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Resumen

En este estudio se investigd el arranque de un reactor
bio-electroquimico para la generacion simultdnea de
electricidad y bio-hidrdgeno a través de la degradacion
de sucrosa como fuente de carbono. El reactor fue
sometido a diferentes in6culos y operado con un tiempo
de residencia hidraulica de 8 d con una temperatura de
32°C. El voltaje méaximo generado usando una
resistencia externa de 1,000 Q fue de 671 mV. La
méxima densidad de potencia y volumétrica obtenida en
el SMER-H, fue de 46 mw/m’ y 6.4 W/m’ La
velocidad maxima de produccion de bio-hidrégeno fue
de 5.2 L H,/L-d. con rendimientos de hasta 2.39 mol
Ho/mol sucrosa. La aplicacion de esta nueva
configuracién de reactor bio-electroquimico gener6
electricidad y bio-hidrogeno en un solo paso.
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Introduccién

Los sistemas bio-electroquimicos (SBE) se caracteriza
por utilizar microorganismos para la generacion de
electricidad o biogds mediante reacciones anddicas y
catodicas dentro de una configuracion electroquimica
que utilizan la materia organica como una fuente de
combustible (McCormick et al., 2015). Los SBE pueden
clasificarse en celdas de combustible microbianas
(CCM) o en celdas de electrolisis microbianas (CEM);
la clasificacion dependera del modo de operacion y la
obtencion de electricidad (Pant et al., 2011). Las celdas
de combustible microbianas son sistemas bio-
electroquimicos que genera 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). Las CEM son sistemas bio-
electroquimicos que puede convertir la materia orgénica
en hidrégeno utilizando una pequefia carga de
electricidad (0.4-0.9 V) (Heidrich et al., 2013). La
produccidn bioldgica de hidrogeno también representa
una tecnologia prometedora del futuro ya que se
considera una fuente limpia y renovable, ademas de que

posee el mayor contenido energético por unidad de
peso, 122-142 kJ/g, comparado con cualquier
combustible conocido (Yasin et al., 2013). Para la
produccion de bio-hidrégeno a partir de sistemas bio-
electroquimicos se ha utilizado la combinacion de
celdas individuales de una CCM y una CEM, donde el
voltaje generado por la CCM es aplicado en la CEM
para generar hidrégeno (Kadier et al., 2016). Hasta el
momento no se han encontrado estudios sobre la
produccion simultinea de electricidad e hidrdgeno en
un solo reactor. Por lo tanto, el objetivo principal de
este estudio fue evaluar el arranque de una
configuracion de reactor bio-electroquimico operado en
modo continuo para la produccién simultanea de
electricidad y bio-hidrogeno.

Métodos
Sistema experimental

Se utiliz6 una celda de acrilico de 10 L el cual operd en
modo continuo bajo condiciones anaerobias a una
temperatura de 32°C y un pH entre 5.5 y 6.5. El reactor
se oper6 con un tiempo de residencia hidraulico (TRH)
de 8 d (Figura 1). La celda trabajo a un voltaje a circuito
cerrado utilizando una resistencia externa de 1,000 Q.
La configuracion de la celda fue de tipo aire-catodo. Se
utilizaron dos catodos colocados en las paredes laterales
del reactor. Cada catodo estuvo formado por una tela de
carb6n con un érea superficial de 0.0135 m? e
impregnada con 0.5 mg de PbO,/cm?. La tela de carb6n
fue ensamblada a una membrana de intercambio
catiénico con un &rea superficial de 0.0135 m? Se
utilizé una lamina de cobre con un érea de 0.003 m?
como colector de electrones. Como &nodo se utilizaron
tres fieltros de carbdn apilados y conectados entre sf,
todos con un &rea superficial de 0.0098 m2 Un alambre
de cobre comunico a los tres fieltros de

carbdn para formar un solo recolector de electrones. El
biogas producido por bioreactor fue captado en la parte
superior del reactor por medio de un separador gas-
liquido-sélido.
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Figura 1. Reactor bio-electroquimico generador de bio-
hidrégeno

El reactor fue alimentado con una solucion sintética que
contenia los siguientes nutrientes en g/L: 1.3 g de
NH,CI, 0.25 g de KH,PO, 0.125 g de MgCl,-6H,0,
0.0025 g de CaCl-2H,0, 0.025 g de K,HPO,, 0.0005 g
de H3BOz; 0.0005 g de CoCl,-6H,0, 0.0001 g de
FeSO4-7H20, 0.0025 g de KI, 0.0001 g de Na,HPO,y 1
g de sucrosa. El agua sintética se acidificé a un pH 5.5-
6.5 con H,S0,.

Fuente de indculos

Se probaron tres diferentes tipos de fuentes de indculos
para determinar el mejor consorcio microbiano para la
mejor produccién de bio-energia en términos de
produccion de electricidad e hidrégeno. Cada in6culo
fue depositado sobre toda la superficie de los fieltros de
carbdn con el objetivo de desarrollar una biopelicula
sobre el anodo. El primer in6culo microbiano (I11) se
formé a partir de una alimentacién continua al reactor
con agua residual municipal cruda. El segundo inéculo
(12) se tom6 a partir de un aislamiento de bacterias
proveniente de una mezcla de lodo granular anaerobio
obtenido de un reactor UASB y de sedimentos
recolectados de un lago artificial en proporcion 50/50
(V/V).

La mezcla de lodos anaerobios fue sometida a un
pretratamiento térmico y &cido, el cual consistié en
calentar la mezcla en bafio Maria a una temperatura de
35 °C durante 7 d con un pH de 5.5, después, la mezcla
de lodos fue sometida a un choque térmico a 105 °C
durante 15 min. Finalmente se tomaron muestras de los
lodos secos y fueron sembradas de forma aséptica en
cajas Petri con medio de cultivo NBY bajo condiciones
anaerobias. Las colonias que crecieron en este medio
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. Una vez identificadas las
colonias, estas fueron aisladas y transferidas a un medio
de cultivo liquido para su crecimiento masivo. Del
cultivo liquido se tomaron 100 mL de las bacterias
aisladas y fueron impregnadas uniformemente sobre la
superficie del fieltro de carbén y sobre su interior. El
tercer inéculo (I3) fue la mezcla de lodo granular
anaerobio y sedimento anaerobio sometido al
pretratamiento térmico-acido. Quinientos mililitros del
indculo 13 en forma de polvo (< 500 um) fue esparcido
en toda el area del anodo.

Mediciones analiticas

Las mediciones de la electricidad y bio-hidrdgeno
producido fueron colectadas en tiempo real usando un
sistema de adquisicion de datos basados en el software
LabVIEW. La corriente, | (mA), se calculd usando la
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formula | = VIR, donde V (mV) es el voltaje y Rey (Q)
es la resistencia externa. La densidad de potencia, P
(mMW/m? vy la densidad de corriente, j (MA /m?), se
calcularon segin P = 1 x V/A x 1,000 y J = V/Rgy X A,
respectivamente, donde A (m?) es el area superficial del
anodo. La densidad de potencia volumétrica se calculd
utilizando la formula P, = P x A/V, dénde V (m®) es el
volumen del reactor. La composicion de biogéas (H,,
CH, y CO,) se determin6 con un cromatdgrafo de gases
SRI 8610C acoplado a un detector de conductividad
térmica. Para medir el flujo volumétrico del biogas se
utilizaron dos métodos simultaneos: 1) utilizando Flo-
Sensor McMillan 100 microturbine el cual se conectd al
sistema de adquisicion de datos registrando la
produccién de biogas en mL/min en tiempo real y 2)
mediante pruebas de desplazamiento volumétrico.

Resultados y discusion

Produccion de electricidad y Dbio-

hidrégeno con tres diferentes indculos

En la Figura 2 se muestran los valores de voltaje y
densidad de potencia producidas por el reactor bio-
electroquimico. Los méximos voltajes alcanzados para
los indculos 11, 12 e I3 fueron de 240, 186 y 671 mV y
las méximas densidades de potencias fueron 6, 3.5 y 46
mW/m? respectivamente. Durante la operacion del
SMER-H, utilizando el indculo 11, la celda trabaj6 a un
pH de 55 con el objetivo de inhibir a los
microorganismos metanogénicos 'y estimular el
desarrollo de las bacterias productoras de hidrégeno
(Reyes-Contreras and Vidal, 2015). Bajo estas
condiciones se generd hidrégeno, sin embargo, la
produccion de voltaje disminuy6 rapidamente llegando
a valores de 0 mV, esto fue debido a las condiciones
cidas del medio lo que gener6 una inhibicion de las
bacterias exoelectrogenas. Las bacterias electroactivas
se desempefian favorablemente a pH cercanos a la
neutralidad (Mckormik et al., 2015). Después, el pH fue
ajustado a 6.5 favoreciéndose nuevamente el desarrollo
de las bacterias exoelectrdgenas e incrementandose el
voltaje nuevamente. Para los indculos 12 y 13 el pH se
control6 a 6.5 con el fin de incrementar la produccion
de electricidad e estimular el desarrollo de bacterias
exoelectrogenas.

Para cada condicion de operacién, se observo un
incremento del voltaje durante los primeros dias, este
comportamiento fue debido a la colonizacion vy
desarrollo de la biopelicula (principalmente bacterias
exoelectrégenas y productoras de hidrégeno) sobre el
materia anddico lo que facilité el transporte de
electrones hacia el anodo. Después se observd una
disminucién y estabilizacion del voltaje debido a una
fase de decaimiento de las bacterias exoelectrogenas, lo
cual afect6 la produccion y transferencia de electrones.
Este comportamiento sugiere la presencia de otros
microorganismos anaerobios adheridos sobre el anodo
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generando una competencia por el consumo del sustrato
entre  las  bacterias  exoelectrogenas 'y  no
exoelectrogenas. En condiciones estables los voltajes
obtenidos fueron de 250, 110 y 85 mV con el in6culo
13, 11y 12, respectivamente.

Irdouk 2

Figura 2. Evolucion de la produccion simultanea de
electricidad y bio-hidrégeno en el reactor bio-
electroquimico

La tasa de produccion de hidrdgeno se vio favorecida
con el inéculo 13. La maxima produccion de hidrégeno
obtenido fue de 5.2 L Hy/L-d. La produccién de
hidrogeno con el inoculo 11 fue de 2.4 L Hy/L-d y con el
inoculo 12 se obtuvo una produccién de 2.6 L Hy/L-d.
Parte del hidrdgeno generado por el bioreactor fue
utilizado en forma de protones (H*), por lo que se
generaron posiblemente altos potenciales catddicos. El
incremento de electricidad fue proporcional al
incremento de hidrédgeno generado. Con el in6culo 3, la
produccion de hidrégeno y electricidad fue mayor
debido probablemente a que este inéculo contenia un
amplio consorcio bacteriano tanto de bacterias
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exoelectrogenas como de productoras de hidrogeno.
Asimismo, la resistencia externa utilizada en la SMER-
H, fue un factor clave para el desarrollo de ambos
microorganismos. En estudios se han generados
diferentes tasas de produccién de hidrégeno en una
CEM que van desde 0.015 hasta 17.8 L H,/L.d
(Heidrinch et al., 2013). Estas variaciones dependieron
del tipo de configuracion de la celda, operacidn, de tipo
sustrato e inoculo utilizado y de el voltaje aplicado. A
través de los procesos de fermentacién oscura se han
obtenido tasas de produccién de hidrégeno a nivel
laboratorio entre 4 y 8 L H,/L.d (Tao et al., 2007).

La cantidad de hidrégeno producido por mol de sustrato
en la practica es de 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 hidrégeno por digestion anaerobia es
solamente el 33% de la demanda quimica de oxigeno
(DQO) considerando que cada mol de sustrato es
fermentada a dos moles de acetato, dos moles de
dioxido de carbono y cuatro moles de hidrégeno
(Kalogo y Bagley, 2008). Generalmente, la DQO
transformada en hidrégeno esté& por debajo del 20% que
corresponde a una media de 2.5 mol hidrégeno/mol
sustrato. En este estudio el rendimiento para los
indculos 11, 12 y 13 fueron de 2.25, 2.32 y 2.39 mol
H,/mol sucrosa, respectivamente. Existen diferentes
métodos para la produccién de bio-hidrégeno, una de
las principales formas de obtencion es a través de la
fermentacion oscura utilizando reactores en lotes y
completamente mezclado, con estos procesos se han
obtenido rendimientos entre 0.58 y 4.55 mol H,/mol de
glucosa (Argun y Kargi, 2011). Por medio de las CEM
se han obtenidos rendimientos de 3.7 mol H,/mol de
sucrosa. Tedricamente de la sucrosa se puede obtener
directamente 2-4 mol H,/mol de sucrosa (ecuacion.l y
2) (Hussy et al., 2005) por microorganismos anaerobios
facultativos y obligados a través de compuestos
intermediarios como el butirato o el acetato. Los valores
obtenidos en este estudio se encontraron dentro de los
valores tedricos de moles de hidrogeno a partir de la
oxidacion de la sucrosa.

CeH1,06—CH3CH,CH,COOH+2C0O,+2H,; (1)
CgsH1,06+2H,0—2CH;COOH+2CO,+4H, (2)

Las condiciones de operacion de esta nueva propuesta
de configuracién de la SMER-H, para la produccion de
hidrogeno tiene caracteristicas semejantes a los
reactores de fermentacion oscura and de las CEM, sin
embargo, la ventaja de esta nueva configuracion del
reactor bio-electroquimico es que no se utilizé una
fuente de electricidad externa para la produccion de
hidrogeno generandose simultaneamente electricidad en
un solo paso o bio-reactor. En la Tabla 1 se muestran
los valores maximos de voltaje, densidad de potencia,
densidad de potencia volumétrica, produccion y
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rendimiento hidrégeno generados por el reactor bio-
electroquimico para cada inéculo.

Tabla 1. Produccién maxima de electricidad y de
hidrégeno en el reactor bio-electroquimico

Densidad Densidad
Inéculo  Voltaje (mV) de potencia de potencia volumétrica
(MW/m?) (W/m?)
11 240 5.88 0.82
12 186 3.53 0.49
13 671 46 6.43
Inéeulo Prﬁﬁiﬁgggode Rendimiento de hidrégeno
(L Hy/L-d) (mol Hz/mol sucrosa)
11 2.7 2.2
12 35 23
13 52 2.4

En este estudio a través de la técnica de tincién de
esporas (Wirtz-Conklin) se observaron bacterias Gram
positivos esporulados (Figura 3). Se aislaron 8 bacterias
de forma pura en el in6culo 12, dentro de Ia
identificacion morfoldgica con la tincion de Gram y la
de Wirtz-Conklin se observo 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. Con el inoculo I3 se aislaron 6 tipos de
bacterias, en este indculos se observd bacterias tanto
Gram positivas como negativas en forma de cocos y
bacilos de tamafio corto y mediano, no todas las
bacterias presenciaron esporas, la tincion de esporas fue
con menor intensidad en comparacién con las bacterias
provenientes del 12. En los aislamientos de ambos
indculos la forma de crecimiento se observo en colonias
dispersas. Las bacterias observadas en este estudio
podrian pertenecer a los géneros Clostridium spp.,
Citrobacterspp. y Bacullisspp. (bacterias formadoras de
esporas).

Produccién total de biogas

En la Figura 4 se muestra la produccién y composicion
del biogas (hidrégeno, metano y dioxido de carbono) en
el reactor bio-electroquimico. Durante la operacion del
sistema con los in6culos 11, 12 y 13 la produccion
promedio de biogas fue de 3.2, 35 y 7 L/d,
respectivamente. Del biogas total generado, el 74.5%
correspondi6 al hidrogeno, el 18% al CH, y del 7.5% al
CO,. La produccién de hidrogeno vari6 de acuerdo al
indculo utilizado dentro del sistema. La generacion de
metano se debié posiblemente a un desarrollo de
pequefias colonias de microorganismos metanogénicos
sobre el material anddico pudiéndose haberse generado
una competicion por el dador de electrones entre los
microorganismos productores de hidrogeno y otros
microorganismos que pueden generar metano. Sin
embargo, la produccién de CH,y CO, fue baja y no fue
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incrementada excepto con el inoculo 13 en donde el CO,
se incrementd hasta un 18%. Un pardmetro de
operacion que influy6 en la producciéon de metano y
diéxido de carbono en este estudio fue el alto HRT (8
d). Se ha demostrado que con bajos HRT se favorece la
produccion de hidrégeno (Sivagurunathan et al., 2016;
Zhang et al., 2006). Otro pardmetro que influy6 en la
aparicion de CH, y CO, fue el pH. Las bacterias
metanogeénicas tienen actividad en un rango de pH 6-8,
algunas especies acidofilas como Methanobacterium
espanolae crecen a pH entre 5.6 y 6.2 (Bréuer et al.,
2006h), por lo que algunas bacterias metanogénicas
desarrolladas en el anodo del bio-reactor pudieron haber
producido metano.
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Figura 3. Aislamiento de las bacterias (a). Tincién de Gram
(b). Tincion de esporas por el método de Wirtz Conklin (c)

Yang et al. (2007), ha reportado la presencia de metano
en reactores productores de hidrégeno, indicando que es

Produccién total de biogas

Composicién del biogas

posible que algunos de los microorganismos
metanogénicos pueden resistir en la biopelicula formada
en las paredes del bioreactor o en los materiales
floculentos en suspensién protegiéndose de los pH
acidos.
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Figura 4. Produccién y composicion del biogas en el reactor
bio-electroquimico

Conclusiones

El estudio demostr6 que durante el arranque del reactor
bio-electroquimico generador de bio-hidrogeno un
factor importante fue la seleccion de la fuente de
indculo y el pH. La méxima produccidn de electricidad
y de hidrégeno en el reactor se obtuvo utilizando una
mezcla del 50% de lodo granular anaerobio vy
sedimentos pretratados mediante un choque térmico y
acido. El voltaje maximo obtenido fue 671 mV, con una
densidad de potencia de 46 mW/m? y una densidad de
potencia volumétrica de 6.4 W/m?®. La tasa de
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produccién de hidrégeno fue de 5.2 L H,/L.d con un
rendimiento de hidrogeno 2.39 mol H,/mol sucrosa. El
pretratamiento que se realizé a los indculos 12 e 13 y las
condiciones de operacion del reactor promovieron el
desarrollo de bacterias productoras de electricidad y de
hidrégeno en un solo paso.
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