de carbon, Papel de Biopelicula 0.18 04 18 (zhang y
carbon impregnado con Pt, Angelidaki,
Membrana de intercambio 2014)
proténico
Fieltro de grafito, Papel de Lodo 2 0.2-1.4 45 (Gil-Carrera et
cabrén impregnado con Ni, anaerobio al., 2013)
Papel de celulosa mesofilico
Fieltro de grafito, biopelicula 120 0.6 15 (Heidrich et al.,
Membrana de polietileno 2013)
Papel de carb6n, Acero Lodo 0.700 0.418 14 (Sun et al.,
inoxidable, Membrana de anaerobio 2009)
intercambio catidnico
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Materiales In6culo Volumen del | Voltaje Produccion Referencia
reactor (L) aplicado | de hidrégeno
V) (mLH2/L-d)
Cepillo de fibra de grafito, Lodo de un 0.26 0.6 68 (Lu et al., 2009)
Tela de carbén impregnado | sedimentador
con Pt Membrana de primario de
intercambio catiénico una PTAR
Fieltro de grafito, Malla de Lodo 0.66 0.6 20 (Rozendal et al.,
titanio Nafion proveniente de 2006)
otra MEC
Tela de grafito, Papel de Biopelicula 0.320 0.55 81 (Rivera et al.,
carbon impregnado con Pt 2015)
Membrana de intercambio
catidnico

MEC: celda de electrdlisis microbiana

Dentro de estos estudios, Rivera et al. (2015), produjeron 81 mLH2/L-d con un
reactor de 0.320 L, utilizaron un catodo de papel de carbén impregnado con Pt
como catalizador y un anodo de tela de grafito, la cantidad de hidrogeno es baja
en comparacion con Sun et al. (2009), quienes alcanzaron una produccion maxima
de 14 mLH2/L-d utilizando materiales similares, la diferencia puede radicar en las
diferentes cantidades de voltaje aplicado. Gil-Carrera et al., (2013), aplicaron una
mayor cantidad de electricidad de 1.4 V, alcanzaron una cantidad maxima de 45
mLH2/L-d, considerando que no utilizaron una membrana de intercambio
proténico.

1.8.3. Produccion bioldgica

Los procesos anaerobios de tratamientos de aguas residuales ofrecen una
posibilidad para la generacion de energia de alto rendimiento, ademéas del
tratamiento de contaminantes en el agua, por lo que los procesos de fermentacion
son de sumo interés (Liu et al., 2016). La produccién de hidrégeno de forma
bioldgica se lleva a cabo en la presencia de una enzima que cataliza la reaccién
entre los electrones y los protones para generar hidrogeno gaseoso. Las enzimas
capaces de catalizar esta reaccion son las hidrogenasas (Fe-hidrogenasa, NiFe-
hidrogenasa). La presencia de estas enzimas depende del tipo de microorganismo
inoculado y del proceso utilizado para su produccion (Redondas, 2013; Hallenbeck
y Benemann, 2002). La produccion bioldgica de hidrégeno se realiza mediante la
fermentacion, donde las bacterias a través de su metabolismo producen el bio-
hidrogeno en condiciones anaerobias, ésta se clasifica en fotofermentacién y
fermentacién oscura (Carvajal, 2009). Existen varios procesos en los cuales
ocurren reacciones donde es liberado el hidrégeno o producido como un producto
intermedio.

Oscar Guadarrama Pérez 16



Caracterizacion de un sistema hibrido de CCM productora de hidrégeno-CCH para la produccién de electricidad
. __________________________________________________________________________________________________________________]

La fotofermentacién utiliza microorganismos sensibles a la luz, los cuales
producen hidrégeno a través de la digestion de la materia organica (acidos
organicos) (Reedwood et al., 2012).

En la siguiente reaccion se observa la produccion de hidrogeno.

Luz

CeH;,04 + 6H,0 — 12H, + 6CO, (Ec.1.8)

La fermentacion oscura es la conversion de energia bioquimica almacenada en la
materia organica a otras formas de energia en la ausencia de luz por parte de
bacterias anaerobias. Tiene varias ventajas tales como: la capacidad de producir
hidrégeno a partir de residuos organicos y por lo tanto controlar y estabilizar
residuos bioldgicos que tienen un peligro potencial de contaminacion, este proceso
tiene altas tasas de produccion de hidrégeno, por lo que al digerir los desechos
organicos se genera una fuente de energia (Dincer y Acar, 2015). Los acidos
acético y butirico son los subproductos que se forman en la fermentacién oscura
como se puede observar en las Ecuaciones 1.9y 1.10.

Acido acético
Acido butirico

CeHy,04 + 2H,0 — 2C,H,0, + 2CO, + 4H,
CeHy,04 + 2H,0 — 2C,Hg0, + 2CO, + 2H,

(Ec.1.9)
(Ec.1.10)

En la Tabla 1.4 se muestra una serie de experimentos realizados por proceso de
fermentacién oscura para la produccion de hidrégeno, se muestran diferentes
condiciones de operacién, con las cuales se realizaron los experimentos y los

principales resultados obtenidos por diferentes autores.

Tabla 1.4. Produccién de hidrégeno por fermentacion oscura

Experimentacion Resultados Referencia
Se utilizé un reactor con alimentacién continua. El | La produccion de hidrégeno fue de 2.48, (Leite et al.,
sustrato que utilizaron fue glucosa, minerales y | 2.15 y 1.81 mol Hz/mol de glucosa para 2008)

nutrientes. El reactor se oper6 por 366 dias en 7
fases experimentales. Las 2 iniciales tenian un
TRH de 2 h, la tercera vari6é de 2.5 h y las otras
tenian un TRH constante de 0.5 h. Las bacterias
se obtuvieron por fermentacion natural de agua
residual sintética.

concentraciones de 0, 1000 y 2000 mg/L de
NaHCOs;. El aumento del pH por el NaHCO3
afect6 la produccién de acidos organicos e
hidrégeno.

El reactor se alimenté por lote. El in6culo se tomo
de un reactor de lecho empacado empleado para
producir hidrégeno, el sustrato fue mediante agua
sintética basado en sacarosa. Se emplearon tres
clases de efluentes: agua residual doméstica,
vinaza y glicerina y un control con sacarosa como
sustrato, se adicionaron nutrientes a una

temperatura de 25°C y un pH 5.5.

La maxima produccion hidrogeno fue
obtenida de la vinaza equivalente a 25 mmol
H2/g DQO. La menor produccién se obtuvo
con glicerina con 6 mmol Hx/g DQO. De
acuerdo con evaluacion microbioldgica
encontraron Klebsiella sp consumidora de
oxigeno y Bacteroides sp productora de
hidrégeno.

(Soares et al.,
2010)
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Experimentacion

Resultados

Referencia

El reactor se operé en lote. El in6culo se obtuvo
de un reactor UASB, realizaron un pretratamiento
a 90°C por 15 min. Emplearon cuatro sustratos
que contenian xilosa en triplicado con
concentraciones de 630, 1341, 1848 y 3588 mg/L
respectivamente, urea, peptona y solucion de
vitamina y suplemento de nutrientes a una
temperatura de 37°C, a un pH de 5.5.

La adicion de peptona favorecio el
crecimiento de bacterias productoras de
hidrégeno. El andlisis genético mostré que
el 57% de los microorganismos pertenecian
al género Clostridium, 30% al Burkholderia,
8% a Klebsiella y 5% bacterias no
cultivadas. La concentracion de xilosa de
3588 mg/L generd los mejores resultados en
produccién de hidrégeno con 12882.9 umol
H>/L y rendimiento 0.8 mol Ho/mol de xilosa.

(Maintinguer et
al., 2011)

El reactor se opero en lote. El indculo fue tomado
de estiércol de elefante. El sustrato fue de agua
sintética con 10 g/L de glucosa y nutrientes:
NH4HCOs3, KH2P Oy, MgSO4-7H20, NaCI,
Na:MoO4-2H,0, CaCl;:2H,O y FeCl, a una
temperatura de 37°C.

La maxima produccién de hidrégeno en
términos de rendimiento fue 0.84 mol Hx/mol
de azlcar total y 109.55 mLH2/L-d,
respectivamente, obtenido con un pH inicial
de 6.5 y concentracién de sustrato de 10
g/L.

(Fangkumy
Reungsang,
2011)

El reactor se operé en lote. El in6culo fue
proveniente de PTAR. El sustrato se bas6 en
11.700 g de Glucosa. Los nutrientes fueron
extracto de levadura, NaHCO3, NH4Cl, Na;HPO4,
KH2P04, MgCIg.GHZO,MnSO4-2H20, CUSOA'SHZO,
CaClz-2H,0, FeS04:7H20 a una temperatura
36°C.

El valor del pH en el efluente vari6 desde
57 a 6.3. La cantidad de bacterias
anaerobias en general aumenté (formadoras
de esporas del género Clostridium), las
reductoras de sulfatos disminuyeron.
Cuando se increment6 de 2 a 10 h el TRH el
contenido de hidrégeno disminuyé de 12 a
9%.

(Nakamura et
al., 2003)

1.9. Reacciones en la produccion y consumo de hidrégeno

En la Tabla 1.5 se observan las reacciones donde participan diferentes reactivos
para la produccién y consumo de hidrégeno por fermentacion oscura. En el tipo de
reaccion se incluye la fermentacion y la oxidacion anaerobia (etapa metanogénica
y acetogénica). Los productos generados ademas del hidrégeno son el butirato y
el acetato. En el consumo del hidrégeno participan las bacterias metanogénicas,
acetogénicas y sulfureductoras. El valor de la energia libre de Gibbs muestra que
las reacciones ocurren de forma espontanea (-) y natural (+).

Tabla 1.5. Reacciones de produccion y consumo de hidrégeno por

fermentacion oscura (Valdez y Poggi, 2009)

Tipo de reaccion

Reaccién

Energia libre de
Gibbs (KJ/reaccion)

Fermentacion CeH1206 + 2H20 = 2H> + butirato + 2HCOg + 3H* -135
Fermentacion CeH1206 + 4H20—> 4H: + 2acetato + 2HCOs" + 4H* -207
Oxidacién anaerobia (sintropia) Butirato + 2H-0 —> 2H: + 2acetato + H* +48.2
Oxidacién anaerobia (sintropia) Propianato + 3H.0 —> 3H. + acetato + HCOs + H* +76.2
Metanogénesis 4Hz + HCOgz + H*—> CH4 + 3H20 -135
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Tipo de reaccion

Reaccién

Energia libre de
Gibbs (KJ/reaccion)

Acetogénesis a partir del CO2 y H2

4H; + 2HCO3 + H*—> acetato + 4H.0

-105

Sulfato-reduccién

4Hz + SO42— HS + 3H20 + OH-

NA

NA: no aplica

1.10. Inhibiciéon de bacterias metanogénicas

En la produccidon de hidrégeno en sistemas de fermentacion oscura y digestion
anaerobia, el hidrogeno puede ser consumido por las bacterias metanogénicas,
por lo que es indispensable inhibir especificamente los metandgenos sin afectar
adversamente las bacterias exoelectrogenas (Liu et al., 2011). Por lo que es
necesario disminuir la actividad de este tipo de bacterias (Reyes-Contreras y Vidal,
2015). Existen pretratamientos para seleccionar a las bacterias productoras de
hidrégeno, algunos de los métodos son: choque térmico, acido, base, aireacion,
cloroformo entre otros (Wang y Wan, 2008). Estos tratamientos se realizan para
someter a los microorganismos a condiciones de estrés que permiten seleccionar
bacterias que puedan adaptarse a las nuevas condiciones.

1.11. Bacterias productoras de hidrégeno y rutas metabdlicas

Bacterias termofilicas como las del género Clostridium y Enterobacter pueden
llevar a cabo la produccién de hidrégeno por fermentaciébn oscura. En la
generacion de hidrogeno son muy utilizadas este tipo de bacterias como indculo
de cultivo puro o mixto (Arslan et al., 2015). Las bacterias del género Clostridium
son Gram positivas, baciloformes (forma de baston), se desarrollan en un
ambiente estrictamente anaerobio y son formadoras de esporas cuando se
someten a condiciones de estrés (altas temperaturas y pH bajo) (Bastidas-
Oyanedel et al., 2015). Sin embargo, las especies del género Enterobacter son
Gram negativas, baciloformes, anaerobias facultativas y no formadoras de
esporas. La mayoria de los estudios que emplean cultivos puros de bacterias para
la produccion fermentativa de hidrégeno utilizan glucosa como sustrato (Wang vy
Wan, 2009). Se ha encontrado que un buen cultivo mixto de bacterias productoras
de hidrogeno habitan en ambientes como suelo, aguas residuales, compostas y
lodo anaerobio (Redondas, 2013). Estas fuentes de cultivo mixto de bacterias
provenientes de estos ambientes pueden ser utilizadas como in6culo para los
procesos de produccion de hidrégeno (Wang y Wan, 2009). La produccion de
hidrégeno por fermentacion oscura se puede llevar a cabo tanto con cultivos puros
y mixtos, con gran variedad de cepas.
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En la Tabla 1.6 se muestran algunos géneros de los microorganismos productores
de hidrogeno. Con respecto a los cultivos con cepas puras de microorganismos,
se tienen referenciados algunos géneros y especies de bacterias muy estudiadas.
Dentro de los microorganismos anaerobios estrictos, los cuales son muy sensibles
a la presencia de oxigeno, se encuentra el género Clostridium, ademas de
bacterias del rumen, terméfilos y metandgenos. El género Clostridium ha sido uno
de los mas estudiados, tanto en cultivo por lotes como en continuo (Bedoya et al.,
2007).

Tabla 1.6. Microorganismos productores de hidrégeno

Tipo de indculo Microorganismos
Cultivo puro Clostridium
Enterobacter
Bacillus

Escheriquia coli

Rhodobacter sphaeroides

Cultivo mixto Clostridium

Ruminococcus albus

Spirocheta

Anaerocellum

Caldicellulosiruptor

Dictyoglomus

Fervidobacterium

Thermoanaerobacter

Thermotoga

En ambientes anaerobios, los protones se recombinan con los electrones
mediante la catalisis de la enzima hidrogenasa (Argun y Kargi, 2011). Las
bacterias anaerobias no necesitan la energia luminosa para fermentar sustratos
organicos. La degradacion de estos compuestos se realiza mediante diferentes
rutas metabdlicas presentes en distintos microorganismos, cada uno con un
comportamiento fisiolégico distinto. La primera etapa en la formacién de hidrégeno
es la hidroélisis de materiales particulados complejos en materiales disueltos mas
simples, en este punto la glucosa es utilizada como sustrato por bacterias
fermentativas hidroliticas. Durante este proceso se desarrollan reacciones
enzimaticas donde la glucosa es convertida en acido pirdvico mediante la via
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metabdlica de glucdlisis (via Embden-Meyerhof-Parnas). En la Ecuacién 1.11 se
muestra la reaccion donde se producen moles de hidrégeno a partir del
dinucledtido de nicotinamida adenina reducido (NADH) (Ntaikou et al., 2010).

NADH + H* > NAD* + H, (Ec.1.11)
C¢H,,0¢ + 2NAD* - 2CH,CO0CO0™ + 4H* + 2NADH (Ec.1.12)

Posteriormente el &cido pirdvico es transformado por el proceso de
descarboxilacion oxidativa a través de la coenzima acetil-CoA que dependiendo
del sistema catalitico que tengan los microorganismos puede ser metabolizada en
acetato, butirato o formiato de los cuales se generan entre 2 0 4 moles de H2/mol
de glucosa consumida (Valentine et al., 2000; Blanco y Rodriguez, 2012), por lo
tanto de esta forma el acetil-CoA se puede generar mediante la siguiente reaccion
(Ecuacion 13).

Piruvato + CoA < acetil — CoA + formiato (Ec.1.13)

El acetil-CoA también puede ser metabolizado en otro subproducto como el
acetato, o a butirato y en ambos procesos de la reoxidacion de los moles de
ferredoxin se genera un mol de hidrégeno mediante la catélisis enzimética. En el
caso de que el acetato sea el producto final, se genera un mol extra de Hz de la
reduccion de cada mol de NADH a NAD* formando una produccion de H: total de
4 moles/mol de glucosa. En el caso de que el butirato sea el producto final, el
NADH es utilizado para la oxidacion del acetil-CoA a butirato, la produccion de Hz
sera de 2 moles/mol de glucosa. La produccién simultdnea de acetato y butirato
dependera de las condiciones del cultivo y del tipo de microorganismo para la
produccion de Hz, (Blanco y Rodriguez, 2012). De acuerdo con Chen et al. (2006),
la via del acido acético permite una mayor produccién de hidrogeno que la del
acido butirico. La produccion de hidrégeno por mol de glucosa es 2-3 moles de
hidrogeno por mol de hexosa (Hallenbeck y Benemann, 2002; Redondas, 2013).
Para lograr mayores rendimientos de hidrégeno debe ser evitada la produccion de
etanol, acido propionico y &cido lactico ya que consumen intermedios bioquimicos
hidrogenados como el NADH (Venkata et al., 2008; Aceves-Lara et al., 2008;
Redondas, 2013).

La Figura 1.3 muestra las rutas metabdlicas para la produccion de hidrégeno con
la formacion de acetato y butirato como productos finales de la fermentacion
oscura partir de la glucosa.
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Figura 1.3. Generacion de hidrégeno con producciéon de acetato (A) y butirato (B)
a través de la ruta de la glucdlisis (Ntaikou et al., 2010)

En la Tabla 1.7 se muestran las especies de las bacterias Clostridium que
participan en la digestién anaerobia a partir de diferentes sustratos. Los productos
de la fermentacion en general son: butirato, acetato, CO2, Hz, butanol, etanol,
acetona, acetoina, propianato y 2-propanol.

Tabla 1.7. Bacterias Clostridium que participan en la fermentacion

Especie de Clostridium Sustrato Productos de la fermentacion
Produccidn de acido butirico.
C. butyricum Glucosa, almidon, dextrina | Butirato, acetato, CO2, H:
C. tyrobutyricum Glucosa, lactato Butirato, acetato, CO2, H2
C. pasteurianum Glucosa, almidén, manitol Butirato, acetato, CO2, H2
C. pectinovorum Pectina, almidén glucégeno | Butirato, acetato

Produccién de butanol
C. butylicum Glucosa Butirato, acetato, butanol, 2-propanol, COz2, H:

C. acetobutylicum Glucosa, glicerina, piruvato | Butirato, acetato, butanol, acetona, etanol, COz, Hz

Produccion de acido propionico

C. propionicum Alanita, piruvato Acetato, propianato, CO2
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1.12. Factores que afectan ala produccién de hidrégeno por fermentacion

En la produccion de hidrégeno existen factores que afectan el rendimiento, entre
ellos estan el sustrato, el pH, la temperatura, el tiempo de retencidén hidraulico
(TRH), la carga organica (CO) y la presion parcial de hidrégeno (Ghimire et al.,
2016; Redondas, 2013). Los siguientes factores son considerados importantes en
este estudio.

e Sustrato: El tipo de sustrato es vital en el estudio de las condiciones de
produccion de hidrégeno. Muchos estudios de digestion anaerobia por
fermentacion oscura han utilizado carbohidratos, tales como: la glucosa,
sacarosa, almidon y celulosa. Otros sustratos también han sido utilizados
como la maltosa, lactosa y galactosa. El sustrato mas adecuado para la
produccién de hidrégeno son los carbohidratos, seguidos de las proteinas,
las aguas residuales son ricas en carbohidratos y también contienen
proteinas, por lo tanto pueden ser utlizadas para la produccién de
hidrogeno (Ghimire et al., 2016; Redondas, 2013).

e pH: De acuerdo con Liu (2008) el nivel de pH afecta la actividad enzimatica
en los microorganismos, esto debido a que las enzimas son activas solo en
un determinado rango de pH y tienen una actividad maxima a su pH optimo.
El correcto pH es un parametro fundamental para altos rendimientos en la
produccion de hidrégeno por fermentacion. (Bastidas-Oyanedel et al., 2012
y 2015). Liu et al. (2006) reporté que el pH éptimo para la generacién de
hidrogeno por fermentacion es alrededor de 5 o 5.5. Con valores de pH
inferiores a 5.5 se induce a que la enzima formatodeshidrogenasa catalice
la descomposicion de ciertos productos en hidrégeno (Bastidas-Oyanedel et
al., 2012).

e Temperatura: La produccion de hidrégeno mediante digestiébn anaerobia se
puede llevar a cabo con la presencia de bacterias mesdéfilas (Clostridium,
Enterobacter) a una temperatura alrededor de 35°C, las temperaturas
inferiores a 35°C puede disminuir la velocidad de la fermentacién. Se ha
demostrado tener un buen rendimiento en la conversion de sustrato y
producciéon de hidrégeno en un rango de temperatura de 33 a 41°C
(Bastidas-Oyanedel et al., 2015).

e El tiempo de retencion hidraulico (TRH): El TRH es un factor importante en
la seleccion de microorganismos. Un tiempo prolongado de fermentacion es
desfavorable para la produccion de hidrogeno cuando se utiliza agua
residual real como sustrato, ya que el aporte de bacterias presentes en el
agua residual real favorece el crecimiento y desarrollo de metandgenos.
Cuando se trabaja con agua sintética es permisible manejar altos tiempos
de retencion (Chandrasekhary Lee, 2015).
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CAPITULO 2. OBJETIVOS, HIPOTESIS Y JUSTIFICACION
2.1. Objetivo general

e Evaluar el desempefio de un sistema hibrido constituido por una CCM
productora de hidrégeno (CCM-H2) acoplado a una CCH para la produccion
de electricidad

2.2. Objetivos particulares

e Determinar los perfiles de voltaje, corriente y potencia eléctrica en una
CCM-H2 y la produccion de voltaje en una CCH

e Comparar la produccién de electricidad de la CCM-Hz 'y CCH

e Evaluar la produccion de hidrégeno en la CCM-H:z con diferentes TRH

e Determinar las comunidades microbianas soportadas sobre el anodo de la
CCM-H2

2.3. Hipotesis

e El sistema CCM-H: generara simultdneamente bio-electricidad y bio-
hidrogeno. EI bio-hidrégeno generado por el sistema CCM-H: sera
suficiente para ser utilizado como combustible en una CCH para la
produccion de electricidad

2.4. Justificacion

El estudio con celdas de combustible microbianas y con reactores productores de
hidrogeno es de interés en la produccion de electricidad, debido a la elevada
potencialidad de produccién de energia. Tanto la CCM como la CCH son
tecnologias emergentes e innovadoras, existe una gran variedad de reportes
enfocados al uso e investigacion de éstas, pero no se han determinado las
condiciones 6ptimas de operacion y construccion. Investigadores explican que el
desemperio de las celdas de combustible depende mucho de su arquitectura, son
pocos los estudios que revelan formas o caracteristicas de optimizacion vy
perspectivas para mejorar el desempefio de generacion de electricidad de las
celdas de combustible.

Otro punto a favor de las celdas de combustible microbianas y en reactores
productores de hidrogeno, es que también son tecnologias prometedoras para el
tratamiento de aguas residuales ya sea de tipo domésticas o industriales, con las
gue se han obtenido altas remociones de materia organica,de hasta un 90%.
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Una de las limitantes es la baja produccién de electricidad en este tipo de sistemas
electroquimicos, por lo que este tipo de dispositivos se pretende utilizar para
satisfacer demandas energéticas de baja magnitud, especialmente en areas
remotas que incluso no cuentan con sistema de tratamiento de aguas residuales.

El fin de realizar investigaciones con tecnologias renovables es evitar el uso de las
energias convencionales que provocan dafios al ambiente. Por ello es importante
disefiar e implementar nuevas formas para la obtencion de electricidad a partir de
diferentes mecanismos. Este trabajo evalué la produccion simultanea de
electricidad y bio-hidrogeno en un solo reactor bio-electroquimico sin la necesidad
de utilizar una corriente externa para la produccién del bio-combustible. El bio-
hidrégeno generado por el reactor bio-electroquimico sirvié como combustible para
una CCH en el cual se obtuvo electricidad a partir del bio-hidrégeno.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA
3.1. Estructura del sistema hibrido

3.1.1. CCM-H2

En esta investigacion se utilizd6 una CCM tipo PEM de material de acrilico con un
volumen de 10 L (19 cm de largo x 17 cm de ancho x 30 cm de alto), en la parte
inferior de la celda se encuentra la entrada de agua de alimentacion, en la parte
superior frontal, se encuentra la salida del efluente de agua residual/sintética. La
salida de biogas producido en la camara de la celda, fluyé en la parte superior
mediante un tubo de salida conectado a una campana de acrilico, donde fue
captado y conducido a una bolsa para biogas atravesando un sensor de biogas de
una microturbina Flo-Sensor McMillan100, donde su funcién fue registrar la
produccién de biogas en el sistema en mL/min, también se midi6 el flujo de biogas
por el método de desplazamiento de agua. Para la captacion de bio-hidrégeno se
utilizé una bolsa para biogas en la que fue almacenado. En los extremos
transversales la celda cuenta con cubiertas de acrilico para los electrodos
catodicos, estas cubiertas tienen 4 orificios de 3 cm de diametro, los cuales
permiten la entrada de oxigeno (aire) por contacto natural del ambiente al catodo
donde reacciona con los protones y electrones cerrando el circuito. Los dos
catodos estan ubicados en parte externa de la celda, ambos estan constituidos por
tres materiales, una tela de grafito (Brunssen Inc. México) de 0.0135 m? de area
superficial, una membrana de intercambio catibnico (CMI-7000, Membrane
International Inc. USA) de 0.0135 m? de area superficial y una placa de cobre con
un area de 0.003 m? el cual funciona como recolector de electrones y protones, los
catodos fueron contactados entre si con cable de cobre para formar solo uno.
Como anodo se utilizaron 3 fieltros de carbdn (Brunssen Inc. México), apilados y
conectados entre si, todos con un &rea superficial de 0.0098 m?, ademas se
conectd un alambre de cobre que comunic6 a los tres fieltros de carb6n formando
uno solo recolector de electrones. El &nodo se colocé de forma horizontal en la
parte central inferior dentro de la celda. La distancia entre los electrodos es de 8
centimetros.

Tanto el catodo como el anhodo se conectaron a una tarjeta de adquisicion de
datos Arduino y un banco de resistencia a una computadora donde se registraron
los voltajes. La microturbina que midié el flujo de biogas también se conect6 a la
tarjeta de Arduino del circuito externo. El voltaje a circuito cerrado (1000 Q) y el
flujo de biogas fueron monitoreados en tiempo-real registrando muestras cada 5 h
a través del sistema de adquisicién de datos en el programa Labview.
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En la Figura 3.1 se muestra la estructura de la CCM-Hz, asi como la composicién
de los electrodos y el sistema de adquisicion de datos.

| Captacién de bio-hidrégeno

Sensor de biogas (bolsa para biogas)
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Figura 3.1. Estructura de la CCM-H2

3.1.1.1. Acondicionamiento del catodo

Para el acondicionamiento del catodo es necesario eliminar las posibles impurezas
gue pudieran tener los materiales, para ello las telas de grafito fueron sumergidas
en una solucién 1 N de HCI y una solucién 1N de NaOH durante 2 h, finalmente
fueron lavadas con agua desionizada y secadas en una estufa RedLINE durante 2
h. Una vez limpias las telas de grafito se realizé la técnica de electrodeposicion del
catalizador, mediante prueba se impregno Pb sobre la superficie de las telas de
grafito, este proceso se realizd6 para acelerar las velocidades de reaccion que
ocurren en el catodo. Esta técnica consistié en la preparacion de una solucién
electrolitica en la cual se disolvié 68 mg de PbO2, donde se impregné 0.5 mg/cm?,
por lo que 68 mg corresponde a la cantidad necesaria para impregnar una tela ce
grafito con un area de 135 cm? (0.0135 m?), también se agregé 2 g/L de NacCl, el
pH se ajustd a 2.7 con acido sulfarico al 98 %, la solucion se agitd en una parrilla
marca CORNING durante 30 min. La solucion electrolitica se coloco en un
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recipiente de acrilico que cuenta con aperturas para colocar electrodos, como
anodo se utilizé una placa de aluminio y el catodo una tela de grafito. Se
conectaron los electrodos en forma paralela a una fuente de poder marca
SORENSEN con una distancia de 2 cm entre ambos siendo el catodo el material a
recubrir. La energia para llevar a cabo este proceso fue de 0.3 Volts y 0.6 amperes
durante 20 min. Finalmente se introdujo la solucién con la tela de grafito a la estufa
a una temperatura de 110°C para secar el electrodo durante un tiempo de 72
horas. En la Figura 3.2 se observa el proceso de la electrodeposicion.

Cétodo
(Tela de grafito de 15x9 cm)

Anodo
(Placa de aluminio de 15x9 cm)

Electrolito
(PbO2+ NaCl)

Figura 3.2. Electrodeposicion con PbO:2

3.1.2. CCH

Se utilizé una CCH tipo PEM marca H-TEC, modelo PEMFC kit Item No. F107. En
los extremos esta celda cuenta con tubos y conectores para la entrada y salida de
hidrogeno y oxigeno, las cubiertas son de material acrilico las cuales estan
perforadas con tornillos que sujetan la celda, en el interior tiene dos electrodos; un
catodo laminado de carb6n con catalizador de platino y un anodo laminado de
carbon y una membrana de intercambio proténico, todos con un area superficial de
0.0016 m?, los electrodos son dirigidos hacia la parte superior, donde se mide la
electricidad. Esta celda tiene una potencia hominal de 600 mW (H2/02) y 200 mW
(Hz/aire), el voltaje maximo que puede generar la CCH es de 1 V. Como fuente de
alimentacion se utilizé el hidrégeno producido biolégicamente por la CCM-Hz y
como fuente de oxigeno se utilizé aire controlado con un medidor de flujo a 500
mL/min. Los voltajes producidos fueron medidos con un multimetro, inyectando
volimenes de muestra de 50 mL con una jeringa después de cada fase de
experimentacion de TRH. En la Figura 3.3A se observa la celda de combustible de
hidrogeno y su estructura, en la Figura 3.3B se observa la CCH real que se utilizé
en este trabajo, donde el puerto de color rojo corresponde al &nodo, el cual cuenta

Oscar Guadarrama Pérez 28



Caracterizacion de un sistema hibrido de CCM productora de hidrégeno-CCH para la produccion de electricidad

con un tubo de entrada de oxigeno y del lado opuesto se encuentra un puerto
color azul que corresponde al catodo, donde también cuenta con un tubo de

entrada de hidrégeno.

.
i
Membrana PEM

—

B)

Figura 3.3. Partes de una CCH (A), y la CCH real (B)

3.2. Procedimiento experimental
3.2.1. Configuracion del sistema hibrido y operacion

La operacion de la CCM-Hz se divide en tres etapas, las primeras dos fueron
operadas en modo continuo y la tercera se opero en lote. La primera etapa fue el
arranque y acondicionamiento, donde el reactor operd con agua residual municipal
durante 38 d, en este tiempo se observo el crecimiento de la biopelicula sobre las
paredes del anodo, la cual se consideré6 como el primer in6culo (I11). El pH se
ajusté a 5.5, con una temperatura de 32°C y un TRH de 8 d. Durante la operacién
se midieron los parametros de voltaje y DQO hasta llegar a una estabilizacion.
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Posteriormente se realizd un pretratamiento térmico-acido para la preparacion de
dos in6culos adicionales.

La segunda etapa es la evaluacién del sistema operado en continuo, esta tuvo una
duracion de 110 d, en este caso la CCM-H2 se operé con agua sintética. Se
adicionaron dos nuevos inoculos: bacterias puras (+12) y una mezcla de lodos
anaerobios pretratados termicamente (+13), ambos fueron adicionados en forma
de bioaumentacion, por lo que fueron estudiados de forma conjunta.
Inmediatamente después de haber inoculados las bacterias puras, inicid la
alimentacion con agua sintética. En esta etapa el reactor se operd con un pH de
6.5 y una temperatura de 32°C. Después de que los indculos se aclimataron al
nuevo sustrato y a las condiciones de operacion se evaluaron tres fases con
diferentes TRH de 8 4 y 1 d. En las etapas 1 y 2 se dio seguimiento a las
mediciones de bio-hidrégeno, voltaje y parametros analiticos.

Al finalizar la evaluacion de la CCM-H2 con los diferentes TRH, el agua sintética
contenida en la celda fue remplazada al 100 % por nueva agua. Cuando el reactor
fue llenado nuevamente comenzo la evaluacion de la tercera etapa, esta fue
operada en modo lote, tuvo una duracién de 14 d, donde solo se monitoreo el
voltaje y la produccién de bio-hidrégeno. En la Tabla 3.1 se muestra el
procedimiento experimental que comprende la operacion de la CCM-Hz2, donde se
pueden observar las etapas, el tipo de agua de alimentacion, los parametros
operacionales y de evaluacién, los tiempos de operacion y los indculos utilizados

en el reactor, donde +I2 y +I3 representa la adicion de los in6culos al anodo

Tabla 3.1. Procedimiento experimental

Etapa experimental | Tipo de Tipo de TRH Caudal pH | Temperatura Dias de

Parametros de

agua in6culo (d) (mL/min) (°C) operacion evaluacion o
monitoreo
Arranque y desarrollo Agua 11 8 0.6 55 32 0-38 Voltaje, bio-
de biopelicula residual hidrégeno y
alimentando con agua | municipal parametros
residual real operado analiticos
en continuo (Etapa 1)
Evaluacion del sistema Agua +12 8 0.6 6.5 32 39-56
alimentando con agua sintética
sintética operado en Agua +I3 8 0.6 6.5 32 57-92 Voltaje, bio-
continuo (Etapa 2) sintética hidrégeno y
Agua Mezcla de 4 1.2 6.5 32 93-129 parametros
sintética indculos analiticos
Agua Mezcla de 1 4.8 6.5 32 130-149
sintética inoculos
Evaluacion del sistema Agua Mezcla de --- --- 6.5 32 150-164 Voltaje y bio-
alimentando con agua sintética inoculos hidrégeno
sintética operado en
lote (Etapa 3)
11: In6culo 1 (Biopelicula desarrollada con la alimentacion de agua residual municipal)
12: In6culo 2 (Bacterias puras)
13: In6culo 3 (Mezcla de lodos anaerobios pretratados)
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Al finalizar la evaluacion de la CCM-Hz, el bio-hidrogeno almacenado en las bolsas
para biogas de cada fase (TRH de 8, 4 y 1 d) fue inyectado en el catodo de la
CCH. En el anodo se inyect6 oxigeno (aire) mediante un medidor de flujo de aire.
Al aplicar ambos gases simultaneamente sobre los electrodos de la CCH se
produjo electricidad, donde se midi6 el voltaje con un multimetro. En la Figura 3.4
se observa el diagrama general que compone todo el sistema hibrido de este
estudio.

A) [— ) > [ _
‘ Y ~ Oxigeno (aire) ! Medidor de
Agua residual/sintética ol i ;
N . Bomba de aire flujo de aire
f|— Efluente de agua Biogas (Bio-H,)
Resistencia eléctrica
Biogas (Bio-H,) v
Q Catodo Anodo Bolsa para biogas Cétodo Anodo
Bomba peristaltica + - + -
Influente de agua Voltaje
g CCM-H> CCH | h,0
. _ Multimetro |«
Voltaje
Corriente =
Potencia %_
| [Eiey 5
e %_ AR LE &N
Banco de resistencias Arduino Adquisicién de datos
[
B) o Captacion de
Circuito externo Campana bio-hidrégeno
|
I
Banco de le — - Catodo
resistencias !
y Sensor de biogas
2y '7" y
Arduino )
4 Efluente
] ! i B
' "\ Anodo
CCH T
1 ] Medidor de flujo de ai
Influente - 4——| Medidor de flujo de aire

;: I 3 |

Figura 3.4. Diagrama del sistema hibrido CCM-H2-CCH (A),
Sistema hibrido CCM-H2-CCH real (B)
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3.2.2. Parametros operacionales
3.2.2.1. Temperatura

La temperatura fue controlada a 32°C en todas las etapas de operacion, para
elevar la misma se utilizd una resistencia eléctrica marca Heet-O-matic modelo
306 y para medir la temperatura se utilizO un termémetro de mercurio que se
introdujo al interior del reactor.

3.2.2.2. Sustrato

En la etapa experimental 1 la CCM-H2 se alimentdé con agua residual municipal
cruda y el agua sintética se alimento6 en las etapas 2 y 3, la que contenia sacarosa
como sustrato, macro y micronutrientes de acuerdo con los siguientes autores
Ghimire et al. (2016); Redondas, (2013); Wen et al. (2004); Zhang et al. (2006) y
Masset et al. (2012). La solucién sintética se prepar6 en lotes de 20 L. En la Tabla
3.2 se muestra el contenido de la solucion sintética.

Tabla 3.2. Componentes de la solucion sintética

Macronutrientes | Concentracion (g/L) | Micronutrientes | Concentracion (g/L)
NH4Cl 1.3 H3BOs3 0.0005
KH2PO4 0.25 CoCl2-6H20 0.0005

MgCl2-6H20 0.125 FeS04-7H20 0.0001

CaCl-2H20 0.0025 Kl 0.0025

K2HPO4 0.025 NazHPO4 0.0001
3.2.2.3. pH

Cuando el reactor fue alimentado con agua residual (etapa 1), el pH se control6 a
5.5 y cuando se utilizé la solucién sintética se controlé a 6.5 (etapas 2 y 3). Para
acidificar el agua si utilizé acido sulfarico concentrado.

3.2.2.4. In6culo

Se probaron tres diferentes tipos de inodculos dentro del reactor bio-electroquimico.
El primer indculo se obtuvo mediante el desarrollo y formacion de una biopelicula
a traves de agua residual municipal (I11), dado que no se observo un incremento en
el voltaje, ni en el bio-hidrégeno con este indculo, se adicionaron dos inéculos mas
al reactor. El segundo inéculo consistié de bacterias aisladas de una mezcla de
lodo granular anaerobio, éste fue obtenido de un reactor UASB de aguas
residuales de la industria papelera y de sedimentos recogidos de un lago artificial
en proporcion 50/50 (V/V). En este caso se calentd la mezcla de lodos en un bafio
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maria a una temperatura de 35°C durante 7 d con un pH de 5.5, después, la
mezcla se tratd con un choque térmico a 105°C durante 15 min. Finalmente se
tomaron muestras de la mezcla de lodos secos (Figura 3.5a) y fueron inoculadas
de forma aséptica en cajas Petri con medio de cultivo NBY bajo condiciones
anaerobias, una vez crecidas y purificadas (Figura 3.5b) las bacterias fueron
raspadas con una cucharilla extrayéndolas de las cajas Petri de medio de cultivo y
fueron adheridas directamente a las paredes internas del anodo (12) (Figura 3.5c).
El tercer inéculo, fue la mezcla de lodo granular anaerdbico y sedimento sometido
al pretratamiento térmico (I13), en un volumen de 500 mL, este indculo fue vertido
directamente a las paredes del anodo. Se realizdé un proceso de bioaumentacién
donde el fieltro de carbdn fue el soporte de todos indculos. El primer in6culo se
desarroll6 hasta el dia 38 de operacion del reactor, el segundo se adicion6 en el
dia 39 y el tercer in6culo fue adicionado en el dia 57, por lo que 11, +I12 e +I3
representa una mezcla de inéculos diferentes, cabe mencionar que el anodo no
fue limpiado antes de adicionar los nuevos indculos. Las colonias que crecieron en
el medio NBY fueron aisladas y caracterizadas a través de la respuesta a la
técnica de Wirtz-Conklin y tincion de Gram para la determinacion principalmente
de Bacilos Gram positivos esporulados (Bacillus y Clostridium).

Figura 3.5. a) Pretratamiento térmico-acido de la mezcla de lodo, b) Bacterias
puras en medio NBY, c) Inoculacion de bacterias sobre las paredes del anodo
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3.2.3. Parametros analiticos

Durante la produccién de electricidad y de bio-hidrégeno de la primera y segunda
etapa, se determinaron periddicamente los parametros analiticos en el reactor que
se mencionan en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Parametros analiticos medidos en la CCM-H2

Parametro Frecuencia Punto de Técnica
muestreo
DQO Tres veces por Influente, APHA, 2012
semana Efluente
SST Tres veces por Influente, APHA, 2012
semana Efluente
Nitrégeno Tres veces por Influente, APHA, 2012
amoniacal (N-NH4) semana Efluente
Fosfatos (POa) Tres veces por Influente, APHA, 2012
semana Efluente
pH Tres veces por Influente, Potenciométrico
semana Efluente
Conductividad Tres veces por Influente, Potenciométrico
eléctrica semana Efluente
Potencial redox Tres veces por Influente, Potenciométrico
semana Efluente
Turbiedad Tres veces por Influente, APHA, 2012
semana Efluente
Determinacion de Tres veces por Efluente de Cromatografia
bio-hidrégeno semana biogas de gases
Biogas Tres veces por Efluente de Sensor de
semana biogas biogas y por
desplazamiento

La determinacién de DQO, SST, nitrégeno amoniacal, fosfatos, pH, conductividad
y potencial redox se llevaron a cabo de acuerdo con los métodos del Standard
Methods for Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012). Para ello, se
utilizé un espectrofotbmetro marca HACH modelo DR 2400. Para medir la
turbiedad se utilizd un turbidimetro portatii HI 93703 C marca HANNA. La
determinacién cuantitativa de biogas se realiz6 mediante almacenaje en bolsas
herméticas para muestreo de gases (Tedlar de 1 L), donde posteriormente fueron
analizadas por cromatografia de gases. El flujo de biogas se midié con el sensor
de biogas de microturbina y por método de desplazamiento de agua en el que se
utilizaron frascos serologicos de 50 mL.
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3.2.3.1. Determinacion de hidréogeno por cromatografia de gases

La medicién de la cantidad de hidrogeno producido se midié a través de la
determinacion de su concentracion en muestras de biogds usando un
cromatdgrafo de gases SRI 8610C. La cromatografia de gases abarca todos los
métodos cromatograficos en los que la fase movil es un gas. En el cromatografo
de gases, la muestra es vaporizada en un puerto de inyeccion en la cabeza de la
columna. La muestra es transportada a través de la columna por un gas inerte
(fase movil). La columna en si misma contiene un liquido como fase estacionaria,
el cual estd adsorbido sobre la superficie de un soélido inerte. Para llevar a cabo
estas pruebas se utilizé un detector de conductividad térmica, la columna utilizada
fue la Molecular Sieve 13X de 2.1 mm de diametro interno, 1.82 m de largo y malla
80/100. Se inyectd6 0.1 mL de muestra del biogds al cromatégrafo de gases
mediante una microjeringa de 1 mL. El gas acarreador fue helio de grado
cromatografico a una presion de 60-80 psi. Las condiciones Optimas de operacién
del cromatégrafo de gases en la deteccion de hidrogeno se muestran en la Tabla
3.4.

Tabla 3.4. Condiciones del cromatdgrafo de gases

Pardmetro Valor
Tiempo de corrida 5.5 min
Flujo del gas acarreador 20 mL/min
Pico de hidrogeno 1.1 min
Rampa de temperatura Inicia en 50°C por 2 min
Incrementa 20°C por un min hasta 120°C

Se realiz6 una curva de calibracién con las condiciones éptimas del equipo en la
deteccidén de hidrogeno y metano, para ello se inyectaron volimenes de 0.1 mL
hasta 1 mL, para esta prueba se utilizé hidrégeno 99.98% puro. Para realizar esta
curva se requirié calcular el numero de moles de hidrégeno mediante la Ecuacion
3.1.

PV

n=—
RT

(Ec.3.1)
Donde R= 0.082 atm/mol ¢ K, se tomé en cuenta la presion del lugar en el
laboratorio (P= 0.85 atm (IMTA)), V es el volumen inyectado de la muestraen L y
T es la temperatura del laboratorio (°K). El resultado del andlisis del cromatografo
puede expresarse en %, mg/mL o mL/L. Para determinar la cantidad volumétrica
de hidrégeno se multiplicé el porcentaje contenido en una muestra de biogas por
el flujo de biogas convertido en unidades de L/d dando como resultado la
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expresion L H2/Ld. En la Figura 3.6 se muestra el equipo que se utilizé en este
trabajo.

Figura 3.6. Cromatdgrafo de gases SRI 8610

3.3. Caracterizacién bio-electroquimica
3.3.1. Voltaje

Los voltajes expresados en mV fueron registrados con el software de adquisicion
de datos de Labview.

3.3.2. Intensidad de corriente

Para el célculo de la intensidad de corriente (1) se utilizo la formula I=V/ Rext, donde
Rext €s la resistencia externa del en el circuito externo y V es el voltaje (Logan et
al., 2006), expresado en mA (miliamperes).

3.3.3. Potencia

La potencia (P) se calcul6 con la féormula P=IV (Logan et al., 2006) expresado en
mW (miliwatt).

3.3.4. Densidad de corriente

La densidad de corriente (DC) es el resultado de la division de la intensidad de
corriente entre el area del anodo (Logan et al., 2006) expresado en mA/m?2,

3.3.5. Densidad de potencia

La densidad de potencia (DP) es el resultado de la divisién de la potencia entre el
area del anodo (Logan et al., 2006) expresado en mW/m?2.
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3.3.6. Potencia volumétrica

La potencia volumétrica (PV) es el resultado de la division de la potencia entre el
volumen del reactor (Logan et al., 2006) expresado en mW/m3.

3.4. Curvas de polarizacion

Las curvas de polarizacion se obtuvieron al término de operacion de cada fase de
TRH de la CCM-Hz. Para realizar esta prueba se midieron los voltajes a circuito
abierto, después se realizaron mediciones de voltajes con una serie de
resistencias de diferentes valores (ohms) de forma creciente, para ello se utilizé el
banco de resistencias programables que se encuentra acoplado al sistema de
adquisicién de datos de Labview. Los valores de las resistencias fueron 10 Q, 50
Q, 100 Q, 200 Q, 300 Q, 500, 800, 1K Q, 2K Q, 5K Q, 10K Q, 15K Q, 20K Q, 25K Q
y 30K Q.

3.5. Produccién de hidrégeno-Cinética en lote

Para evaluar la cinética del proceso de produccién de hidrégeno en la CCM-H2 se
utilizé el modelo ajustado de Gompertz, esta prueba se realizé durante la tercera
etapa experimental. La cantidad de hidrégeno obtenido por procesos fermentativos
se puede cuantificar en términos de rendimiento y tasa. El rendimiento se define
como la cantidad de H2 producido por cantidad de sustrato consumido y se
expresa en unidades de mol Hz mol/sacarosa (0 algun otro sustrato). La tasa de
produccion de hidrogeno (TPH) se refiere a la cantidad de hidrégeno producido
(mL) en un tiempo determinado y por unidad de volumen del reactor (tasa
volumétrica) o por unidad de biomasa (tasa especifica) (Argun y Kargi, 2011). Es
importante mencionar que es posible ajustar matematicamente la produccion de
hidrogeno por digestion anaerobia mediante la ecuacion modificada de Gompertz.
En la Ecuacién 3.2 se muestra la expresion matematica la cual es un modelo
adaptado para describir el progreso acumulativo de produccién de hidrégeno en
un experimento lote, tal como se evalué en este trabajo.

H = Hpax * exp{—exp [HRT"‘ A—1t) + 1]} (EC.3.2)

Donde: H corresponde a la produccion acumulada de hidrégeno (mL 6 mmol),
Hmax a la producciéon acumulada maxima de hidrégeno (mL 6 mmol), R es la tasa
de produccion maxima de hidrogeno (mL/h 6 mmol/h), t es el tiempo de la corrida
(h), A es la fase de latencia (h) requerido para comenzar la produccién de
hidrogeno y e es el valor exponencial (2.71). Esta ecuacion ha sido empleada por
diferentes autores (Zhang et al., 2003; Lay et al., 1999; Chen et al., 2008,
Gadhamshetty et al., 2010 y Buitron y Carvajal, 2010) con altos ajustes de r2>0.90,
donde se ha querido correlacionar resultados experimentales con este modelo

Oscar Guadarrama Pérez 37



Caracterizacion de un sistema hibrido de CCM productora de hidrégeno-CCH para la produccién de electricidad
. __________________________________________________________________________________________________________________]

matematico de tipo predictivo. Para la resolucion de este modelo se utilizo la
funcion Solver de Microsoft Excel version 2013.

3.6. Tinciones de Gram y esporas

Se realiz6 la identificacion microbioldgica de las bacterias presentes en el material
anodico. Para ello se tomaron dos muestras, la primera se tomd a partir de la
mezcla de lodos anaerobios pretratados en la fase de obtencion de bacterias
puras para el 12 en el dia 30 de operacion de la CCM-H2 de la etapa de arranque y
acondiciomaniento, ésta se tomo después de haber realizado el pretratamiento
térmico-acido. La segunda muestra se tomé tres dias después de haber finalizado
la tercera etapa de operacion a partir de las paredes del fieltro de carbén para
identificar las bacterias que quedaron en la biopelicula anddica.

El procedimiento para llevar a cabo la preparacién de medios de cultivo NBY vy el
sembrado de bacterias fue el siguiente.

1. Se peso 5 g de Peptona, 3 g de extracto de carne, 2 g de extracto de
levadura, 2 g de K2HPO4, 0.5 g de KH2PO4, 25 g de sacarosa, 0.247
g de MgSO4-7H20 y 15 g de Agar bacteriologico y se disolvio en un 1
L con agua desionizada en un matraz Erlenmeyer.

2. Se sell6 la tapa del matraz con un tapén de algodén y papel aluminio.

3. Se esterilizé la solucion en autoclave a 121°C durante 15 min y 18
Ib/in? de presion.

4. Se vertié el medio de cultivo en cajas Petri dentro de una campana
de flujo laminar en condiciones asépticas.

5. Después se sembraron las bacterias en las cajas con medio de

cultivo a partir de una muestra de la mezcla de lodos pretratados,
para mantener condiciones estériles se utiliz6 un mechero bunsen, al
inocular sobre las cajas se realizé un estriado por método de dilucién.

6. Se colocaron las cajas Petri en un desecador en estado anaerobio,
para ello se agotd el oxigeno con el uso del fuego de una vela, se
sell6 el desecador herméticamente y se colocd en una incubadora a
32°C durante alrededor de 72 h.

Una vez crecidas las colonias bacterianas se tom0 muestra de cada colonia
individual con un asa bacteriol6gica en condiciones estériles y se repitid el proceso
de sembrado. Finalmente se realizé la técnica de tincién de Gram y la tincién de
esporas. El procedimiento se describe a continuacion.

3.6.1. Tincién de Gram

1. Se depositdé una colonia bacteriana con un asa bacteriologica sobre
la superficie de un cubreobjetos.
2. Se agregd una gota de agua destilada y se fij0 la muestra con

flameos en un mechero.
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3. Se afadié una gota de cristal violeta a la preparacion, se dej6é actuar
el colorante durante un min, se lavé con abundante agua y se eliminé
el exceso de agua sacudiendo el portaobjetos.

4. Después se agreg6 una gota de la solucion lugol a la muestra, se
dejo actuar un minuto, se lavé y se elimind el exceso de agua.

5. Se vertié gota a gota alcohol-acetona lavando la preparacién durante
10 segundos.

6. Se afiadi6 la safranina y se dej6é actuar durante 30 segundos,
transcurrido el tiempo se lavo la muestra y se elimind el exceso de
agua.

7. Se dejo secar la muestra al aire durante 24 h y finalmente se observo

al microscopio 6ptico.

3.6.2. Tincion de Esporas

Algunos geéneros bacterianos producen en su interior formas de resistencia
denominadas endoesporas, que se forman cuando las condiciones ambientales
son desfavorables. Esta prueba se realizd6 para verificar que durante el
pretratamiento de la mezcla de lodos las bacterias hayan desarrollado un estado
de esporulacién, ya que muchas de estas son consideradas productoras de
hidrogeno (Montes, 2008). Para la tincidbn se llevaron a cabo el siguiente
procedimiento:

1. Se depositd una colonia bacteriana con un asa bacteriologica sobre
la superficie de un cubreobjetos.
2. Se afadi6 a la muestra gota a gota colorante verde malaquita, con

unas pinzas se coloco la muestra encima de la llama del mechero de
forma que el colorante humee.

Se lavé con abundante agua el exceso de colorante.

Se agreg6 gota a gota safranina por un min.

Se lavé con abundante agua el exceso de colorante.

Se dejo secar la muestra al aire durante 24 h y se observo al
microscopio optico.

o0k w

3.7. Extraccién de ADN gendmico

La extraccion y purificacion de ADN fue realizada utilizando el kit Wizard Genomic
DNA Purification Kit de marca Promega, especifico para la extraccion de ADN de
Bacterias Gram negativas, el procedimiento de extraccion se realizd de acuerdo a
las especificaciones del fabricante, siguiendo el protocolo Quick PROTOCOL
Isolation of Genomic DNA from Gram Positive and Gram Negative Bacteria.
Posteriormente se cuantificO por espectrofotometria la concentracion de las
muestras de ADN bacteriano, para ello se midio la densidad 6ptica (DO) a 260 nm
expresando la concentracion en ng/uL, buscando que la relacion 260/280 fuera
mayor a 1.8-2).
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3.8. Amplificacién por PCR del gen 16S

Redonde (2013) explica que la técnica de PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa) nos permite replicar un fragmento de ADN de interés, es decir,
obtener un gran numero de copias de un fragmento. En esta técnica son
necesarios los “primers” o cebadores, los cuales son pequefias secuencias de
alrededor de 20 nucledtidos que complementan los fragmento extremos del ADN
gue son necesarios amplificar, otros componentes en este proceso son los
deoxinucledtidos trifosfatados (dNTPs), el buffer adecuado, una enzima de
polimerizacion de ADN (Taq Polimerasa) y un cofactor de la enzima (MgCl2). Esta
enzima sintetiza una nueva hebra de ADN a partir de los “primers” y utiliza como
molde el ADN de interés. El fundamento de la PCR consiste basicamente en la
repeticion ciclica de tres pasos:

1. Desnaturalizacion: Es la separacion de las dos hebras que forman la
molécula de ADN que hay que amplificar.

2. Hibridacion: Es la unién de los “primers” a su secuencia
complementaria en el molde de ADN.

3. Extension: La enzima Taq Polimerasa usando el ADN en forma de

cadena sencilla puede empezar a incorporar dNTPs en el extremo
3’del cebador y sintetizar asi una nueva cadena de ADN.

Cada paso estd definido por un periodo de tiempo y rampeos de temperatura
determinados, formando ciclos. La repeticion sucesiva de estos ciclos permite
obtener un gran nimero de copias del fragmento de ADN.

En este trabajo, la poblacion bacteriana fue estudiada amplificando por PCR la
region variable 3 (V3) del gen 16S del ARNI, los “primers” utilizados fueron fD1 (5°
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) y rP2 (5° ACGGCTACCTTGTTACGACTT 3),
ambos son “primers” universales para el dominio Bacteria y permiten la
amplificacion del gen 16S ARNr. La corrida de PCR fue realizada en un
termociclador marca Perkin-Elmer 9700. Se corrieron dos reacciones, una en 10
ML para observar si se obtuvo un amplicén, después se corrid la reaccién en 50 uL
para el proceso de secuenciacion. En la Tabla 3.5 se muestran los reactivos
utilizados y sus concentraciones en reacciones de 50 pL.

Tabla 3.5. Reactivos utilizados en la prueba de PCR

Reactivos Concentracién
Master Mix 2X 1X
dNTPs 400mM 200 yM de cada uno
Tag ADN polimerasa 50 U
MgCl2 1.5 mM
Oligo rP2 0.5 uM
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Reactivos Concentracion
Oligo fD1 0.5 uM
ADN molde 100-120 ng
H20 inyectable c.b.p. 50 yL

El programa de PCR utilizado fue un programa de amplificacion con rampa
decreciente de temperaturas. Esta basado en comenzar la reaccion de PCR a
temperaturas altas, evitando asi amplificaciones inespecificas, para ir bajando
progresivamente la temperatura de hibridacion una vez copiadas las primeras
secuencias. Un esquema del programa del termociclador esta representado en la
Figura 3.7. El programa consta de una etapa de pre-incubacion a 94°C durante 2
minutos, después sigue la etapa de amplificacion que consiste en 35 ciclos,
comenzando a 94°C durante 15 s, 55°C durante 15 sy 72°C por 1 min 30 s, para
finalizar con una etapa de elongacion final a 72°C por 5 min.

35 ciclos
94°C 94°C
2 min 15s
72°C 72°C
1m30s 5 min
55°C
15s

Figura 3.7. Esquema del programa PCR utilizado para
amplificar el gen ribosomal 16S

3.9. Confirmacion de la amplificacién del producto de PCR (Electroforesis)

El resultado del proceso de PCR en 50 uL fue analizado mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1% (p/v) y teflido con bromuro de etidio para poder ser
observado en una lampara de luz ultravioleta (Transiluminador). En este proceso
se utilizé un marcador de peso molecular de 1500 pb. A continuacién se muestra
la metodologia para llevar a cabo la prueba de electroforesis.

1. Para preparar el gel de agarosa se pes6 0.3 g de agarosa y se
mezclé con 30 mL de solucion TAE 0.5 X (0.242 g/L de Tris (Tris-
hidroximetil-aminometano, 0.057 mL/L de acido acético y 0.1 mL/L de
EDTA 0.5 M)) y 10 mL de agua para reponer las pérdidas por
evaporacion.

2. Se vertio la solucion de agarosa en la camara de electroforesis y se
colocaron los peines.
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3. Una vez solidificado el gel, se retir6 el peine y se colocd 3 yL de
buffer de carga 5X Green Go Taq Flexi DNA Polymerase en la
charola.

4, Se adicion6 5 pL de muestra (producto de PCR) y se mezcl6 con el
buffer de carga.

5. En el primer carril del gel se cargaron 3 pL de marcador de peso

molecular de 1500 pb y 8 uL de muestra en el resto de los carriles

6. Se corrio la reaccion a 90 V durante 45 min.

7. Después se saco el gel y se tifid con bromuro de etidio durante 5 min
en agitacion orbital.

8. El gel se enjuago6 con agua durante 10 min en agitacion orbital.

9. Se coloco el gel en la camara del transiluminador para observar las

bandas de amplificacion.

3.10. Purificacién del producto de PCR y preparacion de la reaccién de
secuenciacion

Para la purificacion de los productos de PCR se utilizé el kit DNA Clean and
Concentrator, marca Zymo. El procedimiento se realiz6 de acuerdo con las
especificaciones del fabricante, siguiendo el protocolo Instruction Manual DNA
Clean & Concentrator™-5. Las reacciones de secuenciacion se prepararon en
tubos de PCR de 200 uL. Los componentes y cantidades de la reaccion de
secuenciacion fueron los siguientes:

e Producto de PCR (100-120 ng)
e Oligo FD1 (10 pmoles (1 uL de una solucién 10 uM [equivalente a pmol/uL]))
e Agua (Hasta acompletar 16 uL)

3.11. Anélisis de secuencias

Posteriormente se realizé la secuenciacion de los fragmentos de ADN
amplificados por PCR. Los métodos de secuenciacion permiten conocer el codigo
genético de un microorganismo, es decir, determinar la secuencia de bases de un
determinado fragmento de ADN previamente amplificado. En este trabajo la
secuenciacion fue realizada por el servicio de secuenciacién del INSTITUTO DE
BIOTECNOLOGIA DE UNAM. Una vez recibidas, las secuencias fueron alineadas
y preparadas utilizando el software Chromas (versién 2.6). Finalmente, para la
identificacion de las especies bacterianas, fueron buscadas las similitudes de las
secuencias con otras secuencias disponibles en la base de datos de ADN
microbiano GenBank del NCBI (National Center for Biotechnology Information)
mediante el programa NucleotideBLASTsearch. Las secuencias obtenidas fueron
depositadas en la base de datos GenBank del NCBI bajo los siguientes numeros
de acceso: MF599339-MF599350.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion fisico-quimica de agua de alimentacién

En la Tabla 4.1 se presentan los resultados de la caracterizacion fisico-quimica de
las aguas residuales utilizadas como influente en las etapas 1 y 2 de operacion.
Recordando que el reactor CCM-Hz se alimentd con agua residual municipal
(ARM) durante la primera etapa, una vez desarrollada y establecida la biopelicula
sobre el anodo, el reactor fue alimentado con la solucion sintética (SS) hasta el
término de la experimentacion. El pH del agua residual municipal fue controlado a
5.5 con H2S04 para la inhibicion de bacterias metanogénicas, esto sucedié cuando
la celda fue alimentada con agua residual municipal. Cuando la celda fue
alimentada con la solucion sintética el pH se control6 a 6.5, ya que las bacterias
electroactivas y productoras de bio-hidrogeno se desempefian en pH cercano a 7
(Mckormik et al., 2015). La DQO del agua municipal fue de 282.3 +62.2 mg/L y la
DQO de la solucién sintética fue de ~1,000 mg/L (999.7 +41.1 mg/L) utilizando la
sacarosa como fuente de carbono facilmente biodegradable. El influente presentd
valores entre un rango de 18-136 mg/L de nitrégeno amoniacal y 15-136 mg/L de
fosfatos en todas las pruebas, tanto con el agua municipal como en la solucion
sintética. Los SST de ambas aguas presentaron resultados en un rango de 80-120
mg/L, los solidos presentes en el agua sintética se atribuyen a la formacion de una
lama sobre las paredes del contenedor de agua, por el alto contenido de sales que
reaccionaron al calor de la resistencia eléctrica que calenté el agua. EI ARM
presentd una conductividad de 873.6 +83.9 mg/L y la SS presentd un valor de
3614 +178.5 mg/L, el incremento en la conductividad puede atribuirse a que la SS
contenia una gran cantidad de sales disueltas por parte de los reactivos. EI ARM
se observé un poco mas turbia (89.5 +33.9 NTU) que la SS (50.6 +16.7 NTU).
Respecto al potencial redox, incrementd su negatividad a lo largo de la
experimentacion, debido a las condiciones ambientales reductoras presentes en el
reactor.

Tabla 4.1. Caracterizacion del agua residual municipal/agua sintética

Parametros INFLUENTE
Agua residual municipal Solucién sintética
(ARM) (SS)

pH 5.4 +1.5 6.6 +0.3
DQO (mg/L) 282.3 +62.2 0999.7 +41.1
Potencial redox (mV) 78.5+19.8 -50.0 +24.7
Conductividad (ps/cm) 873.6 +83.9 3614 +178.5
Nitrégeno amoniacal 27.3+3.0 120.0 +16.1
(mg/L)
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Parametros INFLUENTE
Agua residual municipal Solucidn sintética
(ARM) (SS)
SST (mg/L) 86.8 +43.4 112 +3.9
Fosfatos (mg/L) 29.1 +13.1 106.3 +16.4
Turbiedad (NTU) 89.5 +33.9 50.6 +16.7

4.2. Produccion de electricidad de la CCM-Hz operado en continuo

4.2.1 Produccién de electricidad de la CCM-H2 a circuito abierto

El voltaje a circuito abierto se define como: el voltaje maximo que se produce bajo
una resistencia infinita, donde los electrodos no son conectados entre si a través
de una resistencia externa, por lo que este parametro mide las actividades de los
reactantes en la superficie del anodo y catodo. En la Figura 4.1 se muestra la
produccion de voltaje en la CCM-H2 medido a circuito abierto y operado con un
TRH de 8 d. El monitoreo de electricidad en esta fase, se realizé desde el inicio de
operacion del reactor hasta los primeros 15 d (dias) de operacion. Al inicio del
monitoreo el diferencial de potencial fue de 36 mV, esto podria deberse a la
diferencia de potencial entre los electrodos basada en factores quimicos y
biolégicos (Min et al., 2005).

El voltaje tuvo un comportamiento creciente dentro de los primeros 14 d, esto se
debe al desarrollo de la biopelicula en el dnodo, por lo que a mayor area de
contacto entre el fieltro de carb6n (anodo) y la biopelicula (bacterias
exoelectrogenas) existe una mayor transferencia de electrones entre los
microorganismos Yy el electrodo. Cuando una CCM se opera con una resistencia
externa grande o infinita como en el caso de medir a circuito abierto, se afecta el
potencial del anodo, haciéndolo mas negativo, lo que provoca que las bacterias de
la camara anddica ganen menos energia para formacion de biomasa y se
registren valores altos de voltajes (Logan et al., 2006). EI maximo voltaje generado
fue de 814 mV, valor registrado en el dia 14 de operacion. Después del dia 15 (ya
establecida la biopelicula) el voltaje se mantuvo casi constante y cuando se
observé una ligera disminucion de energia, se concluyd la medicion de voltaje a
circuito abierto, por lo que se procedié a conectar la resistencia externa para medir
el voltaje a circuito cerrado.
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Figura 4.1. Produccion de voltaje en la CCM-H: a circuito abierto

4.2.2. Produccién de voltaje en la CCM-Hz a circuito cerrado en continuo

En las Figuras 4.2, 4.3, 4.4 y 4.11 no se observan datos en los primeros 15 d
debido a que en ese tiempo se midi6 el voltaje a circuito abierto para promover un
mejor desarrollo de la biopelicula, entre los dias 25 y 34, tampoco se observan
datos debido a una desconexion el en sistema de adquisicion de datos.

La Figura 4.2 muestra la produccion de voltaje de las diferentes etapas y fases de
operacion en la CCM-Hz, también se puede observar las fases en que fueron
adicionados los inéculos, 11 corresponde a la fase de arranque del reactor donde
comprende el tiempo de desarrollo de la biopelicula, en la cual se alimentd con
agua municipal. En esta misma fase se acidificd el agua de alimentaciéon (pH de
5.5) con el fin de incrementar la seleccion de microorganismos productores de bio-
hidrogeno y para la inhibicion de los metandgenos. Sin embargo el pH acido afecto
negativamente las bacterias exoelectrégenas, ya que el voltaje disminuy6
progresivamente hasta llegar a 0 mV. Dado que no se observé una importante
diferencia en la produccion de bio-hidrégeno, se adicionaron los dos in0culos mas.
En la siguiente Figura (4.2) “+12” representa la fase en que se adicion6 el segundo
in6culo y “+13” representa la adicion del tercer in6culo, ambos se adicionaron
operando con un TRH de 8 d. Con los TRH de 4 y 1 d no se adicioné otro indculo,
por lo que permanecieron los tres indculos mezclados.

Considerando que parte de las bacterias metanogénicas fueron inhibidas, se
controld el pH a 6.5 a partir de la adicién de los in6culos 2 y 3 y se aliment6 el
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reactor con la solucion sintética incrementando la concentracion de materia
organica, con el objetivo de aumentar la produccion simultanea de electricidad y
bio-hidrégeno, ya que tanto las bacterias electroactivas como las productoras de
hidrogeno se desempefian a un pH cercano a 7. Una vez que el tercer in6culo
(mezcla de lodos anaerobios) fue introducido al reactor, se observé un importante
crecimiento en la produccion de electricidad y de bio-hidrogeno. EI maximo voltaje
fue de 671 mV, valor registrado en el dia 60 de operacion operando con un TRH
de 8 d. Cuando la produccién de voltaje se comportd de forma constante, se operé
con un nuevo TRH de 4 d, donde el méximo voltaje registrado fue de 329 mV. En
la dltima fase de la segunda etapa experimental se oper6é con un TRH de 1 d. En
el cambio de TRH se observé una tendencia a disminucion de voltaje y después
se estabilizé, donde se registré un voltaje maximo de 284 mV. En los ultimos 30 d
de operacion no se observd una diferencia importante en la variacion de voltaje,
por lo que se decidié finalizar la operacién en continuo.

Arranque Evaluacion de la CCM-H: en continuo (Etapa 2)
(Etapa 1)
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Figura 4.2. Produccién de voltaje en la CCM-H: a circuito cerrado con diferentes
tiempos de retencion hidraulica

Adicionalmente se llevd a cabo un analisis estadistico de varianzas mdultiples
(ANOVA-Tukey), comparando la produccion de voltaje de la CCM-H2 entre los
resultados obtenidos con los diferentes tiempos de retencién hidraulica, los que
mostraron que hay una diferencia significativa en la produccién de voltaje con el
TRH de 8 d, esto era de esperarse, ya que existe una diferencia de produccién de
voltaje del 49 % si lo comparamos con los voltajes generados con los TRH de 4y

Oscar Guadarrama Pérez 46



Caracterizacion de un sistema hibrido de CCM productora de hidrégeno-CCH para la produccién de electricidad
. __________________________________________________________________________________________________________________]

1 d. El andlisis también demostré que no hay una diferencia significativa con los
tratamientos de 4 y 1 d (Ver anexo 7.1). El andlisis se realiz6 con los datos
obtenidos de los voltajes maximos registrados para cada TRH.

En el proceso de la produccion de voltaje se involucran factores como: el sustrato,
el cual es un aspecto muy importantes en las CCM porque constituye el
combustible a partir del cual se genera la electricidad, ademéas del mecanismo de
transferencia de electrones al anodo y la capacidad de las bacterias de oxidar el
sustrato organico (Lovley, 2008). Estos son factores considerados efectivos en la
produccion de electricidad cuando hay mayor tiempo de contacto entre el sustrato
y el microorganismo (Revelo et al., 2013). Algunos factores que atribuyen a la
disminucion de voltaje son: una fase de decaimiento de bacterias productoras de
electricidad, o por una sobreproduccion de biomasa que puede afectar la
transferencia de los reactantes y productos del electrolito hacia el electrodo
adherido con la biopelicula, ademas de que los microorganismos requieren
energia para su crecimiento y mantenimiento, por lo tanto, la biopelicula anddica
debe tomar parte de la energia disponible por el sustrato organico disminuyendo el
voltaje en la CCM. Los electrodos, el electrdlito y la membrana de intercambio de
protones saturada de biomasa también pueden limitar la transferencia de
electrones causando pérdidas de voltaje (Finkelstein et al., 2006; Aelterman et al.,
2008; Virdis et al., 2009).

4.2.3. Densidad de potencia producida en la CCM-H2

La Figura 4.3 muestra la densidad de potencia producida en la CCM-Hz. Se
observa que a medida que fueron adicionandose los in6culos, el voltaje y la
densidad de potencia aumentaron, ya que los microorganismos exoelectrogenos
se desarrollaron a medida que avanzé la aclimatacién, produciendo cada vez mas
electricidad hasta llegar a una estabilizacion. Al igual que el voltaje, la maxima
densidad de potencia se registrd en el dia 60 de operacion (después de introducir
el 13), cuyo valor medido fue de 45.9 mW/m? cuando el reactor se oper6 con un
TRH de 8 d. Con los siguientes TRH (4 d y 1 d) los valores maximos fueron de
10.6 y 8.2 mW/m?, generados en los dias 97 y 127 de operacién respectivamente,
disminuyendo en 37.7 mW/m? con la disminucién del tiempo de retencién de 8 a 1
d, lo que corresponde a un 82 % de caida de energia. Probablemente se debe a
gue los procesos electroquimicos y bioldgicos presentan diferentes dinAmicas en
el metabolismo microbiano, de acuerdo con las condiciones de operacion. Esto se
puede explicar teniendo en cuenta el crecimiento microbiano a lo largo de la
operacion, donde los microorganismos exoelectrégenos se fueron adaptando y
desarrollando, donde recibieron un nuevo sustrato lo que conllevé un incremento
en la electricidad, en este caso en la densidad de potencia. Sin embargo, con el
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tiempo del crecimiento de la biopelicula tanto por la adhesion de nuevos
microorganismos, como por el crecimiento de los ya adheridos, provoco un
aumento de la resistencia a la difusion. Ademés el aumento de la biomasa de la
biopelicula pudo traer consigo un aumento de especies bacterianas no
conductoras. A pesar de que el voltaje de la celda descienda, la densidad de
potencia y la corriente generada aumenta, dado que el nimero de bacterias sobre
el electrodo crece, por asi decirlo, aumenta el numero de sitios biocataliticos, esta
tendencia puede observarse en las curvas de polarizacion. Para incrementar la
densidad de potencia de una CCM es necesario incrementar la densidad de
corriente y disminuir las pérdidas de voltaje (sobrepotenciales) (Lee et al., 2009).

Arranque Evaluacién de la CCM-H: en continuo (Etapa 2)
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Figura 4.3. Densidad de potencia producida en la CCM-Hz con diferentes tiempos
de retencion hidraulica

Si comparamos este estudio con el de Fatemi et al. (2012), quienes utilizaron una
celda con tres inoculos evaluados de forma individual, operaron en modo continuo
(TRH de 12 h) con un pH de 6.8, temperatura de 24 °C y alimentaron con agua
sintética. El primer in6culo fue lodo producido en la fabricacion de productos
lacteos, el segundo fue con lodo anaerobio de una PTAR y en el tercer inéculo
utilizaron Saccharomyces cerevisiae como bacteria pura, los valores maximos
generados fueron 30.9, 25.9 y 10.0 mW/m? respectivamente, (vs 45.9 mW/m?,
valor de este estudio). Se puede observar que obtuvieron mayor densidad con el
primer indculo. En este estudio se produjo una mayor cantidad al evaluar los
indculos de forma conjunta.
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Un ejemplo donde utilizaron una cepa pura, fue el trabajo de Yi et al. (2009)
quienes lograron generar una densidad de potencia de 390 mW/m? con la bacteria
Geobacter sulfurreducens, utilizaron una celda de una sola camara operada en
continuo, como electrodos usaron hojas de grafito y una membrana de Nafion.

En otro estudio (Lee et al., 2016) obtuvieron un valor de 69.1 mW/m? en el que
utilizaron un inéculo similar al de este estudio (sedimentos anaerobios), como
electrodos utilizaron fieltro de carbén y una membrana PEM colocados en una
celda de una sola camara. El beneficio de utilizar consorcios bacterianos mixtos es
que se pueden obtener facilmente en lodos o biopeliculas y la ventaja de trabajar
con bacterias puras es que es posible lograr un mayor rendimiento en la
produccién de electricidad con bacterias altamente conductivas, pero presentan el
problema de ser contaminables con otro tipo de bacterias, ademas de los altos
costes. Por ello es recomendable el uso de cultivos mixtos, ya que permiten utilizar
una gran variedad de sustratos, entre ellos residuos.

4.2.4. Potencia volumétrica producida en la CCM-H:2

La Figura 4.4 muestra los resultados obtenidos de potencia volumétrica en la
CCM-H2 variando los TRH con los in6culos adicionados. La méxima potencia
volumétrica fue de 6.4 W/m3, valor registrado cuando el reactor se oper6é con un
TRH de 8 d después de la adicion del 13. Con los tiempos de retencion de 4y 1 d
este parametro disminuyd, los valores son similares de 1.4 y 1.1 W/m?3,
respectivamente. Considerando el valor maximo y el minimo durante el monitoreo
de la celda, la caida de potencia volumétrica fue de 5.2 W/m2a lo que corresponde
una caida del 80 %. Las pérdidas de potencia volumétrica son atribuidas a los
mismos fendmenos que por perdidas de voltaje y densidad de potencia las cuales
se explicaron anteriormente.

Estos resultados son similares los obtenidos por Buitron y Pérez (2011), quienes
generaron un valor de 4.5 W/m? al evaluar el efecto de la distancia entre los
electrodos (8.2 cm de distancia), siendo que en este estudio la distancia entre el
anodo y el catodo es de 8 cm, se observan resultados similares (6.4 W/m3 vs 4.5
W/m3).

Ren et al. (2014) realizaron un estudio de CCM en el cual utilizaron un sustrato de
agua residual municipal, alimentacién continua y una membrana de fibra hueca de
Polivinilideno, cabe mencionar que operaron un sistema de aireacion, los anodos
que utilizaron fueron de fibra de grafito con titanio, el catodo fue de una placa de
carbon utilizando Pt como catalizador. Las condiciones son distintas a este
estudio. En el estudio de comparacién se generé una potencia volumétrica 19
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W/m3, es un valor sumamente alto en comparacién con el obtenido en este
estudio, cabe destacar que su estudio utilizaron una serie de celdas conectadas
entre si, por lo que el voltaje fue sumado.

Otro estudio con resultados similares es el reportado por Wang et al. (2010)
quienes disefiaron un tipo de CCM microbiolégica de captura de carbono, este
sistema consiste en una celda microbiolégica fotosintética con un bioanodo de
algas, en la que se utiliza el CO2 producido en la camara. Este sistema obtuvo una
densidad de potencia maxima de 5.6 W/m3.
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Figura 4.4. Potencia volumétrica producida en la CCM-Hz con diferentes tiempos
de retencion hidraulica

4.2.5. Curvas de polarizacion de la CCM-Hz con diferentes TRH

A partir de las curvas de polarizacion se puede obtener informacion sobre las
pérdidas de voltaje de la CCH-H2. Estas curvas caracterizan la corriente eléctrica
en funcion del voltaje y la densidad de potencia, para ello se varia la resistencia
externa lo que proporciona valores diferentes, en las curvas se pueden apreciar
tres regiones como se observa en la Figura 4.5. En la region 1 a bajas densidades
de corriente existe una caida del potencial con la densidad de corriente, en esta
zona el mecanismo dominante son las pérdidas por activacién (region de
polarizacion por activacién), debido a la velocidad limitada de las reacciones
electroquimicas. En la regién 2 a valores intermedios donde la caida de voltaje con
la intensidad de corriente es menor, las pérdidas son debidas a la resistencia
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(region de polarizacion 6hmica). Por dltimo, en la regién 3 a altas densidades de
corriente se produce una caida brusca del potencial con la densidad de corriente,
en este caso las pérdidas son atribuidas a la falta de reactivos que alcancen los
centros activos del electrocatalizador en los electrodos (region de polarizacion por
concentracion). Una caida brusca de voltaje en esta region también se atribuye a
las limitaciones en la trasferencia de materia (Garcia-Villarubia, 2015). La
polarizacion por concentracion ocurre cuando un reactivo es consumido
rapidamente en la superficie del electrodo en las reacciones electroquimicas
ocurrentes, por lo que se establece un gradiente de concentracion. En los
resultados de la curva de polarizacion operado con el TRH de 8 d, la maxima
densidad de potencia fue de 100.0 mW/m? producido con una densidad de
corriente de 340 mA/m?, en las curvas con los TRH de 4 y 1 d las densidades
maximas fueron 68.7 y 59.1 mW/m? con densidades de corriente de 295 y 256
mA/m? respectivamente. Los valores minimos producidos de densidad de potencia
con los diferentes tiempos de retencién fueron 0.4, 0.3 y 0.2 mW/m? con sus
correspondientes densidades de corriente de 1.1, 1.0 y 0.8 mA/m? (en orden de 8,
4y 1dde TRH).
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Figura 4.5. Curvas de polarizaciéon
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En las curvas de polarizacion obtenidas en este estudio se identificaron
claramente las tres regiones de pérdidas de voltajes. Se produjo un mayor voltaje
cuando el reactor se operé con un TRH de 8 d y el voltaje menor fue registrado
cuando se operé con un TRH de 1 d, lo que indica que la trasferencia de materia
aumenté a medida que decremento el tiempo de contacto entre el sustrato y las
bacterias exoelectrégenas con la disminucion del TRH, por lo que las pérdidas por
transferencia de materia predominaron frente a las pérdidas Ohmicas. Este
fendmeno posiblemente se debe a que en la operacion del reactor con el TRH de
8 d, los microorganismos incrementaron la produccibn de mediadores de
electrones que se usan en la transferencia de electrones del microorganismo al
electrodo, por lo que a medida que aumenta la densidad de potencia y la densidad
de corriente se considera que existi6 un desarrollo de microorganismos que
contribuyen a la produccion de electricidad (Lobato et al., 2009).

De acuerdo con Logan et al. (2007) las curvas de polarizacion son una
herramienta muy util para el analisis y la caracterizacion de una CCM, en estas
gréficas se puede observar que las curvas describen los puntos mas altos y bajos
de densidad de potencia y voltaje con respecto a la densidad de corriente y
precisamente los valores maximos de densidad de potencia se encuentran en la
region Il y lo valores minimos aparecen en la region |I.

Con el trazo de las curvas de polarizacion se determiné la resistencia interna del
reactor, este es un parametro importante para caracterizar un generador de
corriente (Hoyos et al., 2007; Rismani-Yazdy et al., 2011) como lo es este sistema.
Para este estudio las resistencias internas se calcularon mediante el método de la
pendiente del voltaje de curva de polarizacion donde se calcula con la relacién de
la pendiente (m) entre el area electrodo anddico mediante una funcion lineal. Altos
valores de resistencia interna causan una considerable caida de potencia debido a
una pérdida 6hmica, esta caida de potencia puede ser distribuida en la camara
anddica, la cadmara catddica, la membrana de intercambio de protones y el
electrolito. La resistencia interna de la CCM-H2 disminuyé a lo largo de la
experimentacion, como era de esperar, ya que a medida que transcurrié el tiempo
se fue formando mayor cantidad de biopelicula de microorganismos
exolectrégenos que se adaptaron en el anodo, reduciéndose las pérdidas
ohmicas. Los valores de la resistencia interna de este estudio fueron de 40.8, 31.0,
34.0 Q con los tiempos de retencion de 8, 4 y 1 d respectivamente. Cuando se
presentan valores bajos de resistencia interna indica un buen funcionamiento del
sistema, en el que la resistencia interna y la conductividad del electrolito
contribuyen a un mejor flujo de electrones entre la solucion y los electrodos
incrementando la electricidad en la CCM-Ha.
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4.3. Produccion de biogas en la CCM-H2 operado en continuo

La Figura 4.6 muestra la produccion de biogas (hidrogeno, metano y dioxido de
carbono) producido por la CCM-H2 en cada fase experimental. Durante la
operacion del sistema con los tiempos de retencion de 8, 4 y 1 d, la produccion de
biogas fue de 5.1 +0.5, 4.7 +0.7 y 4.8 +0.6 L/d respectivamente. En la Figura 4.7
se observan las diferentes cantidades de biogas en forma de bio-hidrogeno y
demas gases en L biogas/L-d producidos en el reactor, después de adicionar el 12
la producciéon de bio-hidrégeno incremento ligeramente y con la adicion del I3 se
observé un incremento inmediato, donde la tasa maxima de produccion fue de 5.2
L H2/L-d producido hasta el dia 71 de operacion con un TRH de 8 d. La tasa de
produccién de bio-hidrégeno con los TRH de 4 y 1 d fueron de 3.8 y 3.6 L Hz2/L-d
producidos en los dias 100 y 131 de operacion. El gas predominante fue el
hidrégeno en todos los casos, debido a las condiciones acidas que inhibieron en
gran parte las bacterias metanogénicas, esto evité en gran cantidad el consumo
de bio-hidrégeno y la temperatura de 32°C favorecié el desarrollo de bacterias
fermentativas. En la operacién con el TRH de 4 y 1 d, la produccion de bio-
hidrogeno disminuyd, tomando en cuenta que el pH es un factor clave en la
produccion de bio-hidrégeno y recordando que en la fase de acondicionamiento el
reactor se operd a pH de 5.5 y en las fases posteriores el pH fue controlado a 6.5.
La produccion de metano, se debe posiblemente a un desarrollo de pequefias
colonias de microorganismos metanogénicos sobre el anodo, otra posible razén,
es que la produccion de metano se pudo haber generado por una competicion por
el donador de electrones, entre los microorganismos productores de bio-hidrégeno
y otros microorganismos que pueden generar metano a estos rangos de pH.

Arranque Evaluacién de la CCM-H:z en continuo (Etapa 2)

(Etapa 1)
]
! TRH8d TRH4d TRH1d Inéculo 1 (11)
! Inéculo 2 (12)
| Inéculo 3 (13)
1
1

Produccion de biogas
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Figura 4.6. Produccion total de biogas en la CCM-H2
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Figura 4.7. Produccion de gases en la CCM-Hz2

La Figura 4.8 muestra los porcentajes de produccion de cada uno de los gases
medidos en la CCH-H2. Del biogas total generado cuando el reactor se operé con
el TRH de 8 d, el 78.7 +5.2 % corresponde a bio-hidrégeno, el 11.8 +1.6 y 9.3 +4.4
% pertenecen a CHs y CO2 respectivamente. Con el TRH de 4 d, la produccion
porcentual fue de 62.5 +3.5, 22.8 +4.1 y 14.5 0.8 % de bio-hidrégeno, CHs y CO2
respectivamente y, con el TRH de 1 d, la produccién porcentual fue de 59.4 +3.8,
26.4 +4.4 'y 14.1 +0.7 % respectivamente.

Arranque Evaluacién de la CCM-H: en continuo (Etapa 2)
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Figura 4.8. Produccion porcentual de biogas en la CCM-H2
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Al igual que en el voltaje el incremento de bio-hidrogeno se observo después de la
adicion del 13 en la CCM-Hz, después del dia 85 de operaciéon la produccion
disminuy6 significativamente. A través de un analisis ANOVA-Tukey se demostré
qgue hay una diferencia significativa en la produccién de bio-hidrégeno con el TRH
de 8 d comparado con la produccion con los TRH de 4 y 1 d, con una diferencia
del 27 % de produccion (Ver anexo 7.1). El andlisis también demostré que no hay
una diferencia significativa en la produccién entre los tratamientos de 4y 1 d.

En otros estudios se ha reportado la presencia de metano en reactores
productores de bio-hidrégeno. Yang et al. (2007) estudiaron la produccién de
hidrégeno usando como inoculo un cultivo mixto de bacterias, en un reactor
continuo a una temperatura de 35°C y un TRH de 1 d. Los autores obtuvieron una
composicién de bio-hidrogeno de 30 %, los resultados presenciaron metano en
todas las pruebas, incluso cuando el pH fue inferior a 5. Los autores afirman que
es posible que algunos de los microorganismos metanogénicos pueden resistir en
la biopelicula formada en las paredes del reactor, o en los materiales floculentos
en suspension protegiéndose de los pH &cidos. También observaron que el
contenido de bio-hidrégeno disminuyé, cuando aumentaba el contenido de metano
y otros gases tal como se observo en este caso (Figura 4.9). Con el pretratamiento
realizado y bajo estas condiciones de operacién en la CCM-Hz, se produjo metano
en toda la experimentacién, aunque la produccion de metano y CO: fue baja en
cada fase. Un parametro de control influyente sobre la produccion de metano es el
TRH, segun estudios, los bajos tiempos de retencion favorecen la produccién de
bio-hidrégeno cuando se utiliza agua residual real y un TRH largo favorece la
produccion de bio-hidrégeno con agua sintética, ya que no hay presencia de
bacterias metanogénicas en el agua de alimentacién, por lo que la tasa de
produccion de éstas es mucho mas baja que las productoras de hidrégeno. Otro
parametro importante influyente es el pH, las bacterias metanogénicas tienen
actividad en un rango de 6-8, algunas especies aciddfilas crecen a pH de entre 5.6
y 6.2, por lo que algunas bacterias metanogénicas desarrolladas en el anodo,
pudieron haber producido metano en este pH. En la generacion de bio-hidrégeno
la seleccion de los in6culos también es un factor muy importante, generalmente
son utilizadas las bacterias como in6culo en cultivo puro o mixto (Arslan et al.,
2015). Se ha encontrado que un buen cultivo mixto de bacterias para la
produccion de bio-hidrogeno habitan en ambientes como suelo, aguas residuales,
compostas y lodo anaerobio (Bedoya et al., 2008). Es por ello que en este estudio,
se utilizé una mezcla de in6culo en medio puro y dos indculos en medios mixtos,
dado que en cultivos mixtos existen bacterias que utilizan al hidrégeno con un
donador de electrones, se realizO un pretratamiento para inhibir aquellos
microorganismos que utilizan al bio-hidrégeno como un sustrato.
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4.4. Produccion simultanea de electricidad y bio-hidrégeno en la CCM-H2
4.4.1. Rendimiento de electricidad y bio-hidrégeno

En la Figura 4.9 se muestran la produccion simultanea de electricidad y bio-
hidrégeno obtenido durante las dos etapas en que fue operada la CCM-H2. Se
puede observar los registros de voltaje y los litros de bio-hidrégeno producidos por
litro de biogas generado en un dia para cada tiempo de retencion y cada inéculo
adicionado. La maxima produccién de bio-hidrégeno en este estudio, sucedid
cuando se adicion6 la mezcla de lodos anaerobios al anodo (I13), alcanzando una
tasa maxima de 5.2 L H2/L-d y un voltaje de 671 mV. Al igual que la electricidad, la
produccion de bio-hidrégeno incrementd con el 13, debido a que este indculo
contenia un amplio consorcio bacteriano mixto en cuyo pretratamiento fueron
seleccionadas las bacterias productoras de bio-hidrégeno, lo que era de esperarse
ya que fueron inhibidos parte de los metan6genos.

Arranque Evaluacién de la CCM-Hz en continuo (Etapa 2)
(Etapa 1)
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Figura 4.9. Produccién simultanea de electricidad y bio-hidrégeno con diferentes
in6culosy TRH

Después de haber inoculado puede inferirse que los microorganismos comenzaron
a desarrollarse sobre la biopelicula, existiendo un periodo de adaptacion al agua
sintética. Asimismo con la resistencia que se trabajd, se desarrollaron
microrganismos exoeletrogenos y productores de bio-hidroégeno, por lo que las
actividades microbianas fueron diferentes. Una vez desarrollada la biopelicula
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sobre el anodo, tanto el voltaje como la produccion de bio-hidrégeno se
estabilizaron. El voltaje fue mayor con la adicion del 13, tomando en cuenta que en
el lodo, la cantidad de bacterias contenidas fue mayor, ademés de que la cantidad
en volumen de este in6culo fue en mayor volumen en comparacion con el 12 en
una relacion 5:1, por lo que a una mayor cantidad de bacterias, la energia quimica
contenida dentro de las moléculas organicas solubles como la sacarosa son
mayormente aprovechados por el metabolismo microbiano y se produce una
mayor transferencia de electrones hacia el anodo, incrementando la electricidad y
bio-hidrégeno de forma exuberante hasta llegar a la estabilizacion de ambos
parametros. También debe considerarse que las bacterias puras observadas en el
I2 (cocos y bacillos esporulados) estaban contenidas en de la mezcla de lodos
(13), las cuales pueden considerarse como productoras de electricidad y de bio-
hidrogeno por su incremento simultdneo. En la Figura anterior (4.9) se observa
que la produccién de bio-hidrogeno incrementé durante la fase de +I3. La
produccion de bio-hidrégeno con el inoculo 11 fue de 2.4 +0.2 L H2/L-d, con la
adicion de 12 e 13, la produccion incrementd de forma continua hasta el dia 71 de
operacion, alcanzando una produccion de 3.1 +0.4 y 4.0 +0.6 L H2/L-d
respectivamente. A partir del dia 72 la produccion de bio-hidrogeno comenzé a
disminuir, esta produccion se observo durante la operacion con un TRH de 8 d.
Parte del hidrégeno generado en la CCM-H:2 fue utilizado en forma de protones,
probablemente, se generaron altos potenciales catddicos, es decir que la pérdida
de hidrogeno (H*) fue aprovechada para la produccion de voltaje, por lo que el
incremento de electricidad fue proporcional al incremento de bio-hidrégeno. La
mayor eficiencia de produccion simultanea de electricidad y bio-hidrégeno se
observo la fase de la adicién del 13 operado con un TRH de 8 d.

En la Tabla 4.2 se resumen las eficiencias producidas de voltaje, densidad de
potencia, potencia volumétrica y produccion de bio-hidrégeno para cada tiempo de
retencion hidraulico. Como se observa, los valores mas altos de voltaje,
densidades de potencia y produccién de bio-hidrégeno maximo se obtuvieron
cuando se adiciond la mezcla de lodos anaerobios (I3) al reactor (operando con
TRH de 8 d), posiblemente se debe a que este indculo recibid el pretratamiento de
choque térmico, donde fueron seleccionadas las bacterias fermentativas
productoras de hidrégeno, mismas que pueden considerarse como electroactivas
por el incremento simultaneo en la produccion de electricidad. El incremento de
ambos parametros se observo de manera inmediata, probablemente se debe a
que los inoculos 2 y 3 se encontraban en desarrollo, por lo que incremento la
disposicion de microorganismos en el compartimento anddico. Al disminuir el TRH
de 8 a 1 d, se observé que la electricidad disminuyo en un 56 % vy el bio-hidrégeno
en un 28 %, esto puede atribuirse al envejecimiento de la mezcla de inéculos, o
por sobrepotenciales anddicos y catddicos (pérdidas de voltaje). Respecto a la
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produccion de bio-hidrogeno, se observé que en la secuencia de adicién de los
indculos la produccion incrementd. Cuando se evalud el reactor con el I1 se
produjo 2.4 +0.2 L H2/L-d, después de la adicion del I3 se produjo 4.0 +0.6 L
H2/L-d, lo que corresponde a un 40 % de incremento en la produccién. El voltaje
incremento en un 64 %.

Tabla 4.2. Produccién maxima de electricidad y de bio-hidrégeno en la CCM-Hz2

TRH In6culo | Voltaje | Densidad Densidad de Produccion de
(mV) | de potencia potencia bio-hidrégeno
(mW/m?) | volumétrica (W/m?3) (L Ho/L-d)
11 240 5.8 0.8 2.4 +0.2
8d +12 186 3.5 0.5 3.1+0.4
+13 671 45.9 6.4 4.0 +0.6
4d | Mezcla de 323 10.6 1.4 29+04
inoculos
1d | Mezclade | 284 8.2 1.1 2.9+0.4
in6culos

4.4.2. Rendimiento molar en la produccion hidrégeno con diferentes indculos

Respecto a la cantidad de bio-hidrégeno producido por mol de sustrato, en la
practica la produccion es alrededor de 2-3 moles de hidrogeno por mol de sustrato
(Hallenbeck y Benemann, 2002). La produccion que puede alcanzarse en el
proceso de produccion de hidrogeno mediante digestion anaerobia es sélo del
33% de la DQO, considerando que cada mol de sustrato es fermentada a dos
moles de acetato, dos moles de di6éxido de carbono y cuatro moles de hidrogeno
(Kalogo y Bagley, 2008). Generalmente, la DQO transformada en bio-hidrégeno
esta por debajo del 20%, que corresponde a una media de 2.5 mol hidrégeno/mol
de sustrato. En este estudio el rendimiento obtenido en la primera etapa (con I1,
TRH de 8 d, alimentaciéon con agua municipal y pH de 5.5) fue de 2.2 +0.1 mol
H2/mol sacarosa. Con la adicion del 12 e 13 (con TRH de 8 d, alimentacion con
agua sintética y pH de 6.5) los rendimientos fueron 2.3 +0.1 y 2.4 +0.1 mol Hz/mol
sacarosa y en la evaluacion con los TRH de 4y 1 d los resultados fueron de 1.83 y
1.73 mol H2/mol sacarosa respectivamente.

Existen diferentes métodos para la produccion de bio-hidrégeno (Dincer y Acar.,
2015), una de las principales formas de obtencion mediante procesos biologicos
es por fermentacién oscura con reactores SBR (Reactor biolégico secuencial),
este proceso tiene caracteristicas similares a este estudio respecto a la operaciéon
(pH, temperatura, TRH e incluso en el pretratamiento térmico-acido).
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Cardoso et al. (2014) evaluaron la produccion de bio-hidrégeno utilizando un
reactor alimentado con lactosa, el inéculo que utilizaron fue un consorcio
microbiano mixto obtenido de una PTAR de productos lacteos, operaron el reactor
con una temperatura de 28-42°C. Dentro de sus resultados obtuvieron que la
maxima produccion de bio-hidrogeno fue con una temperatura de 30-35°C
alcanzando un rendimiento de 4.8 mol H2/mol de lactosa.

Otro estudio en el que utilizaron condiciones similares a este trabajo fue Sung et
al. (2003) quienes evaluaron las condiciones de pH y temperatura y observaron la
forma en que afectan la produccion biolégica de hidrogeno, como indculo utilizaron
lodo anaerobio pretratado con calor a 100°C durante 15 min, operaron el reactor
en continuo con un pH de 55, un TRH de 1 d y sacarosa como sustrato,
alcanzaron un méximo rendimiento de 2.2 mol Hz/mol sacarosa.

Otro tipo de proceso para la produccion de hidrégeno es con celdas de electrolisis
microbianas (MEC), este tipo de celdas requiere de una carga eléctrica externa
para la produccion del hidrégeno (Heidrich et al., 2013; Piciotta et al., 2012). Hou
et al. (2014) realizaron un estudio en el que su objetivo principal fue incrementar la
produccion de hidrégeno mediante la inhibicion de bacterias metanogénicas con
irradiacion de luz UV, como anodo utilizaron fibra de carbén y el catodo fue un
pafio de carbon impregnado con 0.5 mg/cm? de Pt. El voltaje aplicado en la celda
de electrolisis fue de 0.8 V alcanzando un rendimiento maximo de 3.7 mol Hz/mol
sacarosa.

En la Tabla 4.3 se muestran los resultados de diferentes procesos para la
produccion de bio-hidrogeno, entre ellos con reactores SBR por fermentacion
oscura y por reactores MEC, en la que se muestran los maximos rendimientos
obtenidos por diferentes autores de cada sistema donde se comparan con los
resultados de la CCM-H: de este estudio.

Tabla 4.3. Produccién de hidrégeno por diferentes procesos

Reactor In6culo Sustrato Operacion | Rendimiento (mol Referencia
Hz/mol sustrato)? 6
(L H2/L-d)b
SBR Cultivo microbiano Sacarosa Continuo 2.22 Sung et al. (2003)
mixto
Sistema Cultivo mixto con Glucosa Continuo 0.92 Oh et al. (2004)
respirométrico pretratamiento
Tanque con Clostridium Sacarosa Lote 2.72 Chen et al. (2005)
agitacion butyricum
Tanque con Cultivo microbiano | Remolacha de | Continuo 1.72 (Hussy et al.,
agitacion mixto azUcar 2005)
SBR Biopelicula Glucosa Continuo 2.4 (Leite et al., 2008)
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Reactor In6culo Sustrato Operacion | Rendimiento (mol Referencia
Hz/mol sustrato)2 6
(L H2/L-d)®
MEC Biopelicula Agua municipal | Continuo 0.1° (Gil-Carrera et al.,
2013)
MEC Patatas Lote 0.7° (Kiely et al., 2011)
MEC Biopelicula Agua municipal Lote 0.3° (Cusick et al.,
2010)
MEC Mezcla de lodos Sacarosa Continuo 3.72 (Hou et al., 2014)
SBR Estiércol Glucosa Lote 0.82 (Fangkumy
Reungsang,
2011)
CCM-H: 1) Biopelicula Sacarosa Continuo 2.32 Este estudio
2) Bacterias Puras 5.2b
3) Mezcla de lodos
anaerobios

SBR: reactor biolégico secuencial
MEC: celda de electrélisis microbiana

Las condiciones de operacion de la CCM-H2 para la produccion de bio-hidrégeno
tiene caracteristicas semejantes a los reactores de fermentacion oscura (SBR),
este reactor también tiene la funcionalidad de una MEC, la ventaja de este reactor
es que no utilizé6 una fuente de electricidad externa para la produccion de bio-
hidrogeno, por lo que el disefio de esta CCM permitié la produccién de electricidad
y bio-hidrogeno en un solo proceso. Comparando los rendimientos, este trabajo
tiene resultados semejantes a Sung et al. (2003), Leite (2008) y Hussy et al.
(2005) (ver Tabla 4.3). Se sabe que los microorganismos anaerobios facultativos y
obligados pueden convertir la sacarosa en bio-hidrégeno. Tedricamente, la
sacarosa puede convertirse directamente en bio-hidrégeno por bacterias
anaerodbicas a través de compuestos intermediarios como el butirato o el acetato,
dando rendimientos de 2-4 mol hidrégeno por mol de hexosa convertido a partir de
sacarosa (Ec.4.1y 4.2) (Hussy et al., 2005).

CeH1206 — CH3CH2CH2COO0H + 2CO2 + 2H2
CeH1206 + 2H20 — 2CH3COOH + 2CO2 + 4H2

(Ec. 4.1)
(Ec. 4.2)

Tanto las bacterias puras como en consorcios microbianos mixtos pueden generar
electricidad, sin embargo, la descripcion de la microbiologia de una biopelicula y
sus implicaciones de la ecologia microbiana sobre el funcionamiento han sido
poco estudiados (Lovley, 2008; Bretschger et al., 2010). Conocer los procesos de
colonizacion, invasion y sucesion de las poblaciones microbianas puras y mixtas
gue producen electricidad permitirA explorar nuevos métodos para la produccién
de electricidad (Logan y Regan, 2006).
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4.5. Produccion de electricidad con la CCH acoplado a la CCM-H2

La Figura 4.10 muestra la produccion de voltaje con la CCH, en la que se utilizd
como combustible el bio-hidrégeno captado por la CCM-Hz, el cual no recibié algun
tratamiento de purificacion en la separacion de CHa4 y CO2. También se realiz6 una
curva de voltaje con hidrégeno puro para comparar el comportamiento de
produccién de electricidad entre ambos tipos de hidrogeno. En este experimento
se observo la cantidad de voltaje producido con volumenes de 5, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45 y 50 mL de bio-hidrégeno, los cuales fueron inyectados al anodo de
la CCH. El maximo voltaje registrado fue de 459 mV con una muestra de 50 mL de
bio-hidrégeno (obtenido de la CCM-H2 operada con un TRH de 8 d). El bio-
hidrégeno captado durante la operacion con tiempos de retencién de 4 y 1 d
gener6 voltajes de 282 y 197 mV con volumenes de muestra de 50 mL. Con
hidrégeno puro se realizé el mismo procedimiento para la generacion de voltaje,
éste contenia 99.9% de pureza, con el cual se registr6 un maximo voltaje de 1 V
con una muestra de 45 mL.

1200 -
1000 -
< 800 H
E —e—Hidrogeno puro
g 0907 —e—Bio-hidrégeno (TRH 8 d)
£ 100 - Bio-hidrégeno (TRH 4 d)
—e—Bio-hidrogeno (TRH 1 d)
200 A
0 n T T T T T T 1

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Volumen de biogas (mL)

Figura 4.10. Produccién de electricidad con la CCH

La Figura 4.11 muestra el tiempo de agotamiento de voltaje con muestras de 50
mL, para ello se tomaron lecturas de voltaje a través del tiempo, esto representa el
consumo de electricidad por parte de la CCH. El hidrogeno puro tardo 170 min en
agotar 1 V, el bio-hidrégeno captado con un TRH de 8 d, tardé 39 min en consumir
459 mV vy el bio-hidrégeno captado con los tiempos de retencion de 4y 1 d, agoto
282 y 197 mV en 23 y 19 min respectivamente. Entre el hidrogeno puro y el bio-
hidrégeno existe una diferencia del 80 % de eficiencia en el tiempo de
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agotamiento. Después del agotamiento de voltaje en la celda es necesario aplicar
mas bio-hidrégeno para generar mas electricidad.
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Figura 4.11. Tiempo de agotamiento de voltaje en la CCH a partir de bio-hidrégeno
e hidrégeno puro

Los resultados del analisis estadistico ANOVA-Tukey de este experimento
demostraron que hay una diferencia significativa entre las producciéon de voltajes a
partir de bio-hidrégeno con todos los tratamientos, es decir con todos los tiempos
de retencion hidraulico. Conforme se aumenta la cantidad de volumen inyectado
en el anodo de la CCH incrementa la produccién de voltaje, incluso con el
hidrégeno puro, por lo que la concentracion, la produccion y el rendimiento de
hidrégeno en la CCM-H2 estan relacionados con la eficiencia de la CCH, lo que
explica estas diferencias. Se observé que entre mas contenido de bio-hidrégeno
en una muestra de biogas (pureza) mayor sera la produccion de energia, el mismo
caso pasa en la fuente de oxigeno que se alimenta al anodo, en el que puede
utilizarse aire u oxigeno puro, por lo que la relacion Hzpuro)/O2(puro) cON Hz(io-
hidrégeno)/ O2(aire) tiene una diferencia de ~60 % de produccion, es por eso que el nivel
de pureza afecta la eficiencia de la CCH donde las placas bipolares a ambos lados
de la celda ayudan a distribuir los gases y sirven como colectores de corriente, el
gas de hidrégeno fluye a través de los canales hasta el anodo, donde un
catalizador hace que las moléculas de hidrégeno se separen en protones y
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electrones. La membrana sélo permite que los protones pasen a través de ella,
mientras que los protones se conducen a través de la membrana al otro lado de la
celda, la corriente de electrones negativamente-cargados sigue un circuito externo
hacia el catodo. En el otro lado de la celda, el oxigeno gaseoso, tipicamente
extraido del aire del ambiente, fluye a través de los canales hacia el catodo. Los
electrones reaccionan con el oxigeno y los protones del hidrogeno (que han
migrado a través de la membrana) en el catodo para formar agua creando una
fuerza electromotriz (Cheng et al., 2007). Una ventaja de este sistema hibrido es
que el hidrégeno se puede producir a partir de agua residual o sintética con altas
concentraciones de sales disueltas (conductividad eléctrica), mientras que en otros
procesos electroquimicos como son los electrolizadores acoplados a una celda de
combustible de hidrégeno solo se utiliza agua desionizada que no exceda una
concentracion de 2 ps/cm de conductividad, ya que la formacion e incrustacion de
sales sobre los electrodos del electrolizador evita su funcionamiento, lo que resulta
una limitante para la produccién de electricidad con la CCH, mientras que en este
estudio fue posible producir electricidad sin el uso de electrolizadores ni fuentes de
energia externas a pesar de la impureza del biogas.

Debido a las deficiencias que presentan tanto los procesos de fermentacion
oscura como las celdas electroquimicas, en sus niveles alcanzados de produccién
de hidrégeno, recientes investigaciones han sugerido acoplar ambos sistemas, de
tal manera que los productos de la fermentacién oscura pueden ser aprovechados
por los microorganismos presentes en celdas MEC o CCM para producir bio-
hidrégeno. Sin embargo hasta el momento son muy pocos los trabajos reportados
en la literatura en los que se utilizan sistemas acoplados, ya sea por fermentacion
oscura-MEC o CCM-MEC. Por ejemplo Sun et al. (2008) desarrollaron un sistema
acoplado CCM-MEC para la produccion de hidrogeno a partir de acetato, utilizaron
una celda de una sola camara, como electrodos utilizaron papel de carbon con Pt
como catalizador, como indculo utilizaron lodo anaerobio. Los componentes de la
MEC fueron los mismos que los de la CCM. El volumen maximo de hidrogeno que
obtuvieron fue 15 mL Hz/L-d.

En otro estudio utilizaron un sistema MEC-CCM, lo que permiti6 demostrar que la
produccion de hidrégeno puede ser manipulada variando la cantidad de corriente
que se aplica en la MEC. Este voltaje puede ser regulado aplicando diferentes
resistencias conectadas al sistema, en su estudio utilizaron cambios de
resistencias de 10 Q hasta 10 KQ, la corriente y el volumen de hidrogeno
producidos por el sistema variaron. Alcanzaron una produccion de 2.9 +0.2 mL
H2/L-d (Sun et al., 2008).

También se han realizado algunos estudios acoplando un sistema de fermentacion
oscura con celdas MEC, por ejemplo Lalarette et al. (2009) utilizaron la
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fermentacién de un agua residual con lignocelulosa y celobiosa la que fue
adicionada a una celda MEC. Mediante la fermentacion oscura los volumenes de
hidrégeno que obtuvieron fueron: en el caso de la lignocelulosa 250 mL Hz/L-d y
1650 mL H2/L-d para la celobiosa. Con la MEC produjeron un volumen adicional
de hidrogeno de 1000 mL Hz/L-d para la lignocelulosa y 960 mL H2/-d para la
celobiosa.

En este trabajo de investigacion se buscoé la forma en que converjan este tipo de
procesos, es por eso que las condiciones de operacion de la CCM para la
produccion de bio-hidrogeno tiene caracteristicas semejantes a los reactores de
fermentacion oscura, tanto en la temperatura de operacién, como en los tiempos
de retencion hidraulicos. Este reactor también tiene la funcionalidad de una MEC,
la ventaja de este reactor es que no utilizé una fuente de electricidad externa para
la produccién de hidrégeno. Por otra parte el reactor de este estudio se baso en
los componentes de una CCM, produciendo electricidad directa, por lo que su
disefio permitié la produccion de electricidad y bio-hidrogeno en un solo paso. El
nombre “sistema hibrido” surge del acoplamiento entre una CCM que alimenta con
bio-hidrégeno a una CCH, estos procesos son combinados para que dentro de un
solo sistema existan dos fuentes de produccion de electricidad, siendo esto lo
novedoso de esta investigacion. En sistemas de acoplamiento (sistemas hibridos),
los trabajos anteriores son lo méas parecido al tema de esta tesis. Durante la
investigacibn de este proyecto no se encontrd literatura publicada sobre el
acoplamiento de una CCM productora de hidrégeno con una CCH donde se utilice
hidrégeno producido biolégicamente como combustible, por lo que no fue posible
comparar con otros estudios los resultados del apartado 4.5 (Figuras 4.10 y 4.11)
de este trabajo.

Para que un sistema hibrido pueda llegar a desarrollarse a mayor escala, se
deben realizar mayores pruebas que permitan su optimizacién. Algunos problemas
gue presenta este sistema son los siguientes: la produccion de bio-hidrégeno se
opera bajo condiciones inestables, hay factores que afectan la estabilidad de la
CCM-H2, el tipo de sustrato y su concentracion, la actividad catalitica de las
bacterias presentes en la biopelicula, la resistencia interna. En el caso de la CCH
es recomendable trabajar con celdas que produzcan un alto voltaje. Es necesario
contemplar las condiciones de un reactor productor de bio-hidrogeno y uno
productor de electricidad, ya que algunas condiciones favorecen la produccion de
bio-hidrégeno pero afectan la produccion de electricidad y viceversa. Un cambio
desfavorable en los factores mencionados, puede ocasionar la inestabilidad del
sistema global. Por lo tanto se requiere mayor esfuerzo y un mayor namero de
investigaciones para lograr la estabilidad y optimizacién a largo plazo en un
sistema acoplado CCM-H2-CCH.
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4.6. Cinética de produccion de bio-hidrégeno operado en lote (batch)

La Figura 4.12 presenta los resultados de la cinética de produccion de bio-
hidrogeno operado en lote, esta prueba se realizé con el modelo ajustado de
Gompertz, el cual es un modelo adaptado para describir el progreso acumulativo
de produccién de hidrégeno en un experimento lote, tal como se evalGa en este
trabajo. Para ello se utilizo la funcion Solver en Microsoft Excel, este modelo ha
sido modificado para estimar la producciéon de bio-hidrégeno acumulado en el
procesos de digestion anaerobia (Ginkel et al., 2005; Lin y Lay, 2004).

En esta aproximacion empirica, se utilizan tres parametros: la tasa de produccion
de bio-hidrogeno (TPH), la produccion maxima de bio-hidrogeno (Hmax) y el tiempo
de latencia (A); estos parametros son ajustados para que la ecuacion coincida con
las mediciones experimentales. Esta prueba se realizo al finalizar la operacién en
continuo, con el uso de esta herramienta se obtuvieron los valores que describen
la cinética como resultado de la produccién de bio-hidrégeno en operacion en lote.
El valor de A fue de 4 h, este tiempo representa la fase de latencia antes de la
produccién exponencial de bio-hidrégeno, el valor de Hmax fue de 1527 mL, que
representa la produccion maxima acumulada de bio-hidrégeno en el reactor, la
tasa de produccion maxima (velocidad de produccién) fue de 90.7 mL/h. Los
pardmetros anteriores fueron ajustados al modelo de Gompertz.
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Figura 4.12. Cinética de acumulacion de bio-hidrogeno en la CCM-H2

La Figura 4.13 muestra la produccion de bio-hidrogeno en mmoles acumulados
durante la operacion en lote, para esta prueba también se utilizé la herramienta
Solver, tiempo de latencia (A) fue de 4 h, el valor de Hmax fue de 1.8 mmol de bio-
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hidrogeno y el valor de Rmax fue de 0.2 mmol/h. La maxima acumulacion de bio-
hidrégeno fue de 3.2 mmol/h en el transcurso de 128 h de operacion, que fue el
tiempo de la corrida. En ambas gréficas (Figura 4.12 y 4.13) se presenta el valor
del coeficiente de correlacion, por lo que este modelo ha sido utilizado por
diferentes autores con buenos ajustes de r>>0.90, donde se correlacionan
resultados experimentales. Los valores en ambas gréficas fueron de 0.96 (R? = 96
%), lo que muestra que los coeficientes obtenidos son adecuados para predecir
los valores del sistema de produccién de bio-hidrogeno y los valores teéricos
encontrados fueron lo mas cercano a los resultados, lo cual indica una
concordancia aceptable entre los datos experimentales y los ajustados a través del
modelo.
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Figura 4.13. Cinética de produccion de bio-hidrégeno en mmol en la CCM-Hz

En la Figura 4.14 se muestra la velocidad volumétrica especifica de produccién de
bio-hidrogeno (VVPH), esta gréfica refleja las velocidades de produccion de bio-
hidrogeno a través de la corrida. La maxima VVPH obtenida fue de 90.7 mL/L-h.
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Figura 4.14. Velocidad volumétrica de produccion de bio-hidrogeno en lote

En la Tabla 4.4 se presenta el consolidado de los resultados obtenidos en la
produccion de bio-hidrégeno en el reactor operado en lote.

Tabla 4.4. Resultados de la cinética de produccién de bio-hidrégeno

Temperatura | Tiempo | Produccion de | Rendimiento | VVPH | Produccion | Porcentaje
(°C) de bio-hidrégeno | (mol Hz/mol | (mL/L-h) de bio- de bio-
latencia (mmol) de hidrégeno | hidrogeno
(h) sacarosa) (Hmax(mL)) (%)
32 4 3.2 1.6 90.7 1527 54

Estos resultados son similares a los reportados de Carvajal y Buitron (2009)
quienes en su estudio utilizaron un reactor SBR operado en lote para la
produccion de bio-hidrogeno a partir de la fermentacion oscura, evaluaron el
efecto de la temperatura en el que utilizaron un inéculo colectado de un reactor
UASB que trata agua de la industria tequilera, al cual le realizaron un
pretratamiento térmico llevandolo a una 104°C por 24 h. Observaron mejores
resultados cuando la temperatura de control en el reactor fue de 35°C, alcanzaron
una acumulacibn maxima de bio-hidrégeno de 2270 mL (vs 1527 mL de este
estudio), con un valor de A de 5 h (vs 4 h de este estudio), la velocidad volumétrica
de produccion de bio-hidrégeno fue de 58 mL/L-h (vs contra 90 mL/L-h de este
estudio), la produccion fue de 3.7 mmol de bio-hidrégeno (vs 3.2 mmol de bio-
hidrogeno de este estudio) y el maximo rendimiento que obtuvieron fue de 2.2 mol
H2/mol de glucosa (vs 1.6 mol Hz/mol de sacarosa de este estudio), alcanzaron un
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62 % de bio-hidrégeno y este estudio el porcentaje fue del 54 %. Se puede
observar que la mayoria de los parametros medidos en ambos casos son valores
cercanos, considerando que se utilizaron las mismas bases de operacion de
pretratamiento térmico acido en el indculo y durante la operacion de los reactores.

Otro estudio con resultados similares es el trabajo de Heguan et al. (2008) quienes
utilizaron dos reactores continuos de tanque con agitacion alcanzando una VVPH
de 119 mL/L-h, con un porcentaje de produccién del 45 % de hidrégeno a partir de
un sustrato de agua de papas.

Ginkel et al. (2005) reportaron también valores de VVPH y % de produccién
similares a los de este estudio, ellos utilizaron pequefios reactores en forma de
botellas alimentados con aguas residuales del procesamiento industrial de
manzanas, generaron una eficiencia del 60 % de bio-hidrégeno, el valor de VVPH
fue de 90 mL/L-h.

Kyazze et al. (2007) y Fang y Liu (2002) observaron maximos rendimientos de bio-
hidrogeno cuando el pH del medio vari6 entre 5 y 6. Ferchichi et al. (2005)
realizaron experimentos en lote para investigar el efecto del pH, experimentaron
en un rango de 5 a 10 unidades acerca de la produccién de bio-hidrégeno a partir
de lactosuero, como in6culo utilizaron una cepa pura de Clostridium
saccharoperbutylacetonicum. Los autores observaron la velocidad de produccion
volumétrica de bio-hidrogeno y el rendimiento molar de bio-hidrogeno mas altos
cuando el pH inicial fue 6 alcanzando valores de 9.4 mmol H2 acumulativo y un
rendimiento de 2.7 mol Hz/mol lactosa, es por eso que en esta prueba el pH inicial
fue de 6.5. En esta prueba el rendimiento fue menor que en operacion en continuo
(2.3 y 1.6 mol Hz/mol de sacarosa obtenido en continuo y en lote), respecto a la
composicién del biogas, se han reportado porcentajes de produccién de hidrégeno
que van del 30 al 80% en reactores a nivel de laboratorio con flujo continuo o lote
(Chun et al., 2008; Wan-Qian et al., 2008; Yang et al., 2006) y de 60 a 73% en
reactores de volumenes pequefos (hasta 750 mL) (Fan et al., 2006; Ginkel et al.,
2005, Shin et al., 2004). En esta investigacion el porcentaje de produccion de bio-
hidrogeno fue mayor en continuo (78 % en continuo y 54 % en lote), posiblemente
se debe a que el crecimiento y desarrollo de la biopelicula del anodo se
encontraba en una fase de declive por parte de las bacterias productoras de
hidrogeno afectado el rendimiento su produccién.
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4.7. Produccion de electricidad de la CCM-Hz operado en lote

Las Figuras 4.15, 4.16 y 4.17 muestran la produccién de electricidad de la CCM-H:2
operado en lote. En la Figura 4.15 se muestra la generacion de voltaje, el primer
registro se realizé en tiempo O de operacion, cuyo primer valor fue de 30 mV. El
maximo voltaje fue de 313 mV con una densidad de potencia de 10 mW/m? y una
potencia volumétrica de 1.4 W/m3, registrada a las 30 horas de operaciéon. En
términos de electricidad se pudieron observar diferentes fases en la generacion de
energia que asemejan el crecimiento microbiano, desde la fase exponencial de
bacterias exoelectrégenas, causada por los procesos de enriguecimiento y
formacion de la biopelicula de bacterias anodo-respiratorias sobre el fieltro de
carbon (anodo), hasta el decaimiento microbiano, estas fases se vieron reflejadas
en la produccion de voltaje. En las primeras 4 horas de operacion del reactor se
observo una fase de adaptacién de los microorganismos donde la produccién de
voltaje no fue significativa. Después ocurrié una fase exponencial hasta la hora 51
de operacion, donde se registré el maximo voltaje. Después ocurrido una fase de
estabilizacion la que esta comprendida entre las 80 y 190 h, después de ese
tiempo se observdé una fase de decaimiento hasta finalizar la operacion de la
celda. La fase de decaimiento de electricidad pudo deberse a una
sobreproduccion de biomasa adherida sobre las paredes de los electrodos
afectando la transferencia de los reactantes y productos entre el electrolito y los
electrodos, bioquimicamente las bacterias requieren energia para su crecimiento y
desarrollo, por lo tanto, la biopelicula anddica toma parte de la energia disponible
por el sustrato organico disminuyendo el voltaje en la celda, ademas de que el
aporte de sustrato organico no es contante.
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Figura 4.15. Produccién de voltaje con la CCM-H:2 en lote
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Figura 4.16. Produccién de densidad de potencia con la CCM-H: en lote
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Figura 4.17. Produccién de potencia volumétrica con la CCM-Hz en lote

Los componentes de la celda como los electrodos, el agua de alimentacion y la
membrana de intercambio protonico pueden encontrarse saturados de biomasa lo
que también limita la transferencia de electrones y como consecuencia decae el
voltaje (Finkelstein et al., 2006; Aelterman et al., 2006; Virdis et al., 2009). Otro
factor que repercute en el rendimiento es el limitado aporte de materia organica
debido a que en alimentacion en lote el sustrato organico no es constante. Existe
una diferencia en la generacion de electricidad en alimentaciéon en continuo y en
lote. En este trabajo se obtuvieron mejores resultados en continuo, el movimiento
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del agua de la circulacion promueve un mayor contacto del sustrato con los
microorganismos, lo que genera una mayor transferencia de masa y una mejor
distribucion hacia las bacterias. Al degradarse una mayor cantidad de materia
organica de forma continua el voltaje no decae rapidamente, mientras que en lote
el agua de alimentacion se encuentra en un estado estético, por lo que el sustrato
no se distribuye uniformemente.

Los resultados de Ahn y Logan (2013) muestran un comportamiento similar en la
produccion de voltaje y las fases de decaimiento, ellos operaron una CCM de una
camara en lote, como electrodos utilizaron fibras de carbon con catodo aireado
conectados a una resistencia de 1000 Q, alimentaron la celda con agua residual
municipal. Alcanzaron un maximo voltaje de 422 mV, durante los primeros dos
dias de operacion el voltaje se mantuvo en incremento, posteriormente el voltaje
disminuy6 en el tercer dia hasta llegar a un comportamiento constante. Otro
estudio similar esta reportado por Wu et al. (2014) quienes alcanzaron un voltaje
maximo de 420 mV y una densidad de potencia de 45 mW/m3. Sun et al. (2012)
generaron un voltaje maximo de 242 mV y una densidad de potencia de 24
mW/m?2, en ambos casos utilizaron celdas de una sola cdmara con membranas de
intercambio protonico de Nafion.

Para estudiar la produccion de voltaje también se utilizé el modelo matematico
ajustado de Gompertz. Esta ecuacién Unicamente tiene en cuenta el crecimiento,
en este caso el crecimiento de electricidad, sin considerar el consumo de sustrato
de los microorganismos electroactivos, por lo que se puede utilizar este modelo
para describir la evolucién del voltaje durante la corrida de la CCM-H2 mediante la
ecuacion 4.3.

R.

“o-o+ 1]} (EC.4.3)

Ema

E = Enax- €Xp {—exp [

Donde, E (mV) es el voltaje y Emax (MV) es el voltaje alcanzable y R es la
velocidad maxima de crecimiento especifico (mV/h).

El modelo matematico de Gompertz predijo de una forma adecuada la produccion
de voltaje a lo largo de la corrida operada en lote, siendo el coeficiente de
correlacion de 0.95. De acuerdo con dicho modelo el voltaje maximo (Emax) que se
podia obtener en la CCM-H2 era de 314 mV, aunque experimentalmente el valor
fue ligeramente menor con una diferencia minima. El resultado de la velocidad
maxima de crecimiento de voltaje fue de 18.3 mV/h. Por dltimo, cabe destacar que
segun el modelo el tiempo de latencia, es decir el tiempo en el que los
microorganismos exoelectrogenos comienzan a producir electricidad fue de 0.1 h,
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aunque realmente la produccion de electricidad fue instantanea pero muy baja. Se
realiz6 el mismo procedimiento para calcular la produccion de densidad de
potencia, donde se registr6 un valor de 9.8 mW/m?. En las Figuras 4.18 y 4.19 se
muestra produccion de electricidad evaluada con el modelo ajustado de Gompertz.
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Figura 4.18. Produccién de voltaje con el modelo de Gompertz
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Figura 4.19. Produccion de densidad de potencia con el modelo de Gompertz
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Villarrubia (2015) también utilizé el modelo ajustado de Gompertz para estimar la
acumulacion de voltaje. En su estudio utilizd6 una microcelda (microMFC)
alimentada con agua residual, como electrodos utilizo placas cuadradas de grafito,
el electrodo catédico contenia una capa catalitica de 0.5 mg Pt/cm? depositada
sobre una capa microporosa, ambos electrodos se encontraban separados por
una membrana de intercambio protonico Sterion. El volumen de la microcelda fue
de 1 cm3. Como inéculo utilizaron un cultivo mixto de microorganismos procedente
de un reactor biolégico de una PTAR. El maximo voltaje que registraron fue de 32
mV con una densidad de potencia de 42 mW/m?2. El tiempo de corrida donde
mostraron los resultados con el modelo Gompertz fue de 10 d, donde registraron
una produccion de 7.1 mV. Este ejemplo fue el Unico encontrado donde se puede
comparar la produccién de voltaje por este modelo, por lo que es recomendable
estimar la cantidad de electricidad a través de modelos matematicos de tipo
predictivo en celdas de combustible microbianas.

4.8. Produccién total de electricidad en el sistema hibrido CCM-H2-CCH

En la Tabla 4.5 se muestra la produccién total del sistema hibrido, que es la suma
del voltaje producido por la CCM-Hz y la CCH. El maximo voltaje fue de 1130 mV
obtenido cuando la operacion del sistema fue de 8 d, y conlos TRH de 4y 1 d, el
sistema gener6 605 y 481 mV respectivamente. Diversas investigaciones se han
realizado hasta la fecha probando las tres tecnologias mencionadas con
anterioridad (fermentacion oscura, celdas de combustible microbiana y celdas de
electrélisis microbiana) de manera individual y algunas como sistemas acoplados,
observandose que al ensamblar los sistemas puede mejorarse la eficiencia en
cuanto a la produccion de hidrégeno. En este estudio se afiadid la tecnologia de
CCH, con el fin de aprovechar el hidrégeno para la produccion de electricidad
como otra fuente de produccién de energia a parte de la CCM-Hz. Al sistema
CCM-H2-CCH se puede acoplar un sistema MEC, ya que ambos trabajan con la
digestién anaerobia, pudiendo generar mayores cantidades de hidrogeno a los que
se pueden alcanzar utilizando cada uno de estos sistemas por separado. Ademas,
se comprobé que al utilizar una CCM es posible adicionar pardmetros de
operacion que favorece la produccion de bio-hidrogeno dentro de la misma. En
general se recomienda realizar estudios utilizando un CCM de un sola camara y
variando los parametros operacionales tales como la temperatura, TRH, acidez del
medio y fuentes de in6culo y alimentada con agua residual real, donde se permita
desarrollar un consorcio bacteriano adecuado para maximizar las tasas de
rendimiento y produccién de hidrégeno sin dejar a un lado la electricidad. En
cuanto al sistema CCH se recomienda utilizar diferentes resistencias externas que
permitan conocer el rendimiento en cuanto a densidades de potencia y de
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corriente. Otro importante y posible punto de este estudio, sera la busqueda de un
tratamiento que evite el crecimiento de bacterias metanogénicas desde el
momento de realizar la inoculacion de los &nodos y que permitan una seleccion
mas rigurosa en la seleccion y formacién de una biopelicula con bacterias
especificas productoras de hidrégeno. Por lo es muy recomendable seguir
realizando investigaciones usando este tipo de sistemas acoplados.

Tabla 4.5. Produccion total de electricidad del sistema hibrido

Tipo de celda Voltaje con TRH Voltaje con TRH Voltaje con TRH
de 8d (mV) de 4d (mV) de 1d (mV)
CCM-H2 671 323 284
CCH 459 282 197
Total 1130 605 481

4.9. Comportamiento de pH, potencial redox y remocién de DQO operado en
continuo

4.9.1. pH

Los valores de pH en el influente con ambos tipos de agua comprende un rango
de 4.3-6.1 unidades y el pH en el agua sintética en el efluente comprende un
rango de 5.6-6.6. Existen varios trabajos relativos al estudio del rango 6ptimo de
pH que han proporcionado diferentes resultados. Generalmente el rango es de 5-
6.5 unidades, tanto en operacién en continuo y en lote, es por eso que el pH es un
factor critico en la produccién de hidrogeno (Redondas, 2013).

4.9.2. Potencial Redox

La produccion de bio-hidrégeno a partir de sustratos organicos es limitada por la
termodinamica de la reaccién de las hidrogenasas, la cual implica la transferencia
de electrones desde una molécula intracelular portadora de electrones hacia los
protones. Los protones son pobres aceptores de electrones (potencial de 6xido
reduccion (POR) del Hz2 = - 14 mV), por lo que el donante del electron debe ser un
fuerte agente reductor. En el agua residual municipal presenté un valor de 71.6
+115.1 mV en el efluente, mientras que en cada uno de los efluentes de cada fase
de operacion dicho potencial se ve disminuido, esto debido al consumo de oxigeno
de microorganismos obtenido del aire atmosférico en los electrodos catodicos para
realizar sus funciones de alimentacion, crecimiento y reproduccion. El valor de los
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efluentes en la fase de inoculacion fue de -13.7 +94.9 y se observd una mayor
disminucién en las fases de operacién de la variacion de los tiempos de retencién
(8,4 y 1 d) los valores del potencial redox prevalecieron en condiciones anoxias-
anaerobias con valores de -60.6 +16.8, -22.7 +28.5, -51.5 +17.6, en todos los
casos de los resultados del efluente del potencial redox descienden por debajo de
0 mV, puede atribuirse a que las condiciones en las que se encuentra la camara
de la celda cambiaron su estado oxidativo al reductor donde la materia organica es
reducida (Zarate, 2006) donde generalmente los aceptores finales de electrones
son los nitratos, sulfatos y CO2 a diferencia de las condiciones aerobias donde el
aceptor final de electrones es el oxigeno (Estrada, 2006).

4.9.3. DQO

La cantidad de bio-hidrégeno producido por mol de sustrato en la practica es
alrededor de 2-3 moles de hidrégeno por mol de sustrato (Hallenbeck y
Benemann, 2002). El rendimiento que puede alcanzarse en el proceso de
produccion de bio-hidrégeno por digestion anaerobia es solamente el 33% de la
demanda quimica de oxigeno (DQO) contenida en los residuos organicos
(considerando la glucosa como sustrato) puede ser transformada en bio-hidrégeno
(considerando que cada mol de sustrato es fermentada a dos moles de acetato,
dos moles de diéxido de carbono y cuatro moles de hidrogeno) (Kalogo y Bagley,
2008). El resto es transformada principalmente en acidos grasos volatiles (AGV —
acido acético y acido butirico-) (Bartacek et al., 2007). Generalmente, la demanda
guimica de oxigeno (DQO) transformada en hidrogeno esta por debajo del 20%
que corresponde a una media de 2.5 mol hidrégeno/mol de sustrato.

En este estudio el rendimiento maximo fue de 2.4 +0.1 mol Hz/mol sacarosa. Por
lo que se pudo observar que la produccion de bio-hidrogeno se ve influenciada por
las mayores remociones de DQO, fue notorio que el bio-hidrégeno increment6 a
mayor consumo de sustrato organico (degradacion de DQO). La disminucién que
se observa en la Figura 4.20 en el TRH de 8 d fue en el momento en que se
produjo la méaxima cantidad de bio-hidrégeno (L Hz/L-d) y el maximo rendimiento
(mol Hz/mol sacarosa). Durante la operacién con los TRH de 4 y 1 d las
concentraciones en el efluente no tuvieron grandes diferencias. La maxima
remocién de DQO fue de 79.4 +8.0 % cuando se operd con agua residual
municipal con una DQO de ~300 mg/L y un TRH de 8 d (etapa de operaciéon 1).
Operando con agua sintética con una DQO de 1000 mg/L (etapa de operacion 2),
la maxima remocion fue de 56.1 +6.7 % aplicando un TRH de 4 d.
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Arranque Evaluacion del sistema en continuo (Etapa 2)
(Etapa 1)
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Figura 4.20. Resultados de la DQO en el efluente de cada fase

4.10. Analisis microbiolégico

Se tomd una muestra de la biopelicula formada en la superficie del anodo del
reactor para observar la morfologia de las colonias bacterianas para el analisis de
ADN genomico. Para ello se sembré una pequefia muestra de lodo (biopelicula)
en medio de cultivo NBY, el cual permite el crecimiento de un amplio género de
especies bacterianas. Una vez crecidas las colonias bacterianas en una caja Petri
(caja madre), se identificaron las colonias de bacterias por morfologia, tipo de
crecimiento y pigmentacion y fueron resembradas en el mismo medio para hacer
crecer las bacterias de forma pura.

En la Figura 4.21 se puede observar el plaqueado del aislamiento de algunas de
las colonias bacterianas por método de dilucion para la obtencién de colonias
perfectamente aisladas, en los aislamientos la forma de crecimiento se observo en
colonias dispersas y en Swarming. El proceso de aislamiento y purificaciéon se
realizé dos veces, la primera muestra fue tomada a partir de la mezcla de lodos
anaerobios pretratados en donde las bacterias purificadas fueron inoculadas y la
segunda muestra fue tomada al término de la operacién del reactor de la superficie
del anodo.
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Figura 4.21. Aislamiento de bacterias tomadas del anodo

Tanto las bacterias puras como en consorcios microbianos mixtos pueden generar
electricidad, sin embargo, la descripcién de la microbiologia de una biopelicula y
sus implicaciones de la ecologia microbiana sobre el funcionamiento han sido
poco estudiados (Lovley, 2008; Bretschger et al., 2010). Conocer los procesos de
colonizacion, invasion y sucesion de las poblaciones microbianas puras y mixtas
que producen electricidad permitirhd explorar nuevos métodos para la produccién
de electricidad (Logan y Regan, 2006). En este estudio a través de la técnica de
tincion de esporas (Wirtz-Conklin) se observaron bacterias Gram positivos
esporulados. En este trabajo se aislaron 9 bacterias en la primera toma de
muestra, dentro de la identificacion morfolégica con la tincion de Gram y la de
Wirtz-Conklin se observaron bacterias bacilos Gram positivas de tamafio corto,
mediano y largo, algunas bacterias presenciaron esporas en los extremos de cada
bacteria, otras contenian la espora en el centro, algunas esporas se observaron
con mayor intensidad en el tefiido.
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En la segunda toma de muestra se aislaron 6 tipos de bacterias, en este in6culo
se observaron bacterias tanto Gram positivas como negativas en forma de cocos y
bacilos de tamafio corto y mediano, no todas las bacterias presentaron esporas, la
tincion de esporas fue con menor intensidad en comparacion con las bacterias
provenientes de la muestra 2. Se ha reportado que muchas de las bacterias
productoras de bio-hidrégeno tienen la capacidad de formar esporas cuando son
sometidas a procesos de estrés (pretratamiento térmico-acido), generalmente las
bacterias esporuladoras pertenecen al género de Clostridium, Citrobacter y
Bacillus. En la Figura 4.22 se muestra la morfologia de algunas bacterias con
forma de bacilos Gram positivos de longitud corta y mediana. En la Figura 4.23 se
pueden observar las esporas en los extremos de las bacterias y en el centro. Una
vez que se observo la morfologia de las bacterias por la tincion de Gram y Wirtz
Conkilin, se realiz6 la extraccion de ADN gendmico y se amplific el gen 16S por
PCR.
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Figura 4.22. Bacilos Gram positivos. Técnica tincion de Gram
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Figura 4.23. Bacterias en estado de esporulacion. Técnica tincion Wirtz Conklin
Resolucién de imagen: 100x
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Actualmente se esté explorando la eficacia de microorganismos que actian sobre
el &nodo. Los microorganismos en las CCM juegan un papel importante en la
transferencia de electrones, un proceso que ocurre en la célula misma, de la célula
hacia el electrodo; por lo tanto, estudiar sus interacciones, identificarlos y
establecer su funcion en este proceso, aporta al conocimiento basico y al futuro
mejoramiento del desempefio de estos sistemas. Ademas explorar consorcios
eficaces para las funciones de generacion de electricidad, remocion de materia
organica, biorremediacion y produccion de bio-hidrogeno, a partir de muestras
sometidas a diferentes condiciones se puede permitir el desarrollo de novedosos
bioanodos y/o biocatodos.

La comunidad microbiana presente en el reactor fue analizada por la técnica de
PCR a partir de dos muestras. Los patrones de bandas obtenidos por la técnica de
electroforesis en gel de agarosa se muestran en la Figura 4.24, en la primera
columna se encuentra el marcador de peso molecular (MPM), posteriormente las
bandas enumeradas del 1-15 corresponden a las bacterias, en algunos casos las
columnas se encuentran vacias lo que indica que el proceso de amplificacion del
gen 16S por PCR no se llevé a cabo.

A) MPM123457 8 9 B) vev 10 11 12 13 14 15

Figura 4.24. Perfiles de bandas obtenidos por PCR.
A) Perfil de bandas de muestra 1. B) Perfil de bandas de muestra 2

En la Tabla 4.6 se muestran los resultados obtenidos del analisis de la secuencias
en la base datos de ADN microbiano GenBank del NCBI (National Center for
Biotechnology Information) mediante el programa NucleotideBLASTsearch. En la
tabla el numero de banda del 1-9 se refiere a la muestra 1 (secuencias de
bacterias extraidas de la mezcla de lodos anaerobios pretratados) y las bandas
10-15 es la segunda muestra (secuencias de bacterias extraidas de la biopelicula
del anodo). La alineacion utilizando el BLAST de nucleotidos muestra similitudes
altas (99-100%) a una amplia gama de especies representativas o subespecies
perteneciente a los géneros de la siguiente Tabla (4.6).
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Tabla 4.6. Resultados de la secuenciacion correspondiente a las bandas obtenidas
de la amplificacion por PCR

N° de banda Correspondencia Similitud (%) Morfologia

1 Citrobacter freundii 100 Bacilos Gram negativos

2 Bacillus thuringiensis 100 Bacilos Gram positivos

3 Providencia sp. 99 Bacilos Gram positivos con esporas

en los extremos de la bacteria

4 Bacillus mycoides 99 Bacilos Gram positivos con espora
en el centro de la bacteria

5 Bacillus mycoides 100 Bacilos Gram positivos con espora
en el centro de la bacteria

6 Bacillus mycoides 100 Bacilos Gram positivos con espora
en el centro de la bacteria

7 Sin identificar Cocos Gram negativos

8 Enterococcus faecalis 99 Cocos Gram positivos

9 Lysinibacillus sp. 99 Bacilos Gram positivos

10 Sin identificar Cocos Gram positivos

11 Chryseobacterium 99 Bacilos Gram negativos

gleum

12 Enterococcus faecalis 99 Cocos Gram positivos

13 Azotobacter sp. 100 Bacilos Gram negativos con espora
en el centro de la bacteria

14 Bacillus mycoides 100 Bacilos Gram positivos con espora
en el centro de la bacteria

15 Citrobacter freundii 100 Cocos Gram negativos

El patron de bandas obtenido en cada muestra tuvo poca diferencia en la
comunidad microbiana establecida en el &nhodo como era de esperarse. Asi, el
namero de bandas detectado en la muestra 1 fue mayor que el detectado en la
muestra 2. Shin et al., 2004 sugieren que la diversidad de especies cambia a lo
largo del tiempo de experimentacidon. Los numeros de banda 7 y 10 corresponde a
bacterias que no fueron identificadas, probablemente se debe a que la cantidad de
ADN gendmico no fue suficiente para obtener un amplicon del gen 16S por un
PCR convencional.

Los analisis de diversidad microbiana utilizando los genes de ARNr 16S indicaron
la presencia de especies procariotas pertenecientes a los géneros Bacillus,
Citrobacter, Enterococcus, Lysinibacillus, Chryseobacterium, Azotobacter vy
Providencia. En la Figura 4.25 se muestra el arbol filogenético basado en la
secuencia para 8 especies, éstas fueron identificadas en el reactor, la historia
evolutiva fue inferida mediante el método Neiborg Joining. Se presenta el arbol
optimo en forma de cladograma con los respectivos valores Bootstrap (100
réplicas) entre las ramificaciones.
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Para este analisis se utilizé el programa CLC Sequence version Viewer 7.8.1. Las
bacterias que se observan en la Figura 4.25 estaban contenidas en la biopelicula
del anodo y contenidas en la mezcla de lodos anaerobios, estos microorganismos
muy probablemente contribuyen a la transferencia de electrones catodicos e
incluso en la produccién de bio-hidrégeno.

Lysinibacullus fusiformis

& Bacillus thuringiensis
100

‘'——————® Bacillus mycoides

————————® Providencia sp
100

100 ——® Citrobacter freundii

100 ® Azotobacter sp

99 ® Chryseobacterium gleum

Enterorococcus faecalis

Figura 4.25. Relacion filogenética del consorcio bacteriano identificado en la
CCM-H:2

El mecanismo que implica la transferencia de electrones por bacterias desde el
catodo al oxigeno en CCM todavia esta abierto a la discusion por lo que es dificil
llegar a concluir qué las bacterias son electroactivas de forma especifica (Powell et
al, 2009; Rosenbaum et al., 2010), los resultados de este estudio muestran que las
bacterias mencionadas en la Tabla 4.5 podrian ser electroactivas y productoras de
bio-hidrogeno. En total se identificaron 11 bacterias de las cuales: Citrobacter
freundii, Bacillus thuringgiensis Providencia sp, Bacillus mycoides, Enterococcus
faecalis y Lysinibacillus fusiformis corresponden al primer muestreo (bacterias
contenidas en la mezcla de lodos), después de inocular estas bacterias de forma
pura la produccion de electricidad y bio-hidrégeno aumentd como se observé en la
Figura 4.9. Las bacterias Chryseobacterium gleum, Azotobacter sp, Enterococcus
faecalis, Bacillus mycoides y Citrobacter freundii corresponden a la segunda
muestra (biopelicula soportada en el &nodo). Existe un 50 % especies de bacterias
gue estuvieron presenten en ambos muestreos. Los analisis filogenéticos
bacterianos dominantes hasta el nivel del género podrian revelar mas informacion
sobre la composicion del consorcio.

Se ha comprobado actividad electrogénica en bacterias como Rhodobacter
ferriducens, Aeromonas hidrophyla, Clostridium butyricum, Enterococcus
gallinarrum, Bacillus subtilis, Escheriquia coli y Geobacter sulfureducens etc.
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(Nufes, 2008). Por otra parte entre las bacterias productoras de bio-hidrégeno se
encuentran  Clostridium  (butyricum, pasteurianum, thermocellum, dificile,
thermolacticum etc.) Escheriquia coli, Enterobacter aerogenes y Rodhobacter,
también bacterias del género Citrobacter, Enterococcus y Bacillus (Bastidas-
Oyanedel, Mette y Ejbye, 2015; Bedoya et al., 2008). Por lo tanto bacterias del
género que se encontraron en este estudio podrian considerarse productoras de
electricidad y de bio-hidrogeno.

De acuerdo con Nufies (2008) las bacterias identificadas en este estudio tales
como: Bacillus thuringgiensis, Bacillus mycoides, Enterococcus faecalis vy
Lysinibacillus fusiformis han sido reportadas como productoras de electricidad.
Por otra parte de acuerdo con Bastidas-Oyanedel et al. (2015) y Bedoya et al.
(2008) las bacterias Citrobacter freundii, Enterococcus faecalis, Bacillus
thuringgiensis y Bacillus mycoides son productoras de bio-hidrogeno. Respecto a
Chryseobacterium gleum, Azotobacter sp y Providencia sp no se ha reportado que
sean bacterias productoras de electricidad o de bio-hidrégeno.

Los microorganismos exoelectrégenos en las CCM juegan un papel importante en
la transferencia de electrones, un proceso que ocurre en la célula misma, de la
célula hacia el electrodo y del electrodo a la célula; por lo tanto, estudiar sus
interacciones, identificarlos y establecer su funcion en este proceso, aporta al
conocimiento basico y al futuro mejoramiento del desempefio de estos sistemas.
Ademas explorar consorcios eficaces para las funciones de generacion de
electricidad, remocién de materia organica y biorremediacién, a partir de muestras
ambientales sometidas a diferentes condiciones, puede permitir el desarrollo de
novedosos biodnodos y/o biocatodos. A nivel practico es mejor emplear cultivos
mixtos porque generan altos potenciales y su manejo es mas econémico y menos
exigente, por lo que se utilizan lodos anaerébicos y otras fuentes de comunidades
microbianas (Du et al., 2007). Estos estudios indican que la produccion de bio-
hidrégeno en los sistemas por digestibn anaerobia es debida a bacterias
anaerobias obligadas pertenecientes a los géneros mencionados anteriormente
pueden obtener energia tanto por respiracién (en presencia de oxigeno) como por
fermentacién (en ausencia de oxigeno) produciendo en este Ultimo caso bio-
hidrogeno (Hawkes et al., 2002).

Pareceria razonable concluir que el sistema de CCM productor de bio-hidrogeno
utilizado aqui podria ser eficiente en la produccion de electricidad y bio-hidrégeno
a partir de las bacterias encontradas en el interior del reactor, aunque siguen
existiendo preocupaciones con respecto al posible crecimiento de competidores
como las bacterias metanogénicas y por las bacterias que no pudieron ser
identificadas.

Oscar Guadarrama Pérez 82



Caracterizacion de un sistema hibrido de CCM productora de hidrégeno-CCH para la produccién de electricidad
. __________________________________________________________________________________________________________________]

CAPITULO 5. CONCLUSIONES

El sistema hibrido de CCM-H: logro la produccion simultanea de electricidad y bio-
hidrégeno, donde este dltimo fue utilizado como combustible para una CCH
acoplada para la produccion de electricidad.

Como primer objetivo se evaluaron los perfiles de electricidad en ambas celdas.
Cuando la CCM-H2 oper6 en continuo con un TRH de 8 d, una temperatura de
32°C y pH de 6.5 se produjo un voltaje maximo de 671 mV, una densidad de
potencia de 46 mW/m? y una potencia volumétrica de 6.4 W/m3. El reactor CCM-
H2 operado en lote produjo un méaximo voltaje de 313 mV, una densidad de
potencia de 10 mW/m? y una potencia volumétrica de 1.4 W/m3. En cuanto a la
CCH, el voltaje mas alto registrado fue de 459 mV, el cual fue producido con el
bio-hidrégeno generado en la CCM-H2. El voltaje maximo generado por el sistema
hibrido CCM-H2-CCH fue de 1130 mV operado con un TRH de 8 d.

Se produjo mayor electricidad con la CCM-Hz que con la CCH con una diferencia
del 31 %, ademas de que el tiempo de agotamiento de voltaje fue de 39 min,
mientras que en la CCM-Hzla produccién de electricidad se mantuvo contante.

Se demostrd que las condiciones de temperatura, TRH y pH son favorables para
la produccién de bio-hidrégeno y electricidad. Los mejores resultados se
registraron cuando la CCM-Hz fue operada en continuo con un TRH de 8 d. La
maxima cantidad de bio-hidrogeno producido fue de 5 L H2/L-d, a lo que
corresponde un 78 % del biogas total. La CCM-Hz operada en lote alcanz6 una
méaxima velocidad volumétrica de producciéon de bio-hidrégeno de 90 mL/L-h. Se
observé una diferencia notoria en la produccion de bio-hidrégeno operado en
continuo, los resultados muestran una mayor cantidad de bio-hidrégeno generada
en continuo (78 %) que en lote (54 %), lo que sugiere que es necesario mantener
el control de las condiciones para la inhibicion de bacterias metanogénicas y asi
evitar en lo posible la disminucion de bio-hidrégeno.

Al realizar el analisis microbiolégico de la biopelicula adherida al 4nodo de la
celda, se comprobé que diferentes consorcios bacterianos pueden producir
electricidad y bio-hidrogeno, dependiendo de las condiciones de operaciéon, donde
se demostré que el control de pH juega un papel determinante en el desarrollo de
la microbiota independientemente de los parametros operacionales utilizados. La
composiciéon y la diversidad de los consorcios microbianos pueden influir
significativamente en las tasas de rendimiento de produccion de bio-hidrégeno, por
lo que es importante mantener la inhibicién de los metandgenos.
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Los andlisis de diversidad microbiana dirigidos a los genes ARNr 16S indicaron la
presencia de especies procariotas pertenecientes a los géneros Bacillus,
Citrobacter, Enterococcus, Lysinibacillus, Chryseobacterium, Azotobacter vy
Providencia sp, las cuales contribuyeron a la produccién de electricidad y bio-
hidrogeno.

De acuerdo con los resultados de la cinética de produccion de bio-hidrogeno
operado en lote con el modelo modificado de Gompertz, se estimé una
acumulacion de bio-hidrogeno de 1527 mL y 3.23 mmol. Respecto a la electricidad
se estimé una acumulacién de 59 V con una densidad de potencia de 1.2 W/m?Z.

El andlisis estadistico realizado demostr6 que un alto tiempo de retencion
hidraulico de 8 dias tiene un efecto significativo en el funcionamiento de la CCH-H2
acerca de la produccién de voltaje y bio-hidrogeno, dadas las condiciones de
operacion utilizadas en el sistema.

Se encontré que el sistema hibrido al utilizar in6culos puros y mixtos de forma
conjunta beneficio el incremento simultaneo de electricidad y bio-hidrogeno de
forma inmediata.
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CAPITULO 6. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Dentro de las areas de oportunidad de estudio en las CCM son:

e La investigacion de materiales en forma de electrodos en el disefio
reactores electroquimicos para incrementar la generacion de electricidad ya
gue no se han reportado los materiales 6ptimos dentro del disefio de una
CCM para la operacion.

e Aislar bacterias electroactivas para poder inocularlas en las celdas a fin de
incrementar la produccion de electricidad y bio-hidrogeno. En los consorcios
productores de energia y de bio-hidrogeno las bacterias mas comunes
pertenecen a los generos Shewanella, Geobacter, Proteobacter,
Pseudomonas, Clostridium, Citrobacter y Enterococus etc., por lo que es
necesario investigar la capacidad de transferencia de electrones y la
produccién de bio-hidrégeno producido por la oxidacion del sustrato
organico por parte de estas bacterias.

e Es necesario investigar utilizando mutagénesis e incluso tecnologias de
ADN recombinante para crear algunas cepas de microorganismos que
cumplan con todas las funciones requeridas de manera 6ptima para el
desarrollo de bioelectricidad o para incrementar la velocidad de
transferencia de electrones, 0 cepas especializadas en la produccién de
bio-hidrégeno.

Con los resultados de este estudio se sugiere operar la celda de combustible
microbiana productora de bio-hidrogeno bajo condiciones necesarias para la
produccion de bio-hidrégeno sin olvidar las condiciones necesarias de las
bacterias electroactivas, quedando pendiente realizar mas investigacion respecto
a los muchos diferentes tipos de indculos que existen.

El seguimiento a la comunidad microbiana y el crecimiento selectivo de
organismos productores de bio-hidrogeno podrian mejorar los resultados
obtenidos en esta investigacion, en tal sentido, se sugiere que futuras
investigaciones estén orientadas al estudio y caracteristicas de la comunidad
microbianas presentes en el reactor con técnicas mas especializadas como las de
pirosecuenciacion. También se recomienda escalar la celda de combustible
microbiana productora de bio-hidrégeno y evaluar el reactor con otro tipo de
indculo.
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CAPITULO 7. ANEXO
7.1. Andlisis estadistico

Con el objetivo de identificar si hubo una diferencia significativa entre los voltajes
producidos en la CCM-Hz, la produccion de bio-hidrogeno en la CCM-Hz y la
produccion de voltaje en la CCH, se realizé un analisis de varianza. Se realizé un
andlisis de varianza de un factor considerando un nivel de significancia de 0.05.
Tomando en cuenta que todas las pruebas se realizaron bajo las mismas
condiciones y que la uUnica condicion diferente entre ellas fue el tiempo de
retencién hidraulico. En las Tablas 7.1, 7.2 y 7.3 se muestran los resultados

obtenidos del andlisis de estadistico de cada tratamiento.

Tabla 7.1. ANOVA de produccion de voltaje en la CCM-H:2

Fuente de Suma de Grados de Cuadrados Razoén Fc
variacion cuadrados libertad medios
Tratamientos 8666555 1 835.74 16.66
Error 345636 2 16.66
Total de la 902187 3
correlacion
Valor Ft Fc>Ft Si hay diferencias
calculado Valor de significativas
de Fc: Tablas
16.66 a=0.05
7.7

Tabla 7.2. ANOVA de produccion de bio-hidrégeno en la CCM-Hz

Fuente de Suma de Grados de Cuadrados Razén Fc
variacion cuadrados libertad medios
Tratamientos 289.85 1 289.85 10.05
Error 59 2 2.89

Total de la 7.13 3

correlaciéon
Valor Ft Fc>Ft Si hay diferencias

calculado Valor de significativas

de Fc: Tablas
10.05 a=0.05
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Tabla 7.3. ANOVA de produccion de voltaje en la CCH

Fuente de Suma de Grados de Cuadrados Razén Fc
variacion cuadrados libertad medios
Tratamientos 2814104 1 3814104 155
Error 328846 2 164423
Total de la 28481 3
correlacion
Valor Ft Fc>Ft Si hay diferencias
calculado Valor de significativas
a=0.05
155 55

En las Figuras 7.1, 7.2 y 7.3 se muestra el analisis de la prueba de Tukey, donde
se observa la diferencia entre los resultados de los tratamientos (TRH). Donde
consideraqueab #aya #b #c.

AE0 |
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Figura 7.1. Prueba de Tukey de produccion de voltaje en la CCM-H:2
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Figura 7.2. Prueba de Tukey de produccién de bio-hidrégeno en la CCM-H:2
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Figura 7.3. Prueba de Tukey de produccion de voltaje en la CCH
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