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PROF. GUIA: MELANIE COLET LAGRILLE

DISENO DEL ANODO DE UNA CELDA DE COMBUSTIBLE MICROBIOLOGICA PARA LA
PRODUCCION DE ENERGIA A PARTIR DE AGUAS RESIDUALES

El tratamiento de aguas residuales es uno de los procesos mds importantes que se deben realizar
para cuidar el medio ambiente. El principal objetivo de este tratamiento es permitir la disposicion
de estos efluentes, tanto domésticos como industriales, asegurando que estos no pongan en peligro
la salud humana o causen dafios inaceptables al medio ambiente.

Sin embargo, este proceso tiene un alto costo energético, alcanzando un consumo de entre
560 y 2.300 GWh por afio. Es por esto que hoy en dia se buscan procesos alternativos para
disminuir el gasto energético de estos tratamientos. Una de las alternativas que han surgido son las
celdas de combustible microbioldgicas, estos dispositivos son celdas electroquimicas que tienen
la particularidad de utilizar microorganismos como catalizadores en el proceso de oxidacion y/o
reduccion. El gran potencial de estos sistemas radica en la enorme variedad de microorganismos
existentes, ya que, gracias a su metabolismo, abren la posibilidad de degradar diversos compuestos
orgdnicos presentes en aguas residuales y usarlos como combustibles.

Bajo este contexto, el objetivo general de este trabajo de memoria de titulo fue disefiar, fabricar
y caracterizar el 4anodo de una celda de combustible microbioldgica para la produccion de energia
a partir de la oxidacién de compuestos orgdnicos presentes en aguas residuales.

Para cumplir con este objetivo, se utilizé el carbono vitreo reticular como material para la
construccion de los dnodos utilizados en el estudio. Al calcular el 4rea superficial del material y
su conductividad eléctrica, éstas resultaron ser 70 m> g‘1 y 1,11-10 A0 "m 1, respectivamente.
Estos valores lo hacen adecuado para su uso como electrodo en sistemas bioelectroquimicos.

Con el fin de caracterizar el desempeio electroquimico del dnodo y la electroactividad de
éste, se realizaron voltametrias ciclicas e impedancias de espectroscopia electroquimica en dos
esquemas experimentales: uno con el anolito inoculado con la bacteria Acidiphilium cryptum y
el otro utilizando un electrodo que fue previamente cultivado con el mismo microorganismo. Las
voltametrias ciclicas mostraron que en ambos casos, al tener una mayor concentracion de bacterias
en la celda, la corriente aumentaba.

Por otra parte, las impedancias de espectroscopia electroquimica arrojaron que los microorga-
nismos causaron un aumento de la resistencia, tanto en el electrodo, como en la solucién de la
cdmara anddica. Al complementar estos resultados con los de las voltametrias ciclicas, se noté
que la actividad catalitica que muestra el microorganismo utilizado tiene un efecto mayor sobre la
produccion de corriente que el aumento de las resistencias del sistema que causa.

En base a los resultados obtenidos a lo largo del estudio, se concluye que la bacteria Acidiphilium
cryptum genera un aumento de corriente al ser utilizada en el dnodo de una celda de combustible
microbioldgica. En vista de lo anterior, se recomienda comenzar con el estudio del cdtodo a utilizar,
con el fin de realizar una caracterizacion electroquimica general del sistema.



ii



Para mis Padres, Patricia y Héctor
y para quienes partieron cuando este camino recién comenzaba, abuelo Héctor y tia Mirtha

iii



Agradecimientos

A mis papds, por siempre haber estado ahi para mi, por todo el carifio y confianza que me dieron
y el apoyo constante que senti de ellos en todas las decisiones que tome durante todo este proceso y
mi vida en general. También agradecer a mis hermanos porque, a pesar de no hablar tanto, siempre
estamos preocupados de como esta el otro o como le estard yendo.

A los profesores que conoci en mi paso por esta universidad. En primer lugar a Melanie, estaré
eternamente agradecido por la confianza que deposito en mi, en primer lugar, al ser su auxiliar y
luego como su memorista. Sin duda este dificil trabajo no se podria haber llevado a cabo sin su
constante ayuda, motivacién y apoyo. Igualmente agradecer al profesor Alvaro por siempre haberme
dado de su tiempo para resolver mis dudas y orientarme sobre como continuar con el trabajo. Por
ultimo, agradecer a la profesora Blanca por haberme escogido como su auxiliar en sus distintos
ramos, y por su constante preocupacion acerca de mi y mi trabajo.

A las grandes personas que conoci en estos afios de universidad. En primer lugar a mis Chicocos,
Tati, Tamara, Vale, Lore, Sev, Fede, Felits y Lucho, agradecer todo el carifio, risas, estrés, viajes,
salidas y muchas otras cosas que compartimos durante todo este tiempo, espero de corazén que
sigamos asi por mucho tiempo mas. También agradecer a Joaco, por ser un increible amigo en el
que siempre podré confiar, gracias por todas las conversaciones y ensefianzas que me has dejado
a lo largo de estos 6 afos. Por otro lado agradecer a mi grupo de taller Trisus, Nacho y Juan,
por ensefiarme lo que es el trabajo en equipo, por hacer agradable trabajar en ese ramo y por
mantenernos unidos, a pesar de las distancias que nos separan. También agradecer a los amigos
que conoci mediante la docencia en IQBT, en particular a Marcelo por siempre haber apafado en
todos los proyectos que lo invité a participar y llevamos a cabo trabajando juntos. Y también a los
alumnos que tuve, que se terminaron transformando en amigos, Panchi, Nico, Cheko, Nefta y Gabi.

A los integrantes del GIE, Sergio y Matias, con quienes pasé el dltimo tiempo de este trabajo.
Gracias por todas las conversaciones, risas y buenos ratos que pasamos en esa oficina, y por todo
el café consumido. También agradecer a los integrantes del laboratorio, Fran, Jaque, Mabel, Carla,
Evelyn, Kathy, Pato, Roberto, Isaac y Mamani por hacer mas agradable todo el trabajo ahi.

Por ultimo, agradecer a una persona que fue fundamental para terminar este trabajo, la que
siempre estuvo ahi para apoyarme, que lograba darme esperanza fuerza para continuar con el
trabajo, a pesar de que yo no veia por donde este trabajo podria dar frutos, y que se mantuvo siempre
ami lado a pesar de todo. Constanza, muchisimas gracias por todo el amor, compafiia y soporte que
me has entregado durante estos afios, espero que podamos seguir creciendo juntos y cumpliendo
nuestras metas y suefios.

iv



Tabla de contenido

[ndice de tablas| vii
[Indice de figuras| viii
(L. Introduccion| 1
(1.1. Panorama energético| . . . . . . . . . . . . . . . . ... ... e 1
(1.2. Tratamiento de aguas residuales| . . . . . ... ... ... ... . oL, 2
(1.3.  Energia consumida en el tratamiento de aguas residuales|] . . . . .. ... ... .. 4
(4. Celdas de combustible] . . . . . ... ... . oo oL 5
[1.5. Celdas de combustible microbiologicas| . . . . . .. ... .. ... ... ..., 8
(1.6. Objetivogeneral|. . . . . . . . . . . . . . .. ... 9
2. Marco Teoricol 10
[2.1. Fundamentos de electroquimical . . . . . ... ... ... ... .0 L. 10
[2.1.1.  Termodinamica de una reaccion electroquimica: ecuacion de Nernstf . . . . 10

[2.1.2.  Concepto de sobrepotencial y generacion de corriente en un sistema) . . . . 11

[2.2. Metabolismo y crecimiento microbiologico| . . . . . ... .. ... ... ... .. 12
221, Metabolismo microbiandl . . . . . . . . . ... . 12

222, Crecimientomicrobianol . . . . . . .. ... ... . L. 13

2.2.3. Fases del crecimiento microbianol . . . . . ... ... oo L 15

[3.  Antecedentes bibliograficos| 17
[3.1. Microorganismos utilizados en celdas de combustible microbiologicas y su meca- [

[ nismo de transferencia de electronesl . . . . . . . . ... ... 17
(3.2. Combustibles utilizadosenlas CCMsl . . . . . . .. ... ..o oL 18
Material iliz n la fabricacion n Msf . ... 19

4, Material iliz m Msl ... 21

[3.5. Recapitulacion y objetivos especificos| . . . . . . ... ... 0oL 22

4. Metodologia 23
@4.1. Preparacion de soluciones|. . . . . . . ... ..o oo 23
i.1.1. Medio de cultivo para Acidiphilium cryptum|. . . . . . . .. ... .. ... 23

4.1.2. Medio de cultivo para Acidiphilium cryptum con ion férrico] . . . .. . .. 24

4.1.3. BufferfosfatopH4{ . . ... ... ... ... . . ... ........ 24

4.1.4. Solucién para hidratacién de membrana Nafion® 117| ............ 25

@4.2. Preparacion deelectrodos|. . . . . . . . .. ... o Lo 25
42.1. Conductividaddel CVRI . . . . ... ... ... .. ... ... ... 26



@4.2.3. Limpiezadel electrodo| . . . . . . .. ... ... . o 000
4.3. Cultivos microbiologicos| . . . . . . . . . .. L
4.3.1.  Cultivo de Acidiphilium cryptum en matraz Erlenmeyer . . . . . . . . . ..
4.3.2. Cultivos de Acidiphilium cryptum en tubos Falcon® . . . . . .. . . .. ..
{4.3.3. Curva de crecimiento microbiano con recuento al microscopio| . . . . . . .
4.3.4.  Curva de crecimiento microbiano con densidad optica] . . . . . . .. . ..
4.4. Montaje experimental| . . . . . .. ... L Lo Lo

4.4.1. Celda electroquimica utilizadal . . . . . . ... ... ... ... ......
- . 2 ®

4.4.4. Mediciones electroquimicas con bacterias en solucion| . . . . ... .. ..
4.4.5. Mediciones electroquimicas con bacterias en electrodo| . . . . . . .. . ..

4.5.1. Método de las cuatro puntas (conductividad de un material)} . . . . . . ..

4.5.2.  Recuento directo al microscopio (concentracion de microoganismos)|

{4.5.3. Densidad optica (concentracion de microorganismos)| . . . . . . . . . . ..
4 Itametria ciclical . . . . . . .. ... . Lo

4.5.5. Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIE), . . . ... ... ...

4.5.6. Microscopia electronica de barrido| . . . . . .. ... ... ...

[5. Resultados y discusiones|
[5.1.  Diseno de celda electroquimica utilizada . . . . . .. ... .. ... .. ... ..
[5.2. Diseno del electrodo de trabajo| . . . . . . ... .. ... ... ... .......
[5.3. Cultivos microbiologicos| . . . . . . . . ... Lo
[5.4. Determinacion de parametros para voltametrias ciclicas| . . . . . . . .. ... ...
[5.5. Mediciones electroquimicas con bacterias en solucion|. . . . . . .. .. ... ...
[5.6. Mediciones electroquimicas con bacterias adheridas al electrodo de trabajo|
[5.7. Micrografias a electrodos con bacterias adheridas| . . . . .. ... ... .. ....

6. Conclusiones

B o

[Anexos|

|A. Voltametrias con barrido entre -0,5y 1,5 V|

B. EIE a celda con bacterias en solucion, ajuste al modelo 1

EIE a celda con bacterias en solucién, ajuste al modelo 2

EIE a celda con bacterias adheridas al electrodo, primer caso|

EIE a celda con bacterias adheridas al electrodo, segundo caso|

vi

42
42
43
44
48
50
55
58

60

62

66

67

69

71

73

76



Indice de tablas

(1.1. Tipos de celdas de combustible| . . . . . . .. ... ... ... ... ... ..... 8
[3.1. Sustratos utilizados en celdas de combustible microbiologicas| . . . . .. .. . .. 20
4.1. Reactivos medio de cultivo Ac. cryptum| . . . . . . .. .. ... ... ... ..., 23
4.2. Reactivos medio de cultivo Ac. cryptum con ion férrico| . . . . . . . .. ... ... 24
4.3. Reactivos para la preparacion de buffer fosfatof . . . . . . ... ... ... ... 25
4.4. Reactivos para solucion de hidratacion de membranal . . . . . . .. ... ... .. 25
4.5. Volumen y factor de cada cuadro en la camara Neubauer| . . . . . . ... .. ... 38
[5.1. Resultados del ajuste al modelo 1}. . . . . ... ... ... ... ... .. ..... 53
[5.2. Resultados del ajuste al modelo2|. . . . . . ... ... ... ... ... ...... 54
[5.3. Resultados del ajuste al modelo 2, primercasol. . . . . .. .. ... ... .. ... 56
[5.4. Resultados del ajuste al modelo 2, segundocaso| . . . . .. .. ... ... ..... 58

vii



Indice de figuras

(1.1.  Distribucion matriz energéticachilena . . . . . . . .. ... ... ... ... ... 1
(1.2.  Distribucion de fuentes de energiaen Chile] . . . . . .. ... ... ... ... 2
[1.3. Lugar de descarga de efluentes de plantas de tratamiento en Chile]. . . . . . . . .. 3
(1.4. Diagrama general del proceso de tratamiento de aguas residuales| . . . . . . . . .. 4
(1.5. Distribucion porcentual de energia contenida en aguas residuales| . . . . . . . . .. 5
[1.6. Esquema bdasico de una celda de combustible] . . . . .. ... ... ... ... .. 6
(1.7. Esquema del funcionamiento de una celda de combustible de hidrogeno (CCH)| . . 8
[1.8. Esquema basico de una celda de combustible microbiological . . . . . . .. .. .. 9
[2.1.  Crecimiento exponencial de un microorganismo| . . . . . . . . ... .. ... ... 14
[2.2. Curva de crecimiento de un microorganismof. . . . . . . . . . . . . .. ... ... 15
[3.1. Mecanismos de transferencia de electrones de forma: (a) directa y (b) indirectal 18
“4.1. Conexiones utilizadas para el método de las cuatro puntas|. . . . . . ... ... .. 26
4.2. Esquema del electrodo de trabajo utilizado| . . . . . . . . ... ... ... ... .. 27
4.3. Celda utilizada en los experimentos electroquimicos|. . . . . . . .. ... ... .. 32
4.4. Montaje de la celda para los experimentos electroquimicos| . . . . . . . ... ... 35
4.5. Rejillade la camarade Neubauer| . . . . . . .. ... ... ... ... ....... 38
4 rafi ni na voltametria ciclical. . . . . .. ... ... ... ... 39
@.7. Graficos obtenidos desde una espectroscopia de impedancia electroquimical . . . . 40
[>.1. Esquema de la celda electroquimica utilizada en el estudio] . . . . . ... ... .. 42
[5.2. Imagenes de MEB al carbono vitreo reticulary . . . . . .. .. ... .. ... ... 45
[5.3. Curvas de potencial vs corriente obtenidas con configuraciones AB-CD y BC-DA| . 46
[5.4. Curvasde crecimiento de Ac. cryptum utilizando: (a) recuento directo, y (b) densidad [
[ OPLICAl . . . . . . e e e e e 47
[5.5. Curvas de crecimiento de Ac. cryptum con y sin mediador determinadas utilizando |
| el método de densidad optical . . . . . . .. ... oL oo 47
[5.6. Voltamograma con inoculo de bacterias a distintos tiempos de crecimiento| . . . . . 48
[5.7. Voltamograma con inoculo de 7 horas de crecimiento| . . . . . . . . ... ... .. 49
[5.8. Voltametrias realizadas con el nuevo rango de potenciales|. . . . . . . . ... ... 50
[5.9. Voltametrias ciclicas con inoculos a distintos tiempos de crecimiento|. . . . . . . . 51
[5.10. Grafico de Nyquist correspondiente a una EIE con indculo de 4 horas de crecimiento| 52
[5.11. Circuito equivalente modelo 1} . . . . .. ... ... ... ... ... ... ... 52
[5.12. Ajuste del modelo 1 a los datos experimentales| . . . . . ... ... .. ...... 52
[5.13. Circuito equivalente modelo 2} . . . . .. ... ... ..o 0oL 53



5.14.

Ajuste de los modelos 1 y 2 a los datos experimentales obtenidos con un inoculo de

[ dhorasl. . . . .. 54
[5.15. Voltametrias ciclicas utilizando electrodos de trabajo con bacterias adheridas, pri- [
[ ML CASO| .« v v v v e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 55
[5.16. Voltametrias ciclicas utilizando electrodos de trabajo con bacterias adheridas, se- |
[ guUNdO CASO| . . . . . . e e e e e e e e e e e e e e e e 57
[5.17. Imagenes MEB a electrodos de trabajo con 4 horas de crecimiento| . . . . . . . .. 59
[5.18. Imagenes MEB a electrodos de trabajo con 4 y 6 horas de crecimiento| . . . . . . . 59
|A.1. Voltamograma con inoculo de O horas de crecimiento] . . . . . . .. ... .. ... 67
[A.2. Voltamograma con inoculo de 3 horas de crecimiento| . . . . . .. .. ... .. .. 68
|A.3. Voltamograma con inoculo de 25 horas de crecimiento| . . . . . .. ... ... .. 68
[B.1. Grafico de Nyquist correspondiente a una EIE con indculo de O horas de crecimiento [
| conajustedel modelo 1| . . . . . .. ... o 69
[B.2.  Grafico de Nyquist correspondiente a una EIE con indculo de 6 horas de crecimiento [
| conajustedelmodelo 1| . . . . . ... ... oo 70
[B.3. Grafico de Nyquist correspondiente a una EIE con indculo de 8 horas de crecimiento |
[ conajustedelmodelo 1| . . . . . ... ... ... o 70
|C.1. Grafico de Nyquist correspondiente a una EIE con inoculo de O horas de crecimiento |
[ conajustedelmodelo 2| . . . . ... ... ... 71
|C.2. Grafico de Nyquist correspondiente a una EIE con indculo de 6 horas de crecimiento [
| conajustedelmodelo 2] . . . . ... ... o 72
|C.3. Grafico de Nyquist correspondiente a una EIE con indculo de 8 horas de crecimiento [
[ conajustedelmodelo?2] . . . . .. ... ... o oo 72
[D.1. Grafico de Nyquist correspondiente a una EIE con electrodo sin bacterias, con ajuste [
[ delmodelo 2l . . . . . . . . 73
[D.2. Grafico de Nyquist correspondiente a una EIE con electrodo extraido de un cultivo |
[ de 4 horas, con ajuste del modelo 2| . . . . . . ... ... ... ... ... ... 74
[D.3. Grafico de Nyquist correspondiente a una EIE con electrodo extraido de un cultivo [
| de 6 horas, con ajuste delmodelo 2| . . . . . .. ... ... ... oL, 74
[D.4. Grafico de Nyquist correspondiente a una EIE con electrodo extraido de un cultivo [
| de 8 horas, con ajuste delmodelo 2| . . . . . . ... ... oo oo 75
[E.1. Grafico de Nyquist correspondiente a una EIE con electrodo sin bacterias, con ajuste [
[ delmodelo 2l . . . . . . . . . 76
[E.2. Grafico de Nyquist correspondiente a una EIE con electrodo extraido de un cultivo |
[ de 4 horas, con ajuste del modelo 2| . . . . . . ... ... ... ... ... ..., 77
[E.3. Grafico de Nyquist correspondiente a una EIE con electrodo extraido de un cultivo [
| de 6 horas, con ajuste delmodelo 2| . . . . . .. ... ... ... oL, 77
[E.4. Grafico de Nyquist correspondiente a una EIE con electrodo extraido de un cultivo [
| de 8 horas, con ajuste delmodelo 2| . . . . . . ... ... oo oo 78

ix



Capitulo 1

Introduccion

1.1. Panorama energético

Al mes de febrero de 2016 Chile registré una capacidad instalada de 20.713 MW, de la cual
el 99 % fue aportado entre el Sistema Interconectado Central (SIC) y el Sistema Interconectado
del Norte Grande (SING). El 1 % restante se genero a partir de los Sistemas Eléctricos de Aysén
(SEA), Magallanes (SEM), Isla de Pascua y Los Lagos. En la Figura[I.T|se muestra la distribucién
de capacidad de cada sistema [[1]].

0,79%

0,02%

m SIC m SING = SEM = SEA m Los Lagos ® Isla de Pascua

Figura 1.1: Distribucién matriz energética chilena

Esta energia es producida a partir de diversas fuentes, las cuales pueden ser clasificadas en tres
grupos: plantas termoeléctricas, plantas hidroeléctricas convencionales y ERNC; en la Figura [I.2]
se aprecia la distribucion porcentual de los procesos de generacion de energia eléctrica en Chile. Se
observa que cerca del 45 % proviene de plantas termoeléctricas, las cuales son una de las principales
fuentes de emision de gases de efecto invernadero [ 1.

Esto hace notar la necesidad de buscar otras fuentes de energia, las cuales sean menos contami-
nantes y renovables. En esto aparecen las energias renovables no convencionales (ERNC) como una
gran alternativa; entre ellas se puede encontrar la energia eélica, hidrdulica y solar, entre otras [2].



Otra alternativa posible para generar energia son las celdas de combustible, dispositivos capaces de
transformar la energia quimica de las reacciones en energia eléctrica [3].

B Termoeléctrica
30,84%

® Hidroeléctrica
convencional
ERNC

Figura 1.2: Distribucién de fuentes de energia en Chile ||

1.2. Tratamiento de aguas residuales

Desde hace muchos afios, una de las preocupaciones principales de las personas es el cuidado
del medio ambiente. Uno de los procesos mds importantes asociado a este tema es el tratamiento de
aguas residuales, las cuales pueden ser clasificadas, de acuerdo a su origen, como sigue [4]:

* Efluentes domésticos, considerando aguas grises y negras.

* Aguas de establecimientos comerciales u otras instituciones.
 Efluentes industriales.

* Efluentes de agricultura, horticultura y acuicultura.

¢ Combinacion de los efluentes listados anteriormente.

El principal objetivo del tratamiento es permitir la disposicion de estos efluentes, tanto humanos
como industriales, asegurando que estos no pongan en peligro la salud humana o causen dafios
inaceptables al medio ambiente. Por lo tanto, estos deben cumplir con ciertos estdndares segtn lo
que se quiera hacer con ellos luego del proceso [3].

En Chile, la mayor parte de los efluentes tratados en las plantas son dispuestos en cuerpos de
agua superficiales (como se puede ver en la Figura [I.3)), por lo que los pardmetros controlados
dentro del proceso —Ilos cuales son tanto caracteristicas fisicas, quimicas como biologicas— y sus
limites maximos estan descritos en el Decreto Supremo N°90 para descarga de residuos liquidos a
cuerpos de agua superficiales [6] [7].

Una de las caracteristicas controladas de mayor importancia en el proceso es la materia orgdnica
presente en el efluente de la planta, ya que una alta carga organica puede producir malos olores y
crecimiento de microorganismos dentro del agua. Generalmente, este parimetro es evaluado con la
demanda bioquimica de oxigeno —o DBOs— la cual representa la cantidad de oxigeno requerido



para llevar a cabo la oxidacion de la materia orgdnica biodegradable por medio de una oxidacién
aerdbica bacteriana [8]].

0,70%_0,30%

® Cuerpos fluviales
= Mar

Riego

Lagos

Figura 1.3: Lugar de descarga de efluentes de plantas de tratamiento en Chile [El]

Un tratamiento convencional de aguas residuales consiste en una combinacion de operaciones
(y procesos) tanto fisicos, quimicos como bioldgicos, que tienen como finalidad la remocién de
s6lidos, materia orgdnica y nutrientes que estén presentes en estas corrientes. En términos generales,
este proceso puede dividirse en distintas secciones o niveles de tratamiento, los cuales comtinmente
se denominan como preliminar, primario, secundario y terciario o avanzado. Usualmente, a estos
procesos se aiade una etapa final de desinfeccion, donde se busca eliminar microorganismos
patégenos que puedan existir luego de las etapas antes mencionadas. En la Figura[T.4]se puede ver
un diagrama general del proceso [3].

En el tratamiento preliminar se eliminan los s6lidos o materiales de gran tamafio que puedan venir
en el agua sin tratar; de esta forma, se puede asegurar el correcto funcionamiento y mantenimiento de
las siguientes etapas. Posteriormente, en el tratamiento primario se tiene como objetivo la remocién
de s6lidos sedimentables -tanto orgdnicos como inorgdnicos- mediante sedimentacion, también se
utiliza la flotacién para la eliminacion de otros materiales. En este nivel del tratamiento se elimina
entre un 25 y un 50 % de la demanda bioquimica de oxigeno (DBOs), ademads, cerca del 60 % de
los sélidos totales suspendidos y un 65 % de los aceites y grasas [5].

En el siguiente nivel de tratamiento, tratamiento secundario, se elimina la mayoria de los residuos
orgénicos y los s6lidos suspendidos presentes en el agua. En la mayoria de los casos, el tratamiento
secundario sigue al primario y para disminuir la carga orgdnica se utilizan microorganismos ae-
robicos (principalmente bacterias), los cuales mediante su metabolismo son capaces de oxidar los
compuestos orgdnicos y generar otras especies como CO,, NH3 o HyO [5].

La mayoria de las plantas de tratamiento de aguas instaladas en Chile trabaja con la tecnologia
de lodos activados [6]]. En este proceso se utiliza un tanque, en donde se encuentra el agua a tratar
junto con los microorganismos, el cual es aireado con el objetivo de mezclar vigorosamente el
contenido y, ademads, suplementar el oxigeno a las bacterias, el cual es usado como sustrato para
que éstas lleven a cabo la oxidacién de la materia orgdnica. Estos tanques pueden tener un tiempo
de residencia entre 3 a 8 horas, pero puede ser mayor dependiendo de la carga orgédnica presente en
el afluente [5]].
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Figura 1.4: Diagrama general del proceso de tratamiento de aguas residuales. Adaptado de [5]]

Luego del tanque aerébico se encuentra un sedimentador en el cual se separa el liquido clarificado,
el que continda el tratamiento, de los lodos biolégicos (o activados). Una fraccion de estos lodos es
recirculada al tanque aerébico con el fin de mantener constante la concentracion de microorganismos,
mientras que lo restante es sometido a un tratamiento de lodos o es dispuesto de forma segura. Al
terminar esta seccion del tratamiento la DBOs ya habra sido disminuida en cerca de un 85 % del
valor original [5].

Una vez clarificado, el efluente del sedimentador ingresa al tratamiento terciario. En esta etapa del
tratamiento se busca eliminar contaminantes especificos que no pudieron ser eliminados en etapas
previas, tales como nitrogeno, fésforo o metales pesados. Finalmente, en la etapa de desinfeccion se
adiciona cloro en concentraciones de entre 5y 15 mg 1~ ! dependiendo del agua a tratar. También es
posible utilizar ozono o radiacién ultravioleta, aunque estos dos tratamientos no son comtinmente
usados, ya que su eficiencia tiene una alta dependencia de las caracteristicas del afluente a tratar, y
ademds, estos procesos no dejan un remanente en el efluente, por lo que es posible que se produzca
crecimiento de microorganismos luego del tratamiento. [5,9]

1.3. Energia consumida en el tratamiento de aguas residuales

Actualmente, el sistema de alcantarillado de Chile alcanza una cobertura del 96,65 %, y del vo-
lumen total de aguas residuales recolectadas el 99,93 % es tratado en las 283 plantas de tratamientos
operativas a lo largo de Chile [6].



En estas plantas, en el afio 2013, se alcanzé un volumen de 1.119 millones de metros cibicos
tratados, lo que involucra un consumo energético de entre 560 y 2.300 GWh, del cual una parte
mayoritaria corresponde al tratamiento secundario. La energia utilizada durante el tratamiento
corresponde a entre un 1% y 3% de la energia total consumida en Chile durante ese afio. Sin
embargo, el agua tratada en las plantas puede contener entre 3 a 10 veces la energia necesaria para
su tratamiento [[10~12]].

Esta energia puede estar presente en 3 formas distintas: materia organica (~1,79 kWh m™);
elementos nutricionales, tales como nitrégeno y fésforo (~0,7 kWh m™3); y por tdltimo, como
energfa térmica (~7 kWh m™3). Logrando extraer esta energia presente en las aguas residuales
seria posible reducir la energia consumida durante el tratamiento, transformar el proceso a uno
energéticamente independiente o en un proceso de generacién de energia. En la Figura [1.5] se
presenta la distribucion porcentual de la energia contenida en las aguas residuales [11].

® Materia
organica

. 7,38% Elementos
nutricionales

73,76% .
Energia
térmica

Figura 1.5: Distribucion porcentual de energia contenida en aguas residuales [11]

1.4. Celdas de combustible

Una forma de poder utilizar la materia orgdnica presente en las aguas residuales como una
fuente de energia es mediante la tecnologia de las celdas de combustible, las cuales son dispositivos
electroquimicos capaces de transformar la energia quimica de las reacciones en energia eléctrica.

La estructura de una celda de combustible basica consta de 3 partes principales, las cuales se
muestran en la Figura @ En primer lugar, se tiene el dnodo de la celda, electrodo sobre el cual
ocurre la oxidacién del combustible mediante la cual se obtienen los electrones que fluyen a través
del sistema y generan la corriente de la celda. En la Reaccién|[I.1]|se puede ver la reaccion ocurrida
en el dnodo, donde R, representa a una especie oxidada y R;.q a una especie reducida [3]]:

Rox + ne™ < Ryeg (1.1)
El segundo componente de esta celda es el citodo, electrodo que recibe los electrones desde el

dnodo, los que son utilizados para llevar a cabo la reduccion de otro compuesto, tal como se muestra
en la Reaccion



R{, +ne” — Rl (1.2)

Por ultimo, el tercer componente de estas celdas es el electrolito, el cual permite el intercambio
de iones entre ambos electrodos [3]].
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Figura 1.6: Esquema basico de una celda de combustible

A lo largo del tiempo se han desarrollado distintos tipos de celdas de combustible, las cuales
pueden diferenciarse en el combustible utilizado, ion intercambiado, temperatura de operacion,
entre otros. En general, se habla de 5 tipos de celdas de combustible, las cuales usualmente reciben
su nombre por el combustible o electrolito que utilizan. A continuacién se da una breve descripcion
de cada uno de estos tipos [3]] [13]:

1. Celda de combustible de electrolito polimérico: Esta celda (también llamada celda de
combustible de membrana de intercambio proténico) consiste en una membrana polimérica
con conductividad protdnica, usualmente NAFION 1135, 115 0 117, como electrolito, y tanto
el dnodo como el cdtodo usualmente son de platino soportado sobre un carbén con alta drea
superficial. En términos operacionales, esta celda utiliza generalmente H, como combustible,
reducen O, en el cdtodo y tienen una temperatura de funcionamiento de entre 0 y 100 °C.
Debido a su rdpido encendido y apagado, entre otros beneficios, esta celda tiene un amplio
mercado entre los cuales se incluye el abastecimiento de energia en zonas remotas y su uso
en distintos tipos de medios de transporte, entre los que se encuentran autos, buses, camiones
y submarinos.

2. Celda de combustible alcalina: Este modelo de celda de combustible fue uno de los primeros
que se desarrollaron y fueron usadas en diversas misiones espaciales de Estados Unidos con el
fin de proveer energia eléctrica y agua caliente con estos dispositivos. Para su funcionamiento,
estas celdas utilizan una soluciéon de KOH como electrolito, en concentraciones entre 35 y
85 %p/p dependiendo de la temperatura a la cual se opere, la que puede variar entre 50 y 200
°C. Una de las ventajas que tiene este tipo de celda es que no se necesitan metales preciosos
como catalizador, por lo que se pueden utilizar materiales de menor costo para construir los
electrodos, los cuales son de niquel principalmente. Sin embargo, esta celda tiene una gran
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desventaja ya que el sistema presenta una significativa degradacién ante la presencia de CO»,
por lo que se debe procurar que el combustible o el flujo de oxidante no contengan este gas.

3. Celda de combustible de acido fosforico: El electrolito utilizado en esta celda, tal como lo
dice su nombre, es dcido fosférico concentrado, el cual es contenido en una matriz compuesta
de teflon y carburo de silicio. Los electrodos utilizados en estos sistemas son de carbon, el
que tiene una carga entre 0,2-0,3 mg cm ™2 de platino. Para asegurar una buena conductividad
proténica del elecrolito, esta celda opera a una temperatura cercana a los 215 °C, a la cual el
acido utilizado es estable. Una de las ventajas de la temperatura de operacion utilizada es que
se reduce la posibilidad del envenenamiento del platino causada por el CO, lo que incrementa
el tiempo de vida del dispositivo hasta cerca de 9 afios. La mayoria de las celdas de dcido
fosférico estan disefiadas para operar en plantas combinadas de calor y potencia, pudiendo
generar desde 250 kW hasta 1 MW de potencia.

4. Celda de combustible de carbonato fundido: Tal como lo dice su nombre, esta celda utiliza
como electrolito una mezcla de carbonato de litio y potasio o sodio contenido en una matriz
cerdmica porosa de LiAlO;. Esta celda trabaja a una temperatura entre 600 y 800 °C, para su
operacion se utiliza generalmente un catodo de litio poroso dopado con NiO y un d&nodo poroso
de Ni o una aleacién de Ni/Cr con un porcentaje de cromo entre 2 'y 10 % p/p. Al comparar
esta celda con otras de alta temperatura (como las de 6xido s6lido) el costo de fabricacion es
bajo, sin embargo, la densidad de potencia obtenida con estos sistemas es menor (entre 120 y
160 mW cm~2). Debido a esto y su alta temperatura de operacion, este tipo de celda se utiliza
generalmente en estaciones de generacion de calor y potencia obteniendo entre 250 kW y 1
MW.

5. Celda de combustible de 6xido sdlido: Este tiltimo tipo de celda se compone de un electrolito
s6lido que tenga la capacidad de conducir iones 6xido ( O%~). Uno de los materiales utilizados
es la zirconia dopada con entre un 3 a 10 % molar de Y,0Os. El dnodo utilizado generalmente es
una cerdmica de Ni/YSZ o Co/YSZ, mientras que el cidtodo puede ser del mismo material del
electrolito y manganato dopado con lantanoestroncio ((LaSr)MnQO3). El electrolito utilizado
presenta una baja conductividad i6nica a bajas temperaturas, es por esto que estos dispositivos
operan a altas temperaturas, las que pueden variar entre 600 y 1.000 °C. Por esto ultimo, el
costo de construccion de estas celdas es alto, ya que se debe trabajar con materiales que
soporten estas temperaturas. Sin embargo, la densidad de potencia generada es superior a las
obtenidas con otras celdas de alta temperatura (se generan entre 400 y 500 mW cm™>2).

En la Tabla[I.T]se presenta un resumen del ion intercambiado en cada tipo de celda descrito y su
temperatura de operacién, donde se pueden diferenciar las celdas de baja temperatura (electrolito
polimérico, alcalina y 4cido fosforico) de las de alta temperatura (carbonato fundido y 6xido
sélido) [3]].

Para el funcionamiento de estas celdas se ha planteado el uso de diversos combustibles: etanol,
metanol, gas natural o diesel son algunos ejemplos de estos. El combustible mas importante que
puede ser utilizado es el hidrégeno, el cual presenta diversos beneficios, ya que puede ser producido
de forma renovable (o sustentable) mediante el uso de celdas fotoelectroquimicas, las cuales no
causan emisiones de gases que puedan ser contaminantes para el medio ambiente.

Una vez el combustible es producido, este ingresa a una celda de combustible de hidrégeno (o
CCH, por su sigla), la cual es una celda de combustible de membrana de intercambio proténico.
Como se menciond anteriormente, estas celdas utilizan electrodos de platino soportado en un carbén



Tabla 1.1: Tipos de celdas de combustible

Tipo de celda Ion intercambiado en el electrolito Temperatura de operacion
Electrolito polimérico H* 0-100 °C
Alcalina OH™ 50-200 °C
Acido fosférico H* 160-220 °C
Carbonato fundido CO5%~ 600-800 °C
Oxido sélido 0°~ 600-1.000 °C

de alta drea superficial, donde se llevan a cabo las reacciones de este sistema. En el dnodo se lleva
a cabo la oxidacién del hidrégeno gaseoso (Reaccién [1.3), mientras que en el cdtodo ocurre la
generacion de agua por medio de la reduccién del oxigeno (Reaccién[I.4). En la Figura[I.7]se puede
ver un esquema general de una CCH.

2Hzrac) +2e” « Hyy (1.3)

1 _
2H + 5 Oxg) +2¢7 — Hy0y) (1.4)
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Figura 1.7: Esquema del funcionamiento de una celda de combustible de hidrégeno (CCH)

1.5. Celdas de combustible microbiologicas

Dentro de las celdas de combustible de baja temperatura, existe un subtipo de celdas que actual-
mente se encuentra en etapa de investigacion y desarrollo: las celdas de combustible bioldgicas; las
cuales a su vez pueden ser divididas en dos tipos: las celdas de combustible microbioldgicas y las
celdas de combustible enzimadticas. [3].



Las celdas de combustible microbiolégicas son dispositivos en los cuales se utilizan microorga-
nismos (generalmente bacterias), los que actian como catalizador en la reaccién de oxidacién del
combustible -el cual puede ser orgdnico o inorgdnico- y utilizan electrodos s6lidos como receptores
de electroneq] Estas celdas operan en un medio liquido y se utiliza una membrana de intercambio
proténico para separar los fluidos del lado anédico con los del lado catédico [[14] [I5].

Este tipo de celda generalmente opera a temperatura ambiente y con soluciones neutras. En el
lado anddico se alimenta el combustible, el cual en el caso de ser un orgédnico se oxida generando
CO, y protones. En el lado catédico se alimenta aire para asi suministrar oxigeno el cual reacciona
con los protones transportados a través de la membrana y los electrones del citodo para formar
agua, tal como se muestra en la Reaccién [I.4] En la Figura [1.8] se muestra un esquema bdsico de
una celda de combustible microbiolégica [15].

@ Bacterias
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Figura 1.8: Esquema basico de una celda de combustible microbioldgica

El gran potencial de estas celdas radica en la enorme diversidad de microorganismos existentes,
ya que —gracias a sus variados metabolismos— abre la posibilidad al uso de diversos combustibles.
Ademés, es posible usar cultivos mixtos de microorganismos para asi utilizar la mayor cantidad de
compuestos presentes en el flujo de combustible de la celda [16].

1.6. Objetivo general

El principal objetivo de este trabajo de memoria es disefar, fabricar y caracterizar el dnodo de
una celda de combustible microbioldgica para la produccion de energia a partir de la oxidacion de
compuestos organicos presentes en aguas residuales.

Las celdas de combustible enzimiticas tienen las mismas caracteristicas que la microbiologica, a excepcion del
catalizador utilizado en el dnodo y/o cétodo, el cual es una o varias enzimas.
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Capitulo 2

Marco Teorico

2.1. Fundamentos de electroquimica

2.1.1. Termodinamica de una reaccion electroquimica: ecuacion de Nernst

La electroquimica se encarga de estudiar la relacion entre la energia eléctrica y la reacciones qui-
micas, por lo que para entenderla se deben entender algunos conceptos bdsicos de la termodindmica
de una reaccion.

Cuando un sistema estd a una temperatura constante, el potencial de una reaccion quimica se
puede determinar a partir de la energia libre de Gibbs mediante la Ecuacién 2.1}
-AG
E =
n-F

(2.1)

donde E es el potencial de oxidoreduccién de la reaccidon, AG es su energia libre de Gibbs, n es el
ndmero de electrones intercambiados y F es la constante de Faraday (96.485 C (mol—eq)~!). La
energia libre de Gibbs es una funcién definida para determinar la espontaneidad de una reaccién en
un sistema a temperatura y presion constantes. Esta funcion se puede calcular mediante la entropia
y entalpia de reaccion, o mediante la Ecuacién 2.2}

Vg

0 0 H ag
AG = Z (Gg . Vg)productos B Z (Gj ‘ Vj)reactantes HRT o ( H i (2.2)

a.
J

donde G? corresponde a la energia libre de Gibbs estdndar de los compuestos de la reaccion, v es
el coeficiente estequeométrico de los compuestos, R es la constante universal de los gases (8,314 J
(mol K)~!, T la temperatura y a es la actividad de los compuestos. Los subindices g y j se refieren
a los productos y reactantes, respectivamente [[17].

Sabiendo que la energia libre de Gibbs estdndar de una reaccién (AG?) y su potencial estdndar
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(E?) se definen como:

AG® = (G"- ) _ (G‘?- ) 2.3
Z g V8 productos Z i reactantes 2:3)
_AG®
E° = (2.4)
n-F

y utilizando las expresiones [2.1] y [2.2] se obtiene la ecuacion de Nernst (Ecuacién [2.5)), la cual
relaciona el potencial de una reaccion quimica con su potencial estdndar y la actividad de sus
especies electroactivas, en un sistema en el cual no existe un flujo externo de corriente [[17]].

Ha?’)

R-T
-In =
Ma

n-F

E=E°-

(2.5)

La actividad de una especie quimica es adimensional y depende del estado de agregacion en que
se encuentre la especie en el sistema, tal como se detalla a continuacién [17]:

* Cuando la especie se encuentra disuelta, la actividad de una especie i se aproxima a su
concentraciéon molar C;.

* En el caso que la especie sea un gas, la actividad se aproxima a su presion parcial P;.

* Por altimo, cuando la especie i es un liquido o sélido, la actividad se aproxima a 1.

Asi por ejemplo, el potencial de Nernst de la reduccion de oxigeno (Reaccion en una celda
de combustible de hidrégeno se puede determinar de la siguiente forma:

! ) (2.6)

[H*P - Py

2.1.2. Concepto de sobrepotencial y generacion de corriente en un sistema

Para explicar el concepto de sobrepotencial, se tomard una reaccioén genérica con ambas especies
disueltas en la cual, mediante la transferencia de un electrén, la especie A se reduce a la especie B,
reaccion que tiene un potencial de equilibrio Ep:

Agc + €S By (2.7)

Al aplicar un potencial E sobre un electrodo se generard un sobrepotencial (r7) definido como [|18]]:

n=E-Eus (2.8)

El valor del sobrepotencial definird el sentido en que ocurrird la reaccidn [2.7| sobre el electrodo
en el cual es aplicado el potencial. Al analizar el sobrepotencial se pueden presentar 3 casos
distintos [[18]]:
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* Enel casode que n > 0 se producird la reaccion anddica, por lo que se favorecerd la oxidacion
de B. Por convencion la corriente anddica es positiva.

* Cuando 1 < 0 se produce la reaccion catddica, es decir, se favorecerd la reduccion de A. Por
convencion, estas reacciones producen una corriente negativa.

e Por tltimo, cuando n = 0 no se producird corriente en el sistema.

La magnitud del sobrepotencial del sistema también tendrd un efecto sobre la densidad de
corriente generada en éste. La Expresion [2.9] conocida como ecuacién corriente-sobrepotencial,
muestra la relacion que existe entre el sobrepotencial y la densidad de corriente del sistema:

(2.9)

cs a, n-F- cs
j=Jjo |2 exp(—a 77) 4

e —ac.n-F-n
— —_— — x —
Cs R-T P

R-T

donde j corresponde a la densidad de corriente generada, jy es la densidad de corriente de inter-
cambio, Cg y Cp corresponden a la concentracion de B en la superficie del electrodo y el seno
del electrolito, respectivamente, a, y @, son los coeficientes de transferencia de carga anddico y
catdédico, respectivamente, y C‘A? y Cy4 corresponden a la concentracién de A en la superficie del
electrodo y el seno del electrolito, respectivamente [17]].

2.2. Metabolismo y crecimiento microbiologico

2.2.1. Metabolismo microbiano

El metabolismo de un microorganismo se define como una actividad celular coordinada, en la
que muchos sistemas multienzimaticos (o rutas metabdlicas) cooperan con el propdsito de cumplir
cuatro objetivos, los que se listan a continuacion [[19]:

* Obtener energia quimica a partir de energia solar o degradando nutrientes ricos en energia,
los que son obtenidos del ambiente.

» Convertir moléculas de nutrientes en las moléculas caracteristicas de la propia célula, inclu-
yendo los precursores de macromoléculas.

* Polimerizar los precursores monoméricos en macromoléculas como proteinas, dcidos nuclei-
cos o polisacéridos.

* Sintetizar y degradar biomoléculas para funciones celulares especializadas, tales como los
lipidos de membrana, mensajeros intracelulares y pigmentos.

Segun la forma quimica en la que los microorganismos obtienen carbono del medio, estos pueden
dividirse en dos grupos: autétrofos y heterdtrofos. Los organismos autétrofos utilizan el diéxido
de carbono presente en la atmosfera como tnica fuente de carbono, con la que sintetizan todas
sus biomoléculas carbonadas. Por otro lado, los heter6trofos no tienen la capacidad de utilizar el
diéxido de carbono, por lo que deben obtener el carbono desde moléculas orgdnicas relativamente
complejas como glucosa, por ejemplo [19].
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El metabolismo que envuelve todas las transformaciones quimicas que se producen en una célula
u organismo, tiene lugar en una serie de reacciones catalizadas enzimaticamente, las que construyen
las rutas metabdlicas. Dentro de estas rutas pueden ocurrir dos tipos de procesos: el catabolismo y
el anabolismo [19].

El catabolismo es la fase en donde las moléculas de nutrientes orgdnicos son degradadas a
productos de menor tamafio y mds sencillos, como dcido ldctico, CO, o NHj3. Estas reacciones liberan
energia, parte de ésta se utiliza para la generacion de ATP mediante la fosforilacion oxidativa y el
resto se pierde en forma de calor. Durante el catabolismo también se generan especies transportadoras
de electrones reducidas, tales como NADH, NADPH o FADH; [[19].

Por otro lado, en el anabolismo se produce la biosintesis de moléculas de mayor tamafio, como
lipidos, polisacaridos o proteinas, a partir especies mas pequefias. Para llevar a cabo estas reacciones
se necesita energia, la que se obtiene a partir de la hidrdlisis del ATP sintetizado con la energia
generada en las reacciones catabdlicas. Durante este proceso también se utiliza el poder reductor
del NADH, NADPH y FADH, [19].

Las enzimas que catalizan las oxidaciones que ocurren al interior de la célula son capaces de
canalizar los electrones desde diversos sustratos a solo unos cuantos tipos de transportadores univer-
sales de electrones, entre los que se pueden encontrar el nicotinamida adenina dinucle6tido (NAD™
en su forma oxidada) y nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP* en su forma oxidada).
Estos compuestos son coenzimas hidrosolubles que son constantemente oxidadas y reducidas en
muchas de las reacciones de transferencia de electrones del metabolismo.

Cuando ocurre la reduccion de estas coenzimas, el sustrato oxidado cede 2 protones y dos
electrones, mientras que los transportadores de electrones aceptan 2 electrones y un protdn, trans-
formandose a su forma reducida (NADH o NADPH). En las ecuaciones [2.10]y [2.11]se muestran las

semireacciones de reduccién de NAD* y NADP™, respectivamente [[19,20].

NAD* +2e” +2H" — NADH + H' (2.10)
NADP* +2¢~ +2H" — NADPH + H* (2.11)

En muchas células la proporcién entre NAD* y NADH es alta, por lo que se favorece la reduccién
de este compuesto, mientras que la relacién entre NADP* y NADPH es baja, por lo que en este
caso se favorece la oxidacion. Existen algunas enzimas que pueden utilizar cualquiera de estos dos
transportadores de electrones, sin embargo, la mayoria de éstas tienen preferencia mds por una que
otra. Esto hace notar la importancia de tener un aceptor final de electrones en la célula, ya que de
no existir, la proporcién entre las coenzimas reducidas y oxidadas aumentaria y esto provocaria que
el metabolismo de la bacteria disminuyera o se detuviera [19,20]].

2.2.2. Crecimiento microbiano

El crecimiento microbiano se define como el aumento del niimero de células presentes en un
cultivo microbiolégico. Durante el crecimiento, un microorganismo se divide para generar 2 nuevas
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células, el tiempo que demora este proceso es conocido como el tiempo de duplicacion. Este
pardmetro dependerd del microorganismo utilizado y las condiciones de cultivo en las cuales se
encuentre (su temperatura y la composicién del medio de cultivo) [20]].

EnlaFigura[2.1|se muestra la cantidad de microorganismos en el tiempo de un cultivo comenzado
con una bacteria, la cual tiene un tiempo de duplicacion de 30 minutos. Este patrén de aumento de
poblacién microbiana, donde el nlimero aumenta al doble durante intervalos constantes de tiempo se
denomina crecimiento exponencial. Como se ve en la imagen, cuando se grafica la concentracion de
microorganismos en funcién del tiempo, se obtiene una curva que presenta un continuo incremento.
Por otro lado, cuando se utiliza un grafico semilogaritmico se obtiene una linea recta, por lo que, si
al graficar de forma semilogaritmica la concentracién de bacterias en el tiempo se obtiene una linea
recta, significa que las bacterias estan creciendo de forma exponencial [20].

1.000

3
Grafico 10

logaritmico

Grafico 10?

500 aritmético

Numero de células
(gréfico aritmético)
Numero de células
(gréfico logaritmico)

10

100

0 1 2 3 4 5
Horas de crecimiento

Figura 2.1: Crecimiento exponencial de un microorganismo
El incremento de células en un crecimiento exponencial se puede aproximar a una progresion

geométrica del nimero 2. Para calcular el nimero final de microorganismos en un cultivo batch,
luego de n tiempos de duplicacion, se puede utilizar la siguiente expresion:

N=Ny-2" (2.12)

donde N corresponde al nimero final de microorganismos y Ny al ndmero inicial [20].
Otro pardmetro que se puede utilizar para describir el crecimiento exponencial de un microorga-

nismo es la velocidad especifica de crecimiento, la que corresponde a la variacién de la concentraciéon
de microorganismos en el tiempo. Este pardmetro puede calcularse con la siguiente ecuacion:

p=-. (2.13)

en esta expresion u corresponde a la velocidad especifica de crecimiento, x a la concentracion de
microorganismos y t al tiempo [20]].
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Al integrar y linealizar la expresion [2.13] se obtiene la siguiente expresion:

In(x) = u-t+In(xp) (2.14)

donde x( corresponde a la concentracién inicial de microorganismos. La ecuacién [2.14] muestra
que en un grafico semilogaritmico de la concentracion de bacterias en el tiempo, en crecimiento
exponencial, la pendiente de la recta corresponderd a la velocidad especifica de crecimiento del
microorganismo bajo las condiciones a las que fue cultivado [20].

2.2.3. Fases del crecimiento microbiano

La figura presentada anteriormente solo muestran una parte del ciclo de crecimiento de los mi-
croorganismos. Por diversas razones (falta de nutrientes o inhibicion por algiin compuesto generado
en el crecimiento, por ejemplo), un organismo que se estd desarrollando en un recipiente cerrado,
tal como un matraz o un tubo, no podra crecer de forma exponencial indefinidamente; en lugar de

esto se tienen distintas fases en su crecimiento, las que se pueden ver en la curva de crecimiento
mostrada en la Figura [2.2] [20].

Fase estacionaria
A * Fase de muerte

¥

Fase crecimiento exponencial

In(Concentracién de células viables)

X Fase lag

Tiempo
Figura 2.2: Curva de crecimiento de un microorganismo

En la curva de crecimiento se muestran las 4 fases principales del crecimiento de un microorga-
nismo, las cuales son: fase lag, fase de crecimiento exponencial, fase estacionaria y fase de muerte.
A continuacién, se da una breve descripcion de cada una de estas fases [20]:

* Fase lag: Cuando un medio fresco es inoculado desde un cultivo microbiolégico, el creci-
miento usualmente comienza luego de un periodo llamado fase lag. Este intervalo de tiempo
puede ser breve o extendido, lo que dependerd del inéculo utilizado y de las condiciones en
que se realice el cultivo. Si el in6culo es tomado desde un cultivo que se encuentra en la
fase exponencial, y se utilizan las mismas condiciones de cultivo, el crecimiento comenzard
inmediatamente. Sin embargo, cuando se utiliza un indculo proveniente de un cultivo que
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se encontraba en fase estacionaria (o de muerte), se producird una fase lag, debido a que
las bacterias no tendrdn compuestos esenciales para su crecimiento, por lo que necesitaran
tiempo para sintetizarlos. Otros motivos que pueden causar la existencia de una fase lag son
que las bacterias hayan sido dafiadas por cambios significativos de temperatura, radiacion o
compuestos quimicos toxicos, o que el inéculo haya sido transferido desde un medio rico en
nutrientes a uno pobre en estos.

Fase de crecimiento exponencial: Como se mencioné anteriormente, durante la fase de
crecimiento exponencial de un cultivo, cada célula se divide para formar dos mads, y éstas
se vuelven a dividir para generar dos mds cada una; este periodo puede ser corto o extenso,
dependiendo de la disponibilidad de los recursos y de otros factores. La velocidad de creci-
miento de las bacterias puede estar influenciada por las condiciones del medio (temperatura
y composicion del medio de cultivo) y por caracteristicas genéticas de cada microorganismo
(en general las bacterias procariontes crecen mas rapido que las eucariontes). Las células que
se encuentran en la fase de crecimiento exponencial son las mds sanas dentro de su ciclo de
crecimiento, por lo tanto, es la mejor etapa para la realizacion de estudios con ellas.

Fase estacionaria: En un cultivo batch , ya sea en un matraz, tubo o placa de Petri, el
crecimiento exponencial estard limitado. Tipicamente esto puede suceder porque un nutrien-
te esencial en el crecimiento del microorganismo sea consumido totalmente o porque los
desechos del microorganismo se acumulen e inhiban el crecimiento de éste, de ambas formas
el cultivo alcanzard la fase estacionaria. En esta etapa no hay un incremento o disminucién
neta de células, por lo que la velocidad especifica de crecimiento es cero.

Fase de muerte: Si la incubacion del cultivo continda luego de alcanzar la fase estacionaria,
las células continuardn con su metabolismo, pero eventualmente morirdn. Cuando esto sucede,
el cultivo entra en su fase de muerte, la cual puede venir acompafiada de lisis celular (ruptura
de membrana celular). Como se puede notar en la curva, la muerte celular también es una
funcién exponencial, sin embargo, tiene una velocidad mucho menor que la del crecimiento
exponencial.
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Capitulo 3

Antecedentes bibliograficos

3.1. Microorganismos utilizados en celdas de combustible mi-
crobioldgicas y su mecanismo de transferencia de electrones

Las celdas de combustible son capaces de producir energia eléctrica a partir de distintos com-
bustibles. Dentro de éstas, las celdas de combustible microbiolégicas (CCMs) se distinguen por
no tener la necesidad de utilizar metales como catalizador en el dnodo, ya que ocupan microor-
ganismos con la capacidad de oxidar biolégicamente materia orgdnica y transferir electrones al
anodo de la celda. Los microorganismos utilizados han sido aislados desde sedimentos marinos,
suelos, aguas residuales y lodos activados; estos microorganismos fueron definidos por Logan como
exoelectrégenos, debido a su capacidad de transferir los electrones extracelularmente [14]].

Los microorganismos comunmente utilizados en CCMs son de especies como Geobacter, She-
wanella, Pseudomonas, Clostridium y Desulfomonas, y éstos son capaces de utilizar acetato, etanol,
lactato, dcido propanoico o butanoico como sustrato para la produccion de electricidad. Un asunto
importante a estudiar para utilizar estas bacterias es el mecanismo con el que éstas pueden transferir
los electrones al anodo del sistema [21]].

Esta transferencia de electrones puede ocurrir de dos formas: de manera directa o indirecta [22].
En la Figura[3.1] se puede ver un esquema de ambos mecanismos.

En el mecanismo directo, la bacteria es capaz de utilizar como aceptor final de electrones el
dnodo de la celda, lo que ocurre gracias a los citocromos ¢ presentes en la membrana de la célula.
También se ha demostrado que esto puede suceder debido a la presencia de conductos extracelulares,
llamados pilis conductores o nanocables bacterianos [23,24]]. Cuando un microorganismo no cuenta
con nanocables o citocromos capaces de transferir el electron directo al electrodo de la celda, se
podrd utilizar el mecanismo indirecto. En éste, la bacteria utiliza un mediador como aceptor final de
electrones, el cual posteriormente se oxida en el electrodo y de esta forma, el electrén es transferido
al anodo. Este mediador también podria ser utilizado como donador de electrones en el metabolismo

de otra bacteria, la que mediante el mecanismo directo podria transferir el electron al electrodo de
la celda [24].
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Figura 3.1: Mecanismos de transferencia de electrones de forma: (a) directa y (b) indirecta. Adaptado
de [11]]

Electrodo

Una de las cepas que mds se ha utilizado es Geobacter sulfurreducens. Esta bacteria es es-
trictamente anaerdbica, quimioorganotréfica, utiliza como sustrato acetato y puede utilizar como
aceptor de electrones Fe**, S, Ce®*, fumarato o malato. Gorby y Beveridge et al. concluyeron que
este microorganismo es capaz de generar nanocables cuando estd en un cultivo con ausencia de
receptores de electrones. En otros estudios también se ha visto que los citocromos ¢ de la membrana
de G. sulfurreducens pueden transferir el electrén a un electrodo sélido [21,[25].

Shewanella oneidensis es otra de las bacterias mds estudiadas. Este microorganismo es una
bacteria aerdbica, capaz de reducir oxigeno o ion férrico y, al igual que G. sulfurreducens, puede
generar nanocables en ausencia de aceptores de electrones [26]. Este microorganismo es capaz de
producir su propio mediador (2-amino-3-dicarboxi-1,4naftoquinona), caracteristica compartida con
otras bacterias como Pseudomonas alcaliphila o Pseudomonas aeruginosa [24]].

La mayoria de los microorganismos utilizados en estas tecnologias crecen a pH cercano a 7. Sin
embargo, hay otros trabajos en los cuales se han utilizado bacterias que crecen a un pH menor. Por
ejemplo, Borole et al. utilizé Acidiphilium cryptum en su trabajo, la cual es una bacteria reductora
de Fe** (pudiendo utilizarlo como mediador en la transferencia de electrones), acidéfila (tolera pH
entre 2,1 a 5,8), aerébica y heterotréfica. La principal ventaja de utilizar una bacteria acidoéfila es
que se tendrd una mayor concentracion de protones, por lo que la transferencia de estos hacia el
catodo y la reduccién del oxigeno podrian no ser etapas limitantes dentro del sistema [27]].

3.2. Combustibles utilizados en las CCMs

Uno de los factores mas importantes a considerar dentro de la generacion de energia en celdas
de combustible microbioldgicas es el combustible a utilizar. En la Tabla se presentan diversos
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sustratos utilizados en estudios de celdas de combustible microbioldgicas con su respectiva densidad
de potencia obtenida. Es importante mencionar que es dificil realizar una comparacién entre cada
uno de los estudios, debido a que estos fueron llevados a cabo con distintas concentraciones de
sustrato, origen del indculo, electrodos y condiciones de operacion.

Los datos mostrados en la tabla solo son una pequefia muestra de los sustratos que pueden ser
utilizados en las celdas de combustible microbioldgicas [11]. Como se menciond anteriormente,
dentro de estas celdas se puede utilizar una gran variedad de combustibles, como sustratos no
fermentables (acetato, dcido butirico), fermentables (glucosa, sacarosa o xilosa) o sustratos mas
complejos (aguas residuales domésticas, riles de la industria de alimentos o de reciclaje de papel). Por
ejemplo, Chae et al. compard en su estudio el desempeiio de cuatro sustratos diferentes en términos de
su eficiencia coulémbicd?] utilizando lodos activados como indculo. Los sustratos utilizados fueron
acetato, acido butirico, dcido propanoico y glucosa, y estos obtuvieron una eficiencia coulémbica
de 72,3 %, 43 %, 36 %o y 15 %, respectivamente [32].

En las pruebas realizadas por Chae et al. se utilizaron dos de los sustratos mds comunes en este
tipo de tecnologias. El acetato es el combustible mds usado en los diversos estudios realizados,
ya que es un compuesto simple y es inerte a otro tipo de conversiones microbiolégicas, como
fermentacion y metanogénesis, a temperatura ambiente [16]]. Liu ef al. utiliz este sustrato en sus
experimentos con una celda de una camara, donde reporté que la densidad de potencia alcanzada
fue un 66 % mayor a la obtenida utilizando 4cido butirico [33|].

El segundo sustrato mds utilizado es la glucosa. Rabaey et al. reportd que la maxima densidad
de potencia fue de 216 W m~> cuando se utilizé una celda fed-batch con este compuesto como
sustrato (como indculo se utilizo lodos activados) y ferricianuro como receptor de electrones en el
céatodo [34]. En otro estudio, realizado por Lee et al., se comparé la densidad de potencia obtenida
al utilizar un lodo anaerébico o glucosa como combustible (utilizando las bacterias presente en los
lodos), donde el lodo gener6 0,3 mW m ™2, mientras que con la glucosa se obtuvo una densidad de
potencia de 161 mW m~?2 [35]. Es importante mencionar que este sustrato, a diferencia del acetato,
es un compuesto fermentable, por lo que podria ser consumido por otro microorganismo presente
en el indculo y que no sea capaz de generar corriente eléctrica [[16].

3.3. Materiales utilizados en la fabricacion de anodos de CCMs

Uno de los componentes mds importantes de toda celda de combustible es el dnodo del sistema.
El material utilizado para la fabricacion de este electrodo, para su uso en celdas de combustible
microbioldgica, debe tener ciertas especificaciones, para asi poder interactuar adecuadamente con
las bacterias utilizadas en el sistema. Las caracteristicas mds importantes que se deben evaluar son:
su conductividad eléctrica, resistencia a la corrosion, resistencia mecdnica, biocompatibilidad y
bajo costo.

Los materiales basados en carbono son los mas utilizados en los estudios de celdas de combustible

2Demanda quimica de oxigeno
3La eficiencia colémbica es el porcentaje de electrones que pasan por el sistema, con respecto a los generados en la
reaccion de interes [18]]
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microbioldgicas, esto se debe a que estos materiales cumplen, en buena medida, con todas las
caracteristicas mencionadas anteriormente [36]. A continuacién se dard una breve descripcion de
algunos de los materiales mds utilizados:

* Tela de carbono: Es uno de los materiales mds cominmente utilizados para este tipo de
tecnologias, debido a que garantiza una alta drea superficial, una porosidad relativamente alta,
adecuada conductividad eléctrica y buenas propiedades mecdnicas. La desventaja que presenta
este material es su alto costo en comparacion a otros materiales basados en carbono [37].

* Cepillos de carbono: La estructura de este material consta con un centro de titanio, el cual
es rodeado de fibras de carbono. Estas fibras le dan al electrodo una alta 4rea superficial y
el centro de titanio le otorga una buena conductividad eléctrica, sin embargo, esto también
aumenta su precio de venta [38]].

* Esponja de carbono: Las esponjas de carbono tienen como caracteristicas principales su alta
porosidad y su alta conductividad eléctrica. El gran tamafio de los poros de estos materiales
permite a las bacterias colonizar la estructura de la esponja, tanto en el exterior como en el
interior. Otro punto que tienen a favor estos materiales es su bajo costo en comparacion a
otros materiales basados en carbono [24].

* Carbén activado granular: Debido a su biocompatibilidad y bajo costo, este material también
es utilizado en la fabricacién de dnodos para celdas de combustible microbiolégicas. La
porosidad de este material es muy alta, lo que causa que su conductividad eléctrica sea baja
en comparacion a otros materiales basados en carbono. Otra desventaja que posee el carbon
activado granular es que el tamafio de sus poros es muy pequefo, por lo que las bacterias
solo podran acceder al drea exterior de los granos, lo que reduce considerablemente el area
disponible para generar biofilms bacterianos [24]].

+ Carbono vitreo reticular: Este es uno de los dltimos materiales que se ha comenzado a
utilizar como dnodos en CCMs . Las principales caracteristicas que presenta este material es
su alta conductividad eléctrica y su gran porosidad, la que permite a las bacterias colonizar
toda la superficie disponible del electrodo y asi, obtener mayores densidades de corriente
debido a la accidn catalitica de los microorganismos [39].

Es dificil llevar a cabo una comparacion cuantitativa entre los materiales planteados en esta
seccion, ya que sus propiedades, como drea superficial o conductividad eléctrica, dependeran de su
respectivo fabricante.

3.4. Materiales utilizados como catodos de CCMs

La reduccion de oxigeno (Reaccion que ocurre en el citodo de las celdas de combustible
microbioldgicas, frecuentemente es la reaccion limitante del sistema. Es por esto que también
se busca catalizar este proceso, lo que se puede llevar a cabo mediante tres formas: enzimas,
bacterias o catalizadores abidticos. Esta tltima opcion es la que mds se ha utilizado para este tipo
de sistemas [24].

Los catalizadores abidticos pueden ser agrupados en 3 categorias distintas: materiales basados
en platino, materiales basados en carbono (libre de metales) y materiales libres de elementos del
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grupo del plating* Estos catalizadores son soportados sobre algtin colector de corriente, los que
pueden ser los mismos materiales mencionados en la Seccion [3.3][24].

Los materiales basados en platino son los mds utilizados como catalizadores de la reduccién
de oxigeno. Sin embargo, el costo de estos catalizadores es alto y su durabilidad hace que su uso
sea insostenible a largo plazo, en especial en celdas de una cdmara que utilizan como sustrato
aguas residuales (debido al envenenamiento del platino por los sulfuros presentes en este fluido).
La segunda categoria se muestra como una opcion viable debido a su bajo costo, y tienen un buen
rendimiento; los materiales utilizados como catalizadores son principalmente basados en grafeno,
carbon activado, nanotubos o nanofibras de carbono [40,/41]].

Finalmente, los catalizadores basados en elementos libres de elementos del grupo del platino son
los que estdn llamando la atencion de los investigadores en el ultimo tiempo. Estos catalizadores
estdn basados en metales de transicion asociados con carbono y nitrégeno, los que utilizan el
acréonimo de M-C-N, donde M usualmente es Mn, Fe, Co o Ni [24,42].

3.5. Recapitulacion y objetivos especificos

En base a lo mostrado anteriormente, se decidié utilizar como material para la fabricacién de los
electrodos de trabajo del estudio el carbono vitreo reticular y la bacteria Acidiphilium cryptum como
catalizador de la oxidacion de la materia orgénica. La justificacion y discusion de estas decisiones
se encuentran en el Capitulo [3]

De esta manera, los objetivos especificos de este trabajo de memoria son:

* Disenar y fabricar una celda de combustible microbiolégica.

Seleccionar y caracterizar los materiales para construir los 4nodos de la celda de combustible
microbioldgica.

Caracterizar el desempefio del 4nodo de la celda de combustible microbioldgica mediante
técnicas electroquimicas.

Estudiar el efecto de las bacterias sobre la electroactividad del anodo utilizado.

4Los elementos del grupo del platino son: Ru, Rh, Pd, Os, Ir y Pt.
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Capitulo 4

Metodologia

4.1. Preparacion de soluciones

A continuacion se detallardn tanto los reactivos como el procedimiento para la preparacion de
las soluciones que fueron utilizadas a lo largo de este estudio.

4.1.1. Medio de cultivo para Acidiphilium cryptum

Cada microorganismo necesita distintos nutrientes y compuestos para su crecimiento, por lo que
para los cultivos de Acidiphilium cryptum se utiliz6é un medio descrito en bibliografia, especifico
para esta bacteria. Esta solucion fue abreviada como MCI1 [27].

En la Tabla [4.1] se presentan los reactivos que son necesarios para la preparacion de 1 litro de
medio de cultivo.

Tabla 4.1: Reactivos medio de cultivo Ac. cryptum

Reactivo Cantidad Marca Pureza
(NH4)2S0O4 2g Merck > 99,5 %
KCl 0,1g Merck > 99,5 %
K>,HPO4 05¢g Merck > 99 %
MgSO, -7TH,0 05¢g Merck > 99,5 %
Caldo de soja triptico sin dextros 0,1g Becton Dickinson -
Glucosa lg Merck > 99,5 %
Agua destilada 1.000 ml - -

El procedimiento de preparacion del medio es el siguiente:

1. Se disolvid la glucosa en 10 ml de agua destilada.

STryptic soy broth without dextrose
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2. Posteriormente, el resto de los reactivos fueron disueltos en 990 ml de agua destilada.
3. Se ajusto el pH de la dltima solucion a 3 utilizando HySO4.
4. Se esterilizaron las soluciones mediante un autoclave.

5. Finalmente, se mezclaron ambas soluciones bajo mechero.

4.1.2. Medio de cultivo para Acidiphilium cryptum con ion férrico

Para poder utilizar la bacteria Acidiphilium cryptum en una celda de combustible, fue necesario
agregar un mediador, como se explica en la Seccién [3.1] (en este caso el ion férrico, afiadido como
sulfato férrico), por lo que se realizé una modificacion a MCl, la cual fue llamada MC2 [27/].

En la Tabla se presentan los reactivos que son necesarios para la preparacion de 1 litro de
esta solucion.

Tabla 4.2: Reactivos medio de cultivo Ac. cryptum con ion férrico

Reactivo Cantidad Marca Pureza
(NH4)2SO4 2g Merck > 99,5 %
KCl1 0,1¢g Merck > 99,5 %
K2HPO4 0,5 g Merck > 99 %
MgSOy4 -7TH,O 05¢g Merck > 99,5 %
Fe»(SO04)3 11 mg Sigma Aldrich 97 %
Caldo de soja triptico sin dextrosaﬁ 0,1g  Becton Dickinson -
Glucosa lg Merck > 99,5 %
Agua destilada 1.000 ml - -

Para este caso, el procedimiento de preparacion del medio es el siguiente:

. Se disolvié la glucosa en 10 ml de agua destilada.

. Posteriormente, el resto de los reactivos fueron disueltos en 990 ml de agua destilada.

1
2
3. Se ajusto el pH a la dltima solucién a 3 utilizando H>SOy.
4. Se esterilizaron las soluciones mediante un autoclave.

5

. Finalmente, se mezclaron ambas soluciones bajo mechero.

4.1.3. Buffer fosfato pH 4

En esta seccion se listan los reactivos y se describe el procedimiento utilizado para la preparacion
del buffer fosfato de pH 4 utilizado durante los experimentos realizados. Esta solucién fue abreviada
como BF4 [27].

En la Tablaf.3]se listan los reactivos necesarios para la preparacion de un litro de esta solucién.

*Tryptic soy broth without dextrose

24



Tabla 4.3: Reactivos para la preparacién de buffer fosfato

Reactivo Cantidad Marca  Pureza

K;HPO4 17,41 g  Merck >99 %
KH,;POg4 13,60 g Merck > 99,5%
Agua destilada 1.100 ml - -

El procedimiento de preparacion del buffer fosfato es el siguiente:

1. Se disolvi6 el KoHPO4 en 100 ml de agua destilada.
2. Se disolvié el KH,PO4 en 100 ml de agua destilada.

3. Se mezclaron 91,5 ml de la solucién de KH,POy4 con 8,5 ml de la soluciéon de KH,PO, y se
aforé a 1.000 ml con agua destilada.

4. Finalmente, se ajust6 el pH a 4 mediante H3PO4 al 85 % v/v.

4.1.4. Solucién para hidratacién de membrana Nafion® 117

Para hidratar la membrana Nafion® 117 utilizada, se llevo a cabo un proceso de hidratacién
usando una solucion de KC1 0,5 M. A continuacidn, se indican los reactivos utilizados y se describe
el procedimiento para la preparacion de esta solucion, la cual fue abreviada como HM1.

En la Tabla4.4] se listan los reactivos necesarios para la preparacion de 100 ml de esta solucion.

Tabla 4.4: Reactivos para solucion de hidratacion de membrana

Reactivo Cantidad Marca  Pureza

KCl 3,73g  Merck > 99,5%
Agua destilada 100 ml

Para preparar esta solucién simplemente se debe disolver el cloruro de potasio en el agua
destilada.

4.2. Preparacion de electrodos

Para llevar a cabo las pruebas electroquimicas del estudio, se eligié el carbono vitreo reticular
(CVR) como material para la fabricacion del electrodo de trabajo a utilizar (dnodo). Ademas, se
estandariz¢ el disefio, proceso de construccion y limpieza del electrodo.
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4.2.1. Conductividad del CVR

Para medir la conductividad eléctrica del carbono vitreo reticular, se utilizé el método de las
cuatro puntas. A continuacion se describira el procedimiento realizado y los materiales necesarios
para llevarlo a cabo. Los materiales utilizados fueron:

Carbono vitreo reticular de 80 ppi, 100 mm x 100 mm x 6 mm.
Cortacarton.

4 cables de cobre de 1,5 mm de didmetro y 2 cm de largo.
Multimetro digital DT9501.

Potenciostato/Galvanostato Gamry Instruments modelo Reference 3000.

El procedimiento seguido es el siguiente:

1.

En primer lugar, se cort6é un disco de carbono vitreo reticular de radio 3 cm y altura de 6 mm
con el cortacarton.

2. Los cables de cobre fueron pelados a la altura de 2 mm por un lado y 5 mm por el otro.

Los extremos mads cortos de los cables fueron introducidos por el contorno del disco de
carbon, en las posiciones que se muestran en la Figura[d.Ta]

Utilizando el multimetro, se comprobd que existiera conexion entre los cuatro cables.

. Los terminales del potenciostato correspondientes al electrodo de trabajo (abreviado ET),

contraelectrodo (abreviado CE), sensor de electrodo de trabajo (abreviado ST), sensor de
contraelectrodo (abreviado SC) y electrodo de referencia (abreviado ER) fueron conectados
en la configuracién mostrada en la Figura[4.1b]

. El potenciostato fue conectado al computador de adquisicion de datos y se llevo a cabo una

voltametria ciclica de cuatro ciclos, entre -1 y 1 V y con una velocidad de barrido de 25 mV
-1
s

. Una vez terminada la voltametria, los terminales del potenciostato fueron cambiados de

posicién, colocdndolos de la forma que se muestra en la Figura

. Se volvié a realizar una voltametria ciclica con la nueva configuracion y con los pardmetros

mencionados anteriormente.

ST

(a) Posicion de los cables (b) Configuraciéon AB-CD (c) Configuracion BC-DA

Figura 4.1: Conexiones utilizadas para el método de las cuatro puntas
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4.2.2. Construccion del electrodo

En esta seccion se listan los materiales necesarios y el procedimiento para el ensamblaje de los
electrodos utilizados. Los materiales y herramientas utilizados son:

Carb6n vitreo reticular de 80 ppi, 100 mm x 100 mm x 6 mm.
Cable de cobre de 1,5 mm de didmetro y 8 cm de largo.
Cortacarton.

Pintura de plata Pelco® Colloidal Silver Liquid, Ted Pella, Inc.
Multimetro digital DT9501.

Resina epéxica Poxipol® transparente o negra.

El procedimiento seguido para la fabricacion del electrodo es el siguiente:

1.

Se cortd el carbono vitreo reticular en paralelepipedos de 40 mm x 8 mm x 3 mm con ayuda
del cortacarton.

2. El cable de cobre fue pelado a una altura de 2 mm por un extremo y 20 mm por el otro.

Se recubri6 el extremo mds corto del cable de cobre con pintura de plata y fue introducido en
el centro de la cara mas pequefia del carbono de forma que todo el cobre descubierto quede
dentro de este.

Utilizando el multimetro se comprobd que exista contacto entre el carbono y el cable de cobre.

Se recubrié con resina epdxica la cara donde fue insertado el cable, para asi evitar que éste
pueda ser removido.

Para finalizar, se comprobd nuevamente mediante el multimetro que el cable siga en contacto
con el carbono. En la Figura se puede ver un esquema del electrodo terminado.

—> Cable de cobre

—> Resina epoxica

3 mm
40 mm —> Electrodo CVR E :I
L |

L 8 mm
I
8 mm
Vista frontal Vista superior

Figura 4.2: Esquema del electrodo de trabajo utilizado

4.2.3. Limpieza del electrodo

Para evitar que la superficie de los electrodos haya estado contaminada con microorganismos o
impurezas, estos fueron limpiados mediante ultrasonido antes y despues de realizar cada prueba (en
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el caso de ser reutilizados). Para ello se utilizaron los siguientes materiales y equipos:

* Agua destilada.
 Etanol al 70 %ov/v.
* Vaso precipitado de 50 ml.

* Limpiador ultrasénico Cole-Parmer 8852.
Y se procedio de la siguiente manera:

1. Se enjuago el electrodo con agua destilada.
2. Posteriormente, se limpi6 el electrodo con etanol.

3. Utilizando 30 ml de agua destilada en un vaso precipitado de 50 ml sumergido en el bafio
maria del limpiador ultrasénico, se sonicé el electrodo durante 5 minutos para asi eliminar
toda impureza que este pueda tener en su superficie.

4. Se volvi6 a limpiar el electrodo con etanol.
5. Finalmente, se enjuagé el electrodo con agua destilada, para eliminar todo resto de etanol.

4.3. Cultivos microbiolégicos

En esta seccion se detalla el procedimiento seguido para llevar a cabo los cultivos de bacterias
utilizados durante este trabajo y la obtencion de su curva de crecimiento. Como se buscé estudiar el
comportamiento de un microorganismo especifico, todo el trabajo microbiolégico se llevd a cabo
en condiciones de esterilidad, para asi evitar que los cultivos se pudieran contaminar con otros
microorganismos.

4.3.1. Cultivo de Acidiphilium cryptum en matraz Erlenmeyer

A continuacidn se describe el procedimiento para realizar los cultivos de la bacteria Acidiphilium
cryptum, utilizada en este trabajo, tanto con el medio sin el ion férrico (MC1) como con éste (MC2).
Los materiales utilizados son:

* Etanol al 70 % v/v.

* Mechero de mesa.

* Probeta de 100 ml estéril.

* Soluciones MC1 y MC2.

* Matraz Erlenmeyer de 250 ml estéril.
* Tapon de algodon estéril.

* Micropipeta 5.000 ul.

* Puntas micropipeta 5.000 ul estériles.
 Cultivo antiguo de Ac. cryptum.

* Shaker Lab-line modelo 3527-6.
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El procedimiento de cultivo se describe a continuacion:

1. Se parti6 limpiando el mesén de trabajo con etanol.

Una vez seco el meson, se encendié el mechero y se trabajo siempre en un radio de 15 cm a
su alrededor para mantener el ambiente de esterilidad.

. Utilizando la probeta, se afiadieron 90 ml de la solucién MC1 o MC2 (dependiendo del cultivo

que se quiera realizar) al matraz y éste se tap6 con el tapén de algodon.

Para inocular el matraz, mediante el uso de la micropipeta se tomé una alicuota de 10 ml
desde un cultivo anterior y fue agregada al nuevo.

Para finalizar, el cultivo se dejé en un shaker a 30 °C y a una velocidad de agitacion de 150
rpm durante 8 horas para las pruebas de bacterias en solucién y 3 dias en caso de ser un
cultivo para mantener la bacteria.

4.3.2. Cultivos de Acidiphilium cryptum en tubos Falcon®

Para realizar la prueba de bacterias adheridas al electrodo, se llevaron a cabo cultivos con electro-
dos en su interior. A continuacion se listan los materiales utilizados y se describe el procedimiento
de cultivo seguido. Los materiales utilizados fueron:

Etanol al 70 Y% v/v.

Mechero de mesa.

Probeta de 25 ml estéril.

Solucién MC2.

Tubo Falcon® estéril.

Micropipeta 5.000 pl.

Puntas micropipeta 5.000 ul estériles.
Cultivo antiguo de Ac. cryptum.
Electrodos de carbono vitreo reticular.
Shaker Lab-line modelo 3527-6.

El procedimiento de cultivo es el siguiente:

1.

El electrodo se limpi6 tal como se indic6 en la Seccién 4.2.3] para asf evitar que éste haya
estado contaminado.

Luego se limpi6 el mesén de trabajo con etanol.

Una vez seco el meson, se encendié el mechero y se trabajé siempre en un radio de 15 cm a
su alrededor para mantener el ambiente de esterilidad.

Utilizando la probeta, se afiadieorn 18 ml de la solucién MC2 al tubo Falcon®.

. Para inocular el tubo, mediante el uso de la micropipeta se tom6 una alicuota de 2 ml desde

un cultivo anterior y fue afiadida al tubo.

. Cuando el tubo estuvo inoculado, se afiadi6 el electrodo de trabajo (previamente limpiado

como se muestra en la Secciéon[4.2.3) y se colocé la tapa.
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7.

Finalmente, el tubo fue puesto en el shaker a 30 °C y una velocidad de agitacion de 150 rpm
durante 4, 6 u 8 horas, dependiendo de la prueba a realizar.

4.3.3. Curva de crecimiento microbiano con recuento al microscopio

Para poder identificar las fases de crecimiento y la velocidad de crecimiento de la bacteria
Acidiphilium cryptum, fue necesario construir su curva de crecimiento. En esta seccion se indican
los materiales necesarios y el procedimiento seguido para obtener la curva mediante el uso de
recuento directo para calcular la cantidad de bacterias. Los materiales utilizados son:

Cémara de Neubauer.

Etanol al 70 % v/v.

Micropipeta 20 pl.

Puntas micropipeta 20 pl.

Shaker Lab-line modelo 3527-6.

Microscopio 6ptico ZEISS modelo Axio Lab.Al.

El procedimiento seguido es el siguiente:

1.

Para comenzar a construir la curva se realizé un cultivo de Acidiphilium cryptum como se
describe en la Seccion[4.3.1] utilizando la solucién en la cual se quiera estudiar el crecimiento
(MC1 o MC2).

2. Se limpi6 la cdmara de Neubauer con etanol.

. Utilizando la micropipeta y sus puntas estériles, se sacé una muestra de 8 pl del cultivo

(trabajando bajo mechero) y se puso en la cdmara de recuento.

Una vez que la muestra fue tomada, el matraz fue devuelto al shaker a 30 °C y una velocidad
de agitacion de 150 rpm.

. Se puso la cdmara de recuento en el microscopio y se llevé a cabo el recuento utilizando el

lente del equipo que cuenta con un aumento de 40x.
Una vez terminado el recuento, se limpié nuevamente la cdmara con etanol.

Se continué sacando muestras y realizando el recuento en el microscopio cada dos horas hasta
obtener los puntos necesarios para observar la fase exponencial y estacionaria de la curva de
crecimiento.

4.3.4. Curva de crecimiento microbiano con densidad optica

Como método alternativo al recuento directo, la curva de crecimiento también fue realizada
utilizando la densidad 6ptica del cultivo como referencia de la cantidad de microorganismos. Los
materiales utilizados en este caso son:

Micropipeta 1.000 pl.
Puntas micropipeta 1.000 ul.
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Tubo Eppendorf 1,5 ml.

Shaker Lab-line modelo 3527-6.
Solucién MC2.

Cubeta de cuarzo para espectrofotémetro.

Espectrofotometro Agilent modelo 8453.
* Agua desionizada.

El procedimiento seguido es el siguiente:

1. Para comenzar a construir la curva se realizé un cultivo de Acidiphilium cryptum como se
describe en la Seccién[4.3.1] utilizando la solucién en la cual se quiera estudiar el crecimiento
(MC1 o MC2).

2. Utilizando la micropipeta, se tomé 1 ml del cultivo (trabajando bajo mechero) y se puso en
un tubo Eppendorf.

3. Una vez que la muestra fue tomada, el matraz fue devuelto al shaker a 30 °C y una velocidad
de agitacion de 150 rpm.

4. Se pusieron 1,5 ml de la solucién MC2 en la cubeta, solucion que fue utilizada como blanco
en la medicion de densidad dptica.

5. Se llevé a cabo la medicion de la absorbancia del blanco a 600 nm[’]

6. Se limpi6 la cubeta con agua desionizada, se puso la muestra a analizar y se le midi6 la
absorbancia a 600 nm.

7. Se continué sacando muestras y midiendo la absorbancia cada dos horas hasta obtener los
puntos necesarios para observar la fase exponencial y estacionaria de la curva de crecimiento.

4.4. Montaje experimental

4.4.1. Celda electroquimica utilizada

Para la realizacion de los experimentos electroquimicos de este estudio se disefié una celda de
doble cdmara (en la Figura [4.3] se puede ver una foto de ésta). En la imagen se pueden apreciar
claramente ambas cdmaras, donde una de ellas tiene un sello tipo vial (cdmara 1) y la otra es abierta
(cdmara 2), ademads, se puede ver que ambas cdmaras estdn separadas por un puente en donde se
inserto una membrana Nafion®, la cual evita la mezcla de las soluciones (anolito y catolito) que
fueron utilizadas en las pruebas.

4.4.2. Hidrataciéon membrana Nafion® 117

Para que la membrana utilizada presente la conductividad proténica adecuada, esta debié man-
tenerse hidratada. A continuacién se explica el procedimiento seguido y los materiales necesarios

7Se usa esta longitud de onda debido a que en ésta la biomasa tiene su mdxima absorbancia y, ademds, esta longitud
de onda no tiene un efecto téxico sobre las bacterias [43].
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Figura 4.3: Celda utilizada en los experimentos electroquimicos

para esto.

Los materiales para el proceso de hidratacion corresponden a:

Membrana Nafion® 117.
Tijeras.

Placa de Petri 5 cm de didmetro.
Solucién HM1.

Agua destilada.

El procedimiento seguido es el siguiente:

. En primer lugar, se corté la membrana en circulos de 1,5 cm de didmetro.

Utilizando la placa de Petri como recipiente, la membrana fue sumergida en la solucion HM 1
durante 24 horas.

. Luego, se retiré la membrana de la solucién y fue lavada con agua destilada para eliminar el

exceso de solucion.

Se volvié a sumergir la membrana en solucion HM1 fresca por 1 hora en la placa de Petri.

. Finalmente, se volvid a enjuagar la membrana con agua destilada para eliminar el exceso de

solucion HM1 que pueda haber tenido.

4.4.3. Armado de la celda

A continuacién se describird el procedimiento seguido para el armado de la celda electroquimica
disefiada. Los materiales requeridos son:
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Membrana Nafion® 117 hidratada de acuerdo al procedimiento descrito en la Seccién m
Céamara 1 de la celda descrita en la Seccién

Cémara 2 de la celda descrita en la Seccién[4.4.11

Parafilm®.

¢ Cortacarton.

Pinza rétula N° 18 de acero inoxidable.
El procedimiento de armado de la celda es el siguiente:

1. La membrana Nafion® 117 se puso en el lado de la unién correspondiente a la cdmara 2 y se
aseguré con parafilm®, para asf evitar filtraciones.

2. Con un cortacartén se corté (con mucho cuidado para no dafiar la membrana) un circulo sobre
el parafilm, de esta forma se asegurd el contacto entre la membrana y las soluciones de ambas
camaras.

3. Para terminar, se juntaron ambas cdmaras y se apreto el puente utilizando la pinza.

4.4.4. Mediciones electroquimicas con bacterias en solucion

Para analizar el comportamiento catalitico de las bacterias, se realizaron experimentos inocu-
lando la solucién utilizada en el dnodo de la celda. En esta seccién se listan los materiales y se
detallan los procedimientos de medicion utilizados. Los materiales utilizados para las mediciones
electroquimicas son:

* Celda electroquimica.

* Solucién BF4.

* Solucién MC2.

* Mechero de mesa.

* Micropipeta 5.000 ul.

* Puntas micropipeta 5.000 ul estériles.

» Shaker Lab-line modelo 3527-6.

* Electrodo de carbono vitreo reticular.

* Electrodo de platino.

* Imdn de agitador magnético.

* Tapa de cdmara 2.

* Electrodo de referencia de Ag|AgCl KCI 3 M.
 Capilar de Luggin con solucién KCI 3 M.
» Agitador magnético.

* Manguera para alimentacion de nitrégeno.
* Capilar de vidrio.

* Potenciostato/Galvanostato Gamry Instruments modelo Reference 3000.

El procedimiento seguido es el siguiente:
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. Para comenzar el experimento, se realizé un cultivo de Acidiphilium cryptum en la solucién

MC2, tal como se indica en la Seccién 4.3.1]

2. Luego se ensambl6 la celda como se describe en la Seccién[4.4.3]

En la cdmara 1, se agregaron 100 ml de la solucién BF4 y en la 2, 90 ml de la solucién MC2.

4. Luego (trabajando bajo mechero), con la micropipeta se tomaron 10 ml del cultivo realizado

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

y fueron afiadidos a la cdmara 2.

. Una vez inoculada la celda, el cultivo se devolvi6 al shaker a 30°C y una agitacién de 150

rpm.
Para asegurar que el electrodo de trabajo no haya estado sucio o contaminado, se limpi6 el
electrodo de carbono vitreo reticular de la forma descrita en la Seccién

. Se coloc el electrodo de platino en la cdmara 1, para cumplir la funcién de contraelectrodo

(abreviado como CE).

. Enlacdmara 2 se puso el imdn del agitador magnético, previamente lavado con agua destilada,

y el compartimiento fue tapado.

. Una vez tapada la cdmara, se procedi6 a colocar el electrodo de carbédn vitreo como electrodo

de trabajo (abreviado ET) y el electrodo de referencia (abreviado ER) sumergido en el capilar
de Luggin.

La celda se coloco sobre un agitador magnético y se comenz6 a agitar la camara 2.

Se conect6 el capilar de vidrio a la manguera de alimentacion de nitrégeno, posteriormente,
se introdujo el capilar de vidrio a la solucién de la cdmara 2 y se burbujeé nitrégeno por 10
minutos.

Se retir6 el capilar de la solucion, pero se continué suministrando nitrégeno a la cdmara,
intentando no perturbar la solucién.

El electrodo de trabajo, contraelectrodo y electrodo de referencia fueron conectados al poten-
ciostato, y éste al computador para la adquisicion de datos.

Se realizé una espectroscopia de impedancia electroquimica, con una frecuencia inicial y
final de 10° Hz y 10 ~2 Hz, respectivamente, y una voltametria ciclica con una velocidad de
barrido de 25 mV s~! y el rango de potenciales indicado en la Seccién

Una vez realizadas las mediciones, el sistema fue desmontado, la membrana se lavo con agua
destilada y se dej6 sumergida en la solucion HM1.

El experimento fue repetido a las 4, 6 y 8 horas del cultivo, utilizando la misma membrana
que se dejo sumergida en la solucién HM1 y los mismos electrodos (ER, CE y ET).

En la Figura|}.4a]se puede ver la vista frontal de la celda electroquimica montada y en la Figura
H.4b|se muestra una vista superior, donde se indica a qué corresponde cada elemento de la celda.

4.4.5. Maediciones electroquimicas con bacterias en electrodo

También se analiz6 la accion de los microorganismos cuando éstos estaban adheridos al electrodo
de trabajo. En esta seccion se describe el procedimiento seguido para llevar a cabo estas mediciones.
Los materiales utilizados corresponden a:

¢ Mechero de mesa
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Inyeccién de
Electrodo de nitrégeno

Contraelectro trabajo

Electrodo de
referencia

(a) Vista frontal (b) Vista superior

Figura 4.4: Montaje de la celda para los experimentos electroquimicos

Shaker Lab-line modelo 3527-6.

Celda electroquimica.

Solucién BF4.

Solucién MC2.

Electrodos de carbono vitreo reticular.
Electrodo de platino.

Imén de agitador magnético.

Tapa de cdmara 2.

Electrodo de referencia de Ag|AgCl KCI 3 M.
Capilar de Luggin con solucién KCI1 3 M.
Agitador magnético.

Manguera para alimentacion de nitrégeno.
Capilar de vidrio.

Potenciostato/Galvanostato Gamry Instruments modelo Reference 3000.

El procedimiento seguido para realizar las mediciones electroquimicas es el siguiente:

1.

Para empezar el experimento, se realizaron 3 cultivos de Acidiphilium cryptum en tubos
Falcon® y se pusieron a cultivar en el shaker a 30 °C y 150 rpm de velocidad de agitacion.

2. Luego se ensambl6 la celda como se describe en la Seccién[#.4.3]

En la cdmara 1, se agregé 100 ml de la solucién BF4 y en la 2, 100 ml de la solucién MC2.

. La primera medicion realizada se llevé a cabo con un ET sin bacterias, por lo que se tomé un

electrodo de carbono vitreo reticular y se limpié como se muestra en la Secciéond.2.3]
Se colocé el electrodo de platino en la cdmara 1, para cumplir la funcién de CE.

Enla cdmara 2 se puso el iman del agitador magnético, previamente lavado con agua destilada,
y el compartimiento fue tapado.

. Una vez tapada la cdmara, se procedio a colocar el electrodo de carbén vitreo como ET y el

ER sumergido en el capilar de Luggin.
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8. La celda se coloc6 sobre un agitador magnético y se comenzd a agitar la cimara 2.

9. Se conecto el capilar de vidrio a la manguera de alimentacion de nitrégeno, posteriormente,
se introdujo el capilar de vidrio a la solucién de la cdmara 2 y se burbujeé nitrégeno por 10
minutos.

10. Se retir6 el capilar de la solucion, pero se continué suministrando nitrégeno a la cdmara,
intentando no perturbar la solucién.

11. Elelectrodo de trabajo, contraelectrodo y electrodo de referencia fueron conectados al poten-
ciostato, y éste al computador para la adquisicion de datos.

12. Se realiz6 una espectroscopia de impedancia electroquimica, con una frecuencia inicial y
final de 10° Hz y 10 ~2 Hz, respectivamente, y una voltametria ciclica con una velocidad de
barrido de 25 mV s~! y el rango de potenciales indicado en la Seccién

13. Una vez realizadas las mediciones, el sistema fue desmontado, la membrana se lavé con agua
destilada y se dejo sumergida en la solucion HM1.

14. El experimento se repitié utilizando la misma membrana que se dejé sumergida y como ET
se utilizaron los electrodos que estaban en los cultivos en tubos Falcon® (uno a las 4 h, otro a
las 6 h y el dltimo a las 8 h).

4.5. Técnicas utilizadas

4.5.1. Método de las cuatro puntas (conductividad de un material)

El método de las cuatro puntas, o de Van der Pauw, es una técnica cominmente utilizada para la
medicion de la resistividad de un material. El poder de este método radica en la habilidad de llevar
a cabo una medicién precisa de las propiedades eléctricas de una muestra sin importar su forma,
mientras la muestra sea aproximadamente de dos dimensiones (es decir, que su espesor sea mucho
menor a su ancho) y los electrodos se sitien en el perimetro de la muestra. El método surge como
una alternativa a la medicion directa de la resistencia de un material mediante un 6hmetro, ya que
éste mide todas las resistencias del circuito incluyendo la resistencia de los cables (R¢aples) que se
utilizan en la conexion del equipo a la muestra [44]].

Un ingenioso método para la medicion de la resistencia de un material involucra el uso de un
amperimetro y un voltimetro. Desde la Ley de Ohm (Ecuacién [4.1)) se conoce que la resistencia
(R) es igual al voltaje (E) dividido por la intensidad (1), por lo que conociendo la caida de voltaje
a través del material y la corriente que circula a través de él, es posible calcular su resistencia.
Como la corriente es la misma en todos los puntos del circuito, ésta puede ser medida a distancia
sin ningln problema, pero la caida de voltaje de la muestra no puede ser separada de la del cable
de conexion. Sin embargo, por los cables del voltimetro pasa una corriente despreciable por lo que
tendran una caida de voltaje insignificante. Por esto, la caida de voltaje medida serd bastante cercana
a la generada por el material [44].

4.1

~|
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Para llevar a cabo la medicién de conductividad del carbono vitreo reticular, material elegido para
la fabricacion de los electrodos de trabajo (dnodos) utilizados en este estudio, se conectaron cuatro
cables de cobre en los bordes de la muestra y se les nombré A, B, Cy D como se ve en la Figura@
Utilizando el Potenciostato Gamry Instruments modelo Reference 3000 se obtuvieron las curvas
de corriente-potencial realizando voltametrias ciclicas (con corriente directa y los parametros
mencionados en la Seccién [4.2.1) a las muestras, donde la pendiente de las curvas obtenidas
representan a la resistencia del material analizado. Se determinaron estas curvas y pendientes para
dos casos diferentes [44]:

1. La corriente /45 que circula entre los contactos A y B fue medida en amperes (A) y el voltaje
Vep entre los contactos C y D fue medido en volts (V). La resistencia R4p_cp fue calculada
en ohms (Q).

2. La corriente Ipc que circula entre los contactos B 'y C fue medida en amperes (A) y el voltaje
Vpa entre los contactos D y A fue medido en volts (V). La resistencia Rgc-p4 fue calculada
en ohms (Q).

Las resistencias obtenidas fueron utilizadas para determinar la resistividad resolviendo la ecua-
cion [44]:

o m_ Rap-cp+ Rpc-pa ¥ (RAB—CD) s 4.2)

T2 2 Rpc-pa

donde ¢ es el espesor de la muestra y f estd en funcién de la relacion entre Rap—cp Y Rpc-pa Yy
satisface la igualdad [44]:

Rap-cp + Rpc-pa
Rap-cp — Rec-pa

In(2) - (4.3)

£ cosh! (exp(lr12(2)/f))

Para resolver la Ecuacion[d.3]se planted el siguiente problema de optimizacion y sus restricciones:

Rap-cp + Rpc-pa

minimizar [n(2) -

f . COS]’Z_I (exp(ln(2)/f))

Rap-cp — Rec-pa 2

£>0

El problema se resolvi6 con el complemento Solver de Excel, se calcul6 la resistividad utilizando
la ecuacion y mediante esta, se calculd la conductividad de la muestra (g), ya que € = p‘1 [[44].

4.5.2. Recuento directo al microscopio (concentracion de microoganismos)

El recuento directo al microscopio es una técnica comin, rdpida y barata que utiliza equipamiento
con el que cuentan la mayoria de los laboratorios de microbiologia. Para llevar a cabo este recuento
generalmente se utilizan cdmaras de recuento, aunque también es posible realizarlo a partir de
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muestras filtradas en membranas, previamente teflidas con colorantes fluorecentes (como naranja
de acridina, por ejemplo) [45].

Este tipo de recuento tiene algunas dificultades, entre las que se encuentran obtener una repro-
ducibilidad en el llenado de la cdmara o la adsorcion de células en las superficies del vidrio. Sin
embargo, este método también tiene ventajas, una de las principales es la informacion adicional que
puede entregar sobre el tamafo y la morfologia del microorganismo observado [45]].

La camara mas utilizada para llevar a cabo este recuento es la cdmara de Neubauer. Esta cdmara
cuenta con una rejilla de dimensiones conocidas, lo que facilita el recuento, y también se conoce la
distancia entre su superficie y el porta objetos que se utiliza (distancia llamada profundidad de la
cdmara). En la Figura[d.5]se ve la rejilla mencionada [45]).

ﬁ

——

0,2 mm

0,05 mm

Figura 4.5: Rejilla de la cdmara de Neubauer

En particular, la cdmara utilizada durante el estudio fue una Neubauer improved, la cual tiene
una profundidad de 0,02 mm y los cuadrados mas pequefios tienen una arista de 0,05 mm. Con estos
datos es posible calcular el volumen de muestra que contiene cada cuadrado y con esto, el factor
con el que es posible encontrar la concentracién de microorganismos. En la Tabla [4.5]se muestran
los volimenes de cada cuadrado de la rejilla y en la Ecuaciénd.4]se muestra la forma de calcular la
concentracion de microorganismos, donde Cj, representa a la concentracion de bacterias en bacterias
ml~!, B, a las bacterias contadas dentro del cuadrado y F. al factor del cuadrado utilizado para el
conteo.

Tabla 4.5: Volumen y factor de cada cuadro en la cAmara Neubauer

Volumen Factor F,
ml ml~!

Cuadrado total ~ 2,00x 10 => 5,00x 104
Cuadrado grande 8,00 x 10 -7 125x10 6
Cuadrado pequeiio 5,00 x 10 "% 1,25x10°

Tipo de cuadrado

Cpy=B.-F, 4.4)
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4.5.3. Densidad o6ptica (concentracion de microorganismos)

Las técnicas de dispersion de luz para el monitoreo de la concentracion de bacterias (en un
cultivo puro) tiene una enorme ventaja, la cual es que es una técnica rapida y no destructiva. Sin
embargo, esta técnica no mide el nimero de células, mds bien se registra un valor referente al peso
seco de células del cultivo [43]].

En esta técnica, con un espectrofotdmetro se hace pasar un haz de luz a través de la muestra y se
mide la absorbancia de la solucién a una longitud de onda de 600 nm. La luz que es dispersada es un
indicador de la cantidad de biomasa presente en la muestra analizada y es directamente proporcional
a ésta, cuando la muestra es diluida [43]].

Este procedimiento se realiz6 como una alternativa mas rdpida al recuento directo, durante la
realizacion de las curvas de crecimiento del microorganismo estudiado.

4.5.4. Voltametria ciclica

La voltametria ciclica es una de las técnicas electroquimicas mds cominmente utilizadas para
la caracterizacion de sistemas electroquimicos, sin embargo, no es un experimento adecuado para
llevar a cabo analisis cuantitativos [46].

En una voltametria ciclica, el potenciostato aplica sobre el electrodo de trabajo un barrido
de potenciales (con una velocidad definida y constante), entre un potencial inicial E; hasta un
potencial final E¢ y luego vuelve al potencial inicial. Durante el barrido, el potenciostato registra
el potencial aplicado al electrodo de trabajo y la corriente que circula entre el electrodo de trabajo
y el contraelectrodo, datos con los que se puede construir el voltamograma del experimento. En la
Figura [4.63] se puede observar el potencial aplicado al electrodo de trabajo en funcién del tiempo
en una voltametria de un ciclo, entre los potenciales E; y Ey, y en la Figura [4.6b| se muestra su
respectivo voltamograma [40].

TA

|

1

1

1
! i i

> . >
0 & t; t E; E¢ E
2

(a) Gréfico de potencial vs tiempo (b) Gréfico de corriente vs potencial

Figura 4.6: Gréaficos obtenidos desde una voltametria ciclica
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Durante este trabajo se utilizaron las voltametrias ciclicas con dos propdsitos. En un principio,
se llevaron a cabo para determinar el rango de potenciales utilizados durante las pruebas de accion
catalitica de los microorganismos. Una vez que se determinaron los potenciales a utilizar, se realiza-
ron voltametrias ciclicas con el fin de determinar si existia accion catalitica de los microorganismos
en la generacion de corriente al aplicar potenciales anddicos sobre el electrodo de trabajo.

4.5.5. Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIE)

Para poder comprender esta técnica, primero se debe entender el concepto de impedancia. Cuando
se trabaja con corriente directa (un caso especial de la corriente alterna, donde la frecuencia es 0 Hz)
se puede utilizar la ley de Ohm para calcular la resistencia de un sistema, conociendo la corriente y
el potencial. Pero cuando se trabaja con corriente alterna surge el término de impedancia, la que es
la resistencia (en funcion de la frecuencia) al paso de corriente en un sistema. En la Ecuacién4.5]se
ve un andlogo de la ley de Ohm para cuando se trabaja con corriente alterna, donde Z,, corresponde
a la impedancia, E,, corresponde al potencial dependiente de la frecuencia y I, corresponde a la
corriente dependiente de la frecuencia [47].

E,
Zw = — 4

La espectroscopia de impedancia electroquimica es una técnica no destructiva, en la cual se
aplican pequeiias perturbaciones sinusoidales (ya sea de potencial o corriente) con una frecuencia
fija, esto se realiza en un rango de frecuencias fijadas previamente. En este procedimiento se obtienen
diversos valores de impedancia, los cuales tienen una parte real Z,.,; y una parte imaginaria Z,,4¢
y estos resultados pueden presentarse en forma de dos gréficos: un grafico de Bode (Figura|d.7a) y
un grafico de Nyquist (Figura [4.70)) [47,48].
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(a) Gréfico de Bode (b) Griéfico de Nyquist

Figura 4.7: Gréficos obtenidos desde una espectroscopia de impedancia electroquimica

Una celda electroquimica puede ser modelada como una red de elementos pasivos de un circuito
eléctrico, por lo que para analizar los datos entregados por esta técnica se construye un circuito
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equivalente, donde cada componente de éste (sea una resistencia, un capacitor o un inductor, entre
otros) estdn asociados a un fenémeno que ocurre dentro de la celda [48]].

Durante este estudio se utilizé la espectroscopia de impedancia electroquimica con el fin de
estudiar los fendmenos que ocurren en el dnodo de la celda (tales como la transferencia de carga o
el fendmeno de doble capa eléctrica), y el efecto que tienen los microorganismos (sean adheridos
al electrodo o en solucion) sobre estos fendémenos.

4.5.6. Microscopia electronica de barrido

La microscopia electrénica de barrido es una técnica no destructiva, en la cual se hace incidir
un haz de electrones de energia entre 20 y 30 keV, de forma que el haz interactie con la muestra y
genere sefnales que puedan ser captadas por el equipo. Procesando estas sefales, es posible formar
una imagen, la que puede tener un aumento de entre 10x y 100.000x, dependiendo del equipo
utilizado [49]).

Esta técnica se utilizé con los propdsitos de observar la estructura del carbono vitreo reticular
y luego ver si efectivamente existen bacterias adheridas al electrodo, luego de realizar cultivos con
éste en su interior. Es importante destacar que las muestras deben ser secadas antes de ingresar
al equipo, ya que la baja presién en el microscopio causard que el agua se evapore y altere la
estructura de la muestra a analizar. Por esta razon, las muestras fueron sometidas a una fijacién con
glutaraldehido, un secado a punto critic®|y, finalmente, a un metalizado con oro.

8El secado a punto critico se basa en el principio de que a ciertas condiciones de presion y temperatura (el punto
critico), un fluido iguala la densidad de su fase liquida con la de su vapor, haciendo indistinguible la interfase. Bajo
estas condiciones es posible retirar todo el fluido sin causar ningtn dafio a la estructura de la muestra [50].
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Capitulo 5

Resultados y discusiones

5.1. Diseiio de celda electroquimica utilizada

Para llevar a cabo los experimentos electroquimicos de una celda de combustible microbioldgica,
se disefi6 un sistema de doble cimara; en la Figura[5.I|se puede ver un esquema de ésta. Es importante
mencionar que esta celda fue disefiada para trabajar con la bacteria Geobacter sulfurreducens, es
por esto que algunas caracteristicas de la celda se decidieron en base a las necesidades de este
microorganismo.

Membrana
Nafion

Camara 1 Camara 2

Figura 5.1: Esquema de la celda electroquimica utilizada en el estudio

La decision de trabajar en dos cdmaras distintas se tom6 debido a que, como se mencioné en la
Seccion G. sulfurreducens es una bacteria anaerdbica, por lo que para trabajar en una celda de
combustible el microorganismo necesita un ambiente en el que no haya oxigeno. Por otro lado, como
se dijo en la Seccién[I.5] la reaccién que ocurre en el cdtodo de la celda es la reduccion de oxigeno,
por lo que es necesaria la presencia de oxigeno disuelto en las cercanias del citodo. Una celda de
doble cdmara permitiria mantener estos dos ambientes para asi asegurar el buen funcionamiento
del sistema.

Otro factor importante para la eleccion de un sistema de doble cdmara, es que en una celda de
combustible microbioldgica se utilizan soluciones distintas (anolito y catolito) para cada electrodo.
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Es importante mantener separado el anolito del cdtodo, debido a que esta solucion se trataria del
agua residual, la que contiene diversas especies que podrian desencadenar reacciones no deseadas
en el catodo.

Como se muestra en el esquema, se disefié un sello tipo vial para la cdmara 1. Esto se utiliz6
para evitar el ingreso de oxigeno a esta cimara de la celda, ademads, de esta forma no se necesitard
un suministro constante de nitrégeno mientras se realicen las pruebas, ya que bastara con retirar el
oxigeno presente en el medio solo una vez.

El dltimo componente importante del disefio es la membrana que separa ambas cdmaras de
la celda. Para realizar las pruebas del estudio se eligié una membrana de intercambio protdnico
Nafion® (especificamente el tipo Nafion® 117), debido a que el ion intercambiado en la celda es un
proton. Ademds, esta membrana no permite el paso de otros aniones o cationes entre ambas cdmaras
de la celda [51]].

Como se indica en las Secciones y la bacteria con la que se realizaron las pruebas
finalmente fue Acidiphilium cryptum, por lo que se debi6 analizar si esta celda disehada seria
compatible con este microorganismo. Al estudiar las caracteristicas de A. cryptum se encontrd que
ésta debe utilizar el ion férrico como mediador, por lo tanto, es necesario contar con una membrana
para evitar que este ion pase a la cdmara donde se encuentre el citodo de la celda.

La membrana Nafion® con la que cuenta el modelo disefiado cumple con el objetivo antes
mencionado. Por otro lado, el sello tipo vial también serd de utilidad, ya que al evitar que exista
oxigeno en el dnodo se podra favorecer la reduccion del mediador (por parte de la bacteria) por
sobre la del oxigeno, y asi aumentar la corriente generada en la celda electroquimica.

Cabe destacar que esta celda fue disefiada con el fin de usarla como celda de combustible,
contando con una cdmara anddica (cdmara 1) y una catddica (cdmara 2). Sin embargo, para realizar
las impedancias de espectroscopia electroquimica y las voltametrias ciclicas es necesario el uso
de un electrodo de referencia. Por esto, al realizar las pruebas mencionadas, se utilizé la cdmara 2
como el compartimiento con el electrodo de trabajo (4nodo) y el de referencia, donde se burbuje6
constantemente el anolito con nitrégeno, para asf evitar la presencia de oxigeno (ver Secciéon@.4.4).
Por su parte, el contraelectrodo (cdtodo) fue puesto en la cdmara 1, la cual se mantuvo abierta al
aire.

5.2. Diseno del electrodo de trabajo

Uno de los componentes mds importantes en una celda de combustible microbioldgica es el
dnodo. Para construir los electrodos de trabajo utilizados a lo largo del estudio, se decidi6 utilizar
carbono vitreo reticular. Esto se hizo por dos razones principales: su bajo costo, con respecto a
materiales metdlicos (como platino), y la porosidad que presenta este material (como se mencion6
en la Seccién [3.3).

En una celda electroquimica, la porosidad del material puede favorecer la generacion de corriente,
debido a que genera una mayor superficie activa. Ademds, en el caso de las celdas de combustible
microbioldgicas, las bacterias tendrdn una mayor superficie disponible para generar un biofilm.
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Para observar la estructura de este material se realizaron microscopias electrénicas de barrido de
su superficie. En la Figura[5.2ase pueden ver los poros del material y sus respectivas dimensiones,
mientras que en la Figura[5.2b]se muestran las fibras que lo conforman y la medida de su ancho.

Al analizar el tamaio de los poros se pudo comprobar que las bacterias podrian utilizar toda la
superficie del electrodo, ya que el tamafio de los microorganismog®|es considerablemente menor al
de los poros, por lo que estos no tendrian problemas en difundir hacia el interior del CVR. Ademds,
las fibras del material son suficientemente anchas para que las bacterias puedan adherirse sobre
éstas sin problemas.

Otro de los pardmetros importantes que se debe tener en cuenta al momento de disefiar un
electrodo es su conductividad eléctrica. Para obtener la conductividad del material utilizado se us6
el método de las cuatro puntas (ver Secciones[4.2.1y§.5.1). En la Figura[5.3|se muestran las curvas
de potencial vs corriente obtenidas al realizar las voltametrias ciclicas con ambas configuraciones
del método (ver Seccion4.2.1).

En el gréfico también se puede ver el ajuste lineal de estas curvas donde, como se mencioné en
la Seccion 3] 1a pendiente de la recta corresponde a la resistencia de cada configuracion utilizada.
Con estos datos, y utilizando las ecuaciones planteadas por Van der Pauw (ver Seccion [@.5.1)), se
pudo calcular la conductividad del material, la cual result6 ser 1,11-10 A0 Im L

Cabe destacar que el valor calculado para la conductividad pudo haberse visto afectado por la
porosidad del material. Esto puede haber ocurrido ya que al conectar los cables a la muestra, éstos
pudieron haber quedado en contacto con aire, lo que finalmente podria aumentar la resistencia en la
medicién. Sin embargo, el valor obtenido es menor al reportado para el carbono vitreo no poroso,
pero del mismo orden de magnitud, lo que es esperable para materiales porosos en comparacién con
el mismo material no poroso [52]. Por esto, se creyé que la conductividad obtenida es la correcta.

Por dltimo, mediante un andlisis BET se obtuvo que este material tiene un drea superficial de
70 m*g~". Este pardmetro es superior al de otros materiales utilizados en este tipo de tecnologias,
como las esponjas de carbén o de grafitd™ lo que representa una gran ventaja sobre estos, ya que en
una menor masa se tendrd un drea mayor para que los microorganismos puedan adherirse y generar
un biofilm.

5.3. Cultivos microbiol6gicos

Al inicio de este trabajo, la bacteria seleccionada para realizar los experimentos era Geobacter
sulfurreducens, debido a su capacidad de transferir electrones de forma directa al electrodo y su
amplio uso en este tipo de tecnologias [15]. Sin embargo, al realizar los cultivos se tuvieron diversas
dificultades, entre las que se pueden mencionar: el complejo medio de cultivo en el cual se desarrolla
este microorganismo (ya que es un medio de cultivo con una gran cantidad de especies [54]),
la dificultad de realizar sus cultivos (se debian mantener sin oxigeno durante su preparacion y
crecimiento) y su largo tiempo de duplicacién (debido a que es una bacteria anaerdbica). Estos

9El tamafio de los microorganismos puede estar entre los 0,5 y 10 um [20].
10Ambos tienen 0,12 m?2 g‘l, aproximadamente [53]].
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Figura 5.2: Imagenes de MEB al carbono vitreo reticular

factores causaron que los cultivos desarrollados tomaran bastante tiempo en ser llevados a cabo
y, ademds, no se hayan obtenido resultados reproducibles. Es por esto que se decidié buscar otro
microorganismo con el cual trabajar dentro de la celda.
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Configuracion AB-CD Configuracion BC-DA
Ajustelineal AB(D - - - Ajuste lineal BC-DA

Potencial / V

y=4,83x
‘ R2=0,99

-0,3 0,0 0,3

Corriente / A

Figura 5.3: Curvas de potencial vs corriente obtenidas con configuraciones AB-CD y BC-DA

La bacteria elegida para reemplazar G. sulfurreducens fue Acidiphilium cryptum. La decision
se basé principalmente en las condiciones de crecimiento de esta bacteria, entre las que se pueden
encontrar que es una bacteria aerébica y que se desarrolla a temperaturas cercanas a los 30 °C. Estas
condiciones son mds cercanas a las utilizadas en el proceso de tratamiento de aguas, por lo que su
aplicabilidad industrial puede ser mas factible que la de Geobacter sulfurreducens. Ademas, este
microorganismo es capaz de oxidar glucosa, compuesto orgénico presente en las aguas residuales.

Para comenzar el trabajo microbioldgico se realizé la curva de crecimiento de este microorga-
nismo, con el fin de poder identificar las etapas de su crecimiento y utilizar esta informacién en
las pruebas posteriores. En la Figura se puede ver la curva de crecimiento obtenida cuando
se utilizo el recuento directo (ver Seccién §.5.2) como técnica para calcular la concentracién de
microorganismos.

Analizando la curva, se pudo apreciar la ausencia de una fase lag (o de duracion despreciable)
en el cultivo, por lo que la bacteria comenz6 rdpidamente su crecimiento exponencial. Al linealizar
la seccion de datos que podria corresponder a esta tltima fase, se encontré que el microorganismo
tenfa una velocidad especifica de crecimiento de 0,056 h~! y el ajuste tuvo un coeficiente de
determinacién de 0,98, lo que confirmé que estos puntos correspondian a la fase de crecimiento
exponencial.

Para facilitar el conteo de microorganismos al construir la curva de crecimiento, se usé como
alternativa para la cuantificacion de bacterias la técnica de densidad Optica, ya que éste es un
procedimiento bastante mas rapido de realizar que el recuento al microscopio. En la Figura [5.4b|se
muestra la curva de crecimiento obtenida con este procedimiento.

Desde la curvarealizada con densidad 6ptica se obtuvo que la velocidad especifica de crecimiento
es de 0,052 h™!, resultado que es bastante similar al obtenido utilizando el recuento directo. Las
leves diferencias que se encuentran pueden ser causadas por los errores asociados a cada uno de estos
métodos como, por ejemplo la adherencia de bacterias a la superficie de la cdmara o a las paredes de
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Figura 5.4: Curvas de crecimiento de Ac. cryptum utilizando: (a) recuento directo, y (b) densidad
Optica

la cubeta del espectrofotémetro. Cabe destacar que la medicién de densidad 6ptica hace referencia
al peso seco de la muestra, pero cuando se trabaja con una baja concentracion de microorganismos
y todos estos son del mismo tamafo, ésta puede ser asociada a la cantidad de microorganismos
presentes en la muestra. Viendo la similitud entre ambos resultados, se decidié continuar utilizando
la densidad 6ptica como método de cuantificacion de bacterias.

Debido a que el microorganismo fue utilizado en la celda con un medio de cultivo que tenia
presente un mediador (ion férrico), se realiz6 una curva de crecimiento con esta solucién para
estudiar si el mediador tenfa algin efecto sobre el desarrollo del cultivo. En la Figura [5.5]se ve la
comparacion entre las curvas de crecimiento con y sin el medidor.
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Figura 5.5: Curvas de crecimiento de Ac. cryptum con y sin mediador determinadas utilizando el
método de densidad 6ptica

Al comparar ambas curvas, se pudo ver claramente que el ion férrico tuvo un efecto sobre la

velocidad especifica de crecimiento, ya que ésta llegé a un valor de 0,078 h™! (1,5 veces su valor
sin el mediador). La principal razén de este incremento es que la bacteria tiene la capacidad de
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reducir el ion férrico [27]], por lo que el mediador actué como otro receptor de los electrones de su
metabolismo (aparte del oxigeno), lo que finalmente aceleré su crecimiento. Otro resultado que se
encontrd al realizar la curva es que, al igual que en el caso sin mediador, se observé que la bacteria
iniciaba rdpidamente su fase de crecimiento exponencial; por esto ultimo y considerando el Grafico
[5.5] se decidi6 realizar las pruebas en la celda con indculos del microorganismo que tuvieran menos
de 30 horas de crecimiento, ya que en estos tiempos la bacteria todavia se encontraria en su fase
exponencial.

5.4. Determinacion de parametros para voltametrias ciclicas

Para realizar los experimentos electroquimicos del estudio, lo primero que se debid hacer fue
determinar el rango de potenciales que seria barrido en las voltametrias ciclicas. Para esto, se
llevaron a cabo voltametrias entre potenciales de -0,5 y 1,5 V (durante todo el estudio se utilizé
como referencia el electrodo de Ag|AgCl, KCI1 3 M, por lo que todos los potenciales mencionados
son en referencia a éste). Se decidi6 comenzar con estos valores debido a que en este rango
de potenciales no deberian ocurrir las reacciones de evolucion de hidrégeno u oxigeno (las que
se muestran en las Reacciones [5.1]y [5.2] respectivamente [[18]]), o éstas no tendrian una influencia
significativa en el voltamograma obtenido. En la Figura[5.6|se muestra un voltamograma que resume
las voltametrias ciclicas realizadas con indculos de bacterias a distintos tiempos de crecimiento (la
celda fue preparada como se muestra en el protocolo presentado en la Seccion 4.4.4).

2H" +2e - Ha E'=-020V (5.1)
%Oz @ +2H o +2¢ «H,0,  E’=1,02V (5.2)
! Tiempo 0 h Tiempo 3 h Tiempo 7 h Tiempo 25 h
0.10-
0,05-
0,00 + // 4

-0,10

Densidad de corriente / pA cm?

Z | Fe*3 + e<>Fe*2 E°=0,56V
! (ac.) (ac.)
0,05 / !
% !
Yy I

-0,15 -

-0,5 0:0 0:5 1:0 1,5
Potencial / V vs Ag| AgCl, KCI (3 M)

Figura 5.6: Voltamograma con in6culo de bacterias a distintos tiempos de crecimiento

En el voltamograma se puede ver que no hay una tendencia clara entre cada una de las curvas,
sin embargo, todas coinciden en tener un pico cercano alos 0,5 V. Como se mencioné en la Seccién
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3.1} el microorganismo utilizado tiene la capacidad de producir el ion ferroso (al reducir férrico),
por lo que la presencia de este elemento puede ser la principal causa de la aparicion de este pico,
ya que el potencial en el que se registra es cercano al potencial estindar de la oxidacion de este ion
(0,56 V).

Sin embargo, en las curvas se puede notar que ocurrieron reacciones catédicas a potenciales
bajo 0,1 V, donde se podrian haber generado otras especies electroactivas (entre ellos ferroso,
generado de forma electroquimica) que posteriormente reaccionaron a potenciales mds anodicos.
Esto también puede ser la causa de que los ciclos de cada una de las voltametrias haya sido distinto,
como se puede ver en la Figura que corresponde al voltamograma del experimento realizado
con un indculo de 7 horas de crecimiento.

Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3]
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-0,5 0,0 0,5 1,0 1,5
Potencial / V vs Ag| AgCl, KCI (3 M)

Figura 5.7: Voltamograma con in6culo de 7 horas de crecimiento

En el Anexo[A]se pueden ver los resultados de las voltametrias realizadas con los inéculos de 0,
3 y 25 horas, donde se observa el mismo comportamiento descrito para el experimento de 7 horas.
Con el fin de evitar que ocurran estas reacciones no deseadas, se decidi6 realizar los barridos de las
voltametrias ciclicas entre los potenciales de 0,1 y 1 V.

Una vez definido el nuevo rango a utilizar se llevaron a cabo dos series de voltametrias ciclicas, en
la primera se utilizaron indculos de un cultivo en sus primeras horas de crecimiento y en la segunda
los indculos para la celda fueron tomados de otro cultivo, a partir de las 13 horas de crecimiento.
Los resultados de estos experimentos se muestran en las Figuras[5.8a| y [5.8b] respectivamente.

Es importante destacar que los resultados cuantitativos de los experimentos realizados a partir
de cultivos distintos no son comparables entre si, ya que al comenzar los cultivos con distinta
cantidad de microorganismos, a un determinado tiempo ambos no tendrdn la misma concentracion
bacteriana, por lo que el efecto catalitico no serd el mismo. Lo que si se puede comparar es la
tendencia entre las curvas obtenidas con in6culos provenientes del mismo cultivo.

Al analizar las curvas obtenidas con los indculos de un cultivo en sus primeras horas de cre-
cimiento, se puede ver como la corriente obtenida disminuye al aumentar la concentracion de

49



microorganismos en la celda, aunque las corrientes son mayores al caso del tiempo de crecimiento
de 0 horas. Una de las causas de este comportamiento de la corriente puede ser que las bacterias,
ademds de actuar como un catalizador, también se depositen sobre el electrodo de trabajo y de esta
forma disminuyan la superficie del carbén utilizado, lo que finalmente causa que la corriente sea
mayor a la inicial, pero al aumentar la concentracién de bacterias, ésta vaya disminuyendo.

Tiempo O h Tiempo 4 h Tiempo 6 h Tiempo 8 h‘ ‘ Tiempo O h Tiempo 13 h Tiempo 17 h Tiempo 19 h
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(a) Primera serie (b) Segunda serie

Figura 5.8: Voltametrias realizadas con el nuevo rango de potenciales

Cuando se analizé la segunda serie de experimentos, el comportamiento observado fue distinto al
primero. En estas voltametrias no se puede observar una clara tendencia en los resultados, ya que la
corriente obtenida con el indculo de 13 horas de crecimiento es menor que la corriente inicial, pero
al utilizar un inéculo de mayor tiempo de crecimiento, la corriente es mayor. Este comportamiento
se puede deber a que las bacterias dentro de la celda precipiten al fondo de ésta a causa de la falta de
agitacion; lo que finalmente podria causar que, a pesar de que el inéculo utilizado tenga una mayor
concentracion de bacterias, los microorganismos en la celda no aumenten de un experimento a otro
y, por ende, no se vea el efecto catalitico.

La precipitacion de bacterias también puede haber sido la causa del comportamiento visto en el
primer caso. La diferencia con el segundo se puede deber a la formacién de cimulos de bacterias en
las mediciones con un mayor tiempo de crecimiento. Estos cimulos pueden tener distintos tamafios
en cada caso, lo que podria explicar que las curvas obtenidas no sigan una tendencia clara, ya que
cumulos de mayor tamafo precipitardn mas rdpido que los de un tamafno menor. Para evitar que
esto ocurra, se decidid llevar a cabo los experimentos posteriores con agitacion a velocidad media,
realizando ésta con un agitador magnético.

5.5. Mediciones electroquimicas con bacterias en solucion

Una vez que se determinaron los pardmetros a utilizar en las voltametrias ciclicas, éstas se
llevaron a cabo, en primer lugar, inoculando la celda utilizada. En base a los resultados obtenidos
de las curvas de crecimiento y las primeras voltametrias realizadas, se decidi6 utilizar indculos de
un cultivo con tiempos de crecimiento de 0, 4, 6 y 8 h, debido a que a estos tiempos la bacteria ya se
encuentra en su etapa de crecimiento exponencial y, ademds, es posible apreciar diferencias en los
resultados obtenidos en cada caso. En la Figura[5.9se puede ver el resumen de los voltamogramas
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obtenidos con los indculos antes mencionados.
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Figura 5.9: Voltametrias ciclicas con indculos a distintos tiempos de crecimiento

En el gréfico se puede apreciar claramente una tendencia entre las curvas obtenidas, donde la
corriente aumento cuando la concentracion de microorganismos en el medio era mayor. La corriente
anddica generada se debi6 a la oxidacion de las moléculas de glucosa presentes en la celda, ya que
el potencial estdndar de esta reaccién es -0,119 V, por otro lado, el aumento de corriente entre
las curvas ocurrié por la acciéon de las bacterias, ya que éstas actuaron como un catalizador en la
oxidacién del orgdnico y generaron un mayor flujo de electrones, ya sea transfiriendo los electrones
de forma directa al electrodo, o generando otras especies electroactivas (ion ferroso) que fueran
oxidadas en los potenciales a lo que se trabajo.

Con el fin de complementar estos resultados, se llevaron a cabo espectroscopias de impedancia
electroquimica (EIE) —previas a la voltametria ciclica— para evaluar el efecto de los microorga-
nismos en la electroactividad del electrodo de trabajo. En la Figura [5.10] se muestra el grafico de
Nyquist resultante de la EIE realizada a la celda con un in6culo de 4 horas de crecimiento.

Para poder interpretar los resultados obtenidos se planteé un circuito equivalente, el cual fue
adaptado desde un modelo planteado por el fabricante del potenciostato para una celda de combus-
tible, y se denominé como modelo 1 (ver Figura [5.11)). Este modelo cuenta, en primer lugar, con
una inductancia, la cual puede modelar todo problema de conexion que pueda existir en el sistema.
Luego viene una resistencia, la que estd relacionada con la resistencia del electrolito utilizado en
las pruebas y, finalmente, se tiene una resistencia en paralelo con un elemento de fase constante,
los que modelan la resistencia a la transferencia de carga y el fenémeno de doble capa eléctrica,
respectivamente.

En la Figura[5.12]se aprecia el resultado del ajuste del circuito planteado a los datos experimenta-
les mostrados en la Figura[5.10] mientras que en el Anexo[B|se encuentran los datos experimentales
para lo casos con indculos de 0, 6 y 8 horas de crecimiento, con su respectivo ajuste al modelo
1[T. Se puede ver que el modelo se ajusta bien a los datos experimentales, teniendo un coeficiente

UE] ajuste se realiz6 mediante el programa Gamry Echem Analyst, programa complementario del potenciostato
utilizado.
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Figura 5.10: Gréfico de Nyquist correspondiente a una EIE con indculo de 4 horas de crecimiento
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Figura 5.11: Circuito equivalente modelo 1

de determinacién de 0,99, por lo que, en primera instancia, se utiliz6 este modelo para analizar
los resultados de las EIE realizadas a la celda con los in6culos a distintos tiempos de crecimiento.
En la Tabla[5.1] se pueden ver los valores de las constantes asociadas a cada elemento del circuito
planteado para los experimentos realizados con indculos de 0, 4, 6 y 8 horas de crecimiento.
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Figura 5.12: Ajuste del modelo 1 a los datos experimentales

Lo primero que se not6 en estos resultados es el bajo valor que tenia la inductancia, lo que
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Tabla 5.1: Resultados del ajuste al modelo 1

Tiempo de crecimiento Inductancia R-solucién R-d4nodo Yp-dnodo
/h /H /Ohm /Ohm /S-s°

6,89-10 7' 1,17.10' 6,46:102 1,08-10> 8,14-107"' 0,99
8,96-10°'2  1,20-10' 947-10% 1,10-10° 837-10~" 0,99
1,69-10°"  126-10! 825102 1,07-1073 8,48-10°! 0,99
2,72-107'"" 1,30-10'  8,54-102 1,07-10 2 8,41-107' 0,96

a-anodo R2

o N O

podria significar que los problemas de conexion fueron despreciables. Por esto, antes de analizar
los demads resultados, se plante6 un nuevo circuito equivalente similar al anterior, pero retirando la
inductancia, a éste se le 1lamé modelo 2 (ver Figura[5.13). En la Figura[5.14]se puede ver el ajuste de

este nuevo modelo sobre los datos experimentales mostrados en la Figura[5.10]y el ajuste al modelo
1.

R- é4nodo

A —>

I—6_IR-squd n 4@
Yo-anodo

a- 4nodo

Figura 5.13: Circuito equivalente modelo 2

En el grifico de Nyquist se aprecia que el modelo 2 se ajusté de igual manera a los datos
experimentales que el modelo 1. En base a esto, se decidi6 utilizar el modelo 2 para llevar a cabo
el andlisis de las EIE realizadas a lo largo del estudio. Cabe mencionar que el modelo elegido es
bastante similar al de Randles, sin embargo, el modelo planteado tiene un elemento de fase constante
en vez de la capacitancia asociada por Randles al fendmeno de doble capa eléctrica [47]]. En este
caso este cambio puede ser asociado a 2 razones principales; en primer lugar, estd la estructura
porosa del electrodo de trabajo utilizado, ya que la capacitancia es utilizada en el caso de que el
electrodo sea plano; el otro motivo esta relacionado con el disefio del electrodo, ya que al colocar
el cable de cobre por la parte superior, se pudo generar una distribucion de corriente no homogénea
en la superficie del electrodo, lo que finalmente puede causar que la doble capa eléctrica generada
en el CVR no sea igual en toda su superficie y no pueda ser modelada por una capacitancia.

En el anexo[C|se muestran los gréficos obtenidos con los inéculos de 0, 6 y 8 horas y su respectivo
ajuste al modelo 2. Para analizar los resultados de las EIE se obtuvieron los valores asociados a
cada elemento del modelo 2, los que se muestran en la Tabla

Al observar los pardmetros asociados al elemento de fase constante (Yo-dnodo y a-dnodo), se
puede ver que estos no tuvieron mayores variaciones entre un experimento y otro. Con este resultado
se pudo comprender que el fenémeno de doble capa eléctrica puede ser modelado por un elemento
de fase constante, y no por una capacitancia, debido a la estructura porosa del electrodo de trabajo
y no debido a una distribucién de carga no homogénea en éste, ya que si éste hubiera sido el caso,
en cada experimento la distribucion de carga podria haber sido distinta, y con esto, los pardmetros
del elemento de fase constante habrian variado [535]].
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Figura 5.14: Ajuste de los modelos 1 y 2 a los datos experimentales obtenidos con un indculo de 4
horas

Tabla 5.2: Resultados del ajuste al modelo 2

Tiempo de crecimiento  R-soluciéon R-dnodo  Yy-dnodo
/h /Ohm /Ohm /S-s¢

1,17-10"  6,46-10%2 1,08-103 8,14-10°" 0,99
1,20-10"  9.47-10%2 1,10-10 3 8,37-10°' 0,99
1,26-10'  8,25-102 1,07-10° 8,48-10~' 0,99
1,30-10'  8,54-102 1,07-10 % 8,41-107" 0,96

a-anodo R2

0 N B~ O

Los valores que si tuvieron variaciones entre los experimentos fueron las resistencias, tanto de
la solucién como del electrodo de trabajo, lo que se puede deber a la variacién en la concentra-
cion de bacterias en la celda. Con respecto a la resistencia del electrolito, se pudo ver que ésta
aument6 a medida que la concentracion de microorganismos era mayor, lo que se deberia a que los
microorganismos en solucién dificultan la transferencia de iones en ésta.

Similar es el caso de la resistencia a la transferencia de carga en el electrodo, donde ésta aumenta
cuando la concentracién de microorganismos lo hace. La razén de este aumento estd relacionada
con la adherencia de los microorganismos al CVR (como se puede observar en las micrografias
discutidas en la Seccién[5.7), ya que al estar en la superficie del electrodo (y no ser conductoras como
el electrodo) éstas dificultan la trasferencia de electrones en él. Es importante notar que la resistencia
del cultivo de 4 horas de crecimiento, si bien aumenta con respecto al tiempo 0 horas, no sigue la
tendencia de los demds puntos, ya que es mayor a la de los cultivos con mds tiempo de crecimiento;
esto se pudo deber a una mayor adherencia de bacterias sobre la superficie del electrodo, pero al ver
que el valor de la resistencia en el fluido sigue la tendencia de éstas, finalmente, se asocié este punto
a un error en la medicion que pudo deberse a una mala limpieza del electrodo de trabajo utilizado.

Enresumen, la EIE arroj6 que las bacterias aumentaron las resistencias en el sistema, sin embargo,
la voltametria ciclica mostré que a mayor concentracion de bacterias las corrientes obtenidas fueron
aumentando. Estos resultados parecieron contradictorios en un principio, ya que al aumentar la
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resistencia deberia disminuir la corriente, sin embargo, el efecto catalitico de las bacterias tiene una
influencia mayor (sobre la corriente generada) que el aumento de las resistencias, por lo que el flujo
de electrones es mayor al tener una mayor concentracion de microorganismos.

5.6. Mediciones electroquimicas con bacterias adheridas al elec-
trodo de trabajo

Luego de realizar los experimentos con bacterias en solucidn, se llevaron a cabo las mediciones
con los microorganismos adheridos al electrodo de trabajo. Para esto, se utilizaron los mismos
pardmetros de los experimentos electroquimicos discutidos en la Seccién[5.5]y los mismos tiempos
de cultivo de los microorganismos.

Durante estos experimentos se observaron dos casos distintos. En la Figura [5.15] se muestra el
voltamograma que resume los experimentos realizados con electrodos de trabajo extraidos desde
cultivos con distintos tiempos de crecimiento, pero que fueron inoculados tomando una alicuota
desde el mismo cultivo, como se muestra en el protocolo descrito en la Seccién@ Es importante
mencionar que el electrodo con tiempo de crecimiento de 0 horas corresponde a un electrodo sin
bacterias, debido a que se asumié que a ese tiempo no existi6 adherencia de las bacterias a la
superficie.

Tiempo O h Tiempo 4 h Tiempo 6 h Tiempo 8 h‘

0,08

0,06

0,04

0,02

Densidad de corriente / pA cm?

0,00 + =

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 1,1
Potencial / V vs Ag| AgCl, KCI (3 M)

Figura 5.15: Voltametrias ciclicas utilizando electrodos de trabajo con bacterias adheridas, primer
caso

Lo primero que se not6 en el grafico es que las corrientes obtenidas con electrodos de trabajo
con bacterias son menores al caso sin bacterias, sin embargo, se sigui6 la tendencia del caso visto
en la Seccién [5.5] donde la corriente aumenté cuando la concentracién de microorganismos era
mayor. Al igual que en el caso con bacterias en solucion, estas voltametrias fueron complementadas
con impedancias de espectroscopia electroquimica para estudiar los fendémenos ocurridos en el
electrodo y el efecto de las bacterias en estos. Para interpretar los resultados de las EIE se utiliz6
el modelo 2 (ver Figura[5.13). En la Tabla[5.3] se listan los pardmetros obtenidos del ajuste de los
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datos experimentales a este modelo (en el Anexo [D|se adjuntan los grificos de Nyquist de las EIE
y su respectivo ajuste al modelo utilizado).

Tabla 5.3: Resultados del ajuste al modelo 2, primer caso

Tiempo de crecimiento R-soluciéon R-dnodo  Yp-4nodo
/h /Ohm /Ohm /S-s°

1,23-101  1,52.10% 7,99-10™* 8,71-107! 0,46 %
8,54-109 236-10° 6,01-10™* 9,04-107' 0,15%
9,14-10°  3,19-103 7,08-10™* 8,54-107! 0,16 %
129101 25210 7,25-107* 8,78-10°! 0,29 %

a-anodo Error

o N O

Al analizar los valores asociados a la resistencia en la solucion, se noté que ésta se vio influenciada
por las bacterias en el electrodo de trabajo, lo que pudo ser causado por un desprendimiento de
éstas desde la superficie donde estaban adheridas. A medida que aumentan los tiempos de cultivo
en el electrodo, mayor serd el nimero de bacterias que podrdn adherirse a éste, y por esto, mayor
serd la cantidad de microorganismos que puedan desprenderse al liquido de la celda, una vez que
el electrodo se ponga en ella. Esta puede ser la principal razén del aumento de la resistencia a la
transferencia de iones que se observo en los experimentos con 4, 6 y 8 horas de cultivo. También es
posible que, por la porosidad del electrodo, se haya arrastrado medio de cultivo con bacterias desde
el tubo Falcon, lo que podria haber aumentado la concentracion de microorganismos en el medio y,
por ende, la resistencia de éste.

Sin embargo, el caso del electrodo sin bacterias no sigui6 esta tendencia, ya que su resistencia es
mayor al caso de 4 y 6 horas de cultivo y levemente menor al caso de 8 horas. Esto pudo ser causado
porque la solucidn utilizada en la celda haya contenido una mayor concentracién de especies que
intervengan en la transferencia de iones, que el electrodo no haya sido correctamente limpiado
y haya contribuido con otras especies, o puede haber ocurrido un error de medicién durante el
experimento.

Con respecto a la resistencia a la transferencia de carga en el electrodo, se puede ver como ésta
aument6 a medida que el tiempo de cultivo del electrodo era mayor, lo que pudo ser causado por
las bacterias que se encontraban adheridas al electrodo.

Al analizar la resistencia cuando el cultivo era de 8 horas se puede ver un caso distinto, el
valor es menor al caso de 6 horas pero mayor al de 4 horas. Este comportamiento se puede
entender al comparar con la resistencia en la solucién de la celda, donde se puede apreciar que
ésta aumenta levemente en el caso de 6 horas con respecto al de 4, pero a las 8 horas de cultivo
tiene un significativo aumento con respecto a las 6 horas. Esto pudo ser causado por un mayor
desprendimiento de bacterias desde el electrodo con 8 horas de cultivo; en el electrodo habrian
menos bacterias que en el caso de 6 horas, pero habrian mas bacterias en solucién, lo que explica
el comportamiento de las resistencias.

Enla tabla se puede ver que los valores asociados al elemento de fase constante tuvieron pequenas
variaciones, las que no tuvieron una tendencia clara. Estas diferencias pueden haber sido causadas
por las bacterias adheridas en la superficie del CVR, ya que éstas pueden haber generado cambios
en la estructura de la superficie y, de esta forma, afectar la doble capa eléctrica generada.
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Con estos resultados se pudo comprender de mejor manera las curvas obtenidas con las volta-
metrias ciclicas. En los voltamogramas llam¢ la atencién que las corrientes con bacterias fueran
menores al caso sin bacterias, lo que pudo ser causado porque las bacterias adheridas al electrodo
solo aumentaron la resistencia del sistema y no generaron especies electroactivas. Por otro lado, a
medida que aumentaron las bacterias en solucion la corriente fue aumentando, ya que éstas genera-
ron especies electroactivas. Con esto, la proporcion entre bacterias que generaban y no generaban
especies fue aumentando y pudo causar que la corriente aumentara cuando el electrodo de trabajo
tenia mds horas de cultivo.

Como se mencioné anteriormente, en este experimento se observaron dos casos distintos. En la
Figura se puede ver el grafico que resume los voltamogramas obtenidos cuando se realizaron
las voltametrias ciclicas con electrodos de trabajo inoculados con otro cultivo, distinto al utilizado
en el primer caso, pero preparados segin el mismo procedimiento.
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00 o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1,0 11
Potencial / V vs Ag| AgCl, KCI (3 M)

Figura 5.16: Voltametrias ciclicas utilizando electrodos de trabajo con bacterias adheridas, segundo
caso

En el voltamograma se puede notar claramente la diferencia con el caso anterior, ya que en el caso
de los cultivo de 6 y 8 horas, la corriente es mayor que en el caso sin bacterias (el caso de 4 horas
es levemente menor). De igual manera que en los experimentos anteriores, estos resultados fueron
complementados con EIE para comprender el efecto que tuvieron las bacterias en la fenomenologia
del electrodo de trabajo. En el Anexo [E|se muestran los graficos de Nyquist de las EIE realizadas,
junto con el ajuste del modelo 2, mientras que en la Tabla[5.4]se muestran los pardmetros asociados
a cada elemento del modelo.

En la tabla se pueden apreciar las mismas tendencias mencionadas y explicadas anteriormente,
donde las resistencias de la solucién y del electrodo aumentan a medida que la cantidad de microor-
ganismos en estos es mayor. En los pardmetros asociados al elemento de fase constante también se
observo el mismo efecto del experimento anterior, donde los microorganismos alteraron levemente
el valor, debido a que en cada electrodo utilizado la adherencia de las bacterias no es similar.

Al comparar estos resultados con los de la Tabla[5.3] se not6 que las resistencias a la transferencia
de iones en la solucién son mayores en el segundo caso, mientras que la resistencia a la transferencia
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Tabla 5.4: Resultados del ajuste al modelo 2, segundo caso

Tiempo de crecimiento R-soluciéon R-dnodo  Yp-dnodo
/h /Ohm /Ohm /S-s°

1,23-101  1,52-103 7,99-10* 8,71-10 7' 0,46 %
1,12-10'  1,58-10% 7,75-10™* 8,83-10°' 0%
1,16-10'  1,87.10°  810™* 8,73-107!' 0%
1,31-101  1,96-103 8,56-10™* 8,56-10~' 0,01 %

a-anodo Error

o N O

de carga es mayor en el primero. Como se menciono antes, el nimero de bacterias tiene un efecto en
las resistencias del sistema, por lo que las diferencias entre los experimentos se explicarian porque
en el primero se tenfa una mayor cantidad de bacterias adheridas al electrodo, mientras que el
segundo tenia la mayoria en solucién.

El comportamiento observado en ambos casos coincide con lo visto en literatura, donde se
menciona que esta bacteria no tendria la capacidad de transferir electrones directamente al electrodo.
Esta podria ser la principal causa de la baja corriente generada (en relacién al experimento sin
bacterias) en el caso en que se tiene una mayor concentracion de bacterias en el electrodo, ya que
éstas no tendrén la capacidad de generar corriente y aumentardn la resistencia del sistema; mientras
que las bacterias que estén en solucién aumentardn la resistencia de ésta, pero a su vez estardn
generando especies electroactivas, las cuales podrdn aumentar la corriente generada en el sistema.

5.7. Micrografias a electrodos con bacterias adheridas

Con el fin de observar si las bacterias se adherian al electrodo de trabajo utilizado, se realizaron
microscopias electronicas de barrido (MEB) a electrodos con 4, 6 y 8 horas de crecimiento micro-
biano, los que fueron preparados segtin el protocolo descrito en la Secciond.4.5] En la Figura[5.174]
se puede ver una imagen de MEB con un aumento de 170x de un electrodo con 4 horas de cultivo,
mientras que en la Figura[5.17b]se muestra un zoom de 4.000x al mismo electrodo.

Con estas imdgenes se pudo comprobar que la bacteria Acidiphilium cryptum se adhiri6 a la
superficie del CVR y que ésta pudo difundir hacia el interior del electrodo, ya que en la imagen se
pueden apreciar bacterias en la estructura mas profunda. Es importante mencionar que en la imagen
con mds aumento se pudieron apreciar claramente las bacterias y no se observaron pilis o alguna
otra estructura que pudiera ayudar a la transferencia directa de los electrones desde la bacteria al
electrodo de trabajo, por lo que se confirma que ésta solo transferira electrones al electrodo mediante
el mediador utilizado (ion férrico).

Para analizar la adherencia de bacterias a distintos tiempos, también se observaron mediante
MERB electrodos con tiempos de cultivo de 6 y 8 horas, los que se pueden ver en las Figuras [5.184]

y [5.18b] respectivamente.

Al comparar estas imdgenes con la Figura[5.17a) pareciera que el electrodo con 4 horas de cultivo
tenia una mayor cantidad de microorganismos adheridos que los otros dos casos, lo que puede estar
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Figura 5.17: Imdgenes MEB a electrodos de trabajo con 4 horas de crecimiento
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Figura 5.18: Imdgenes MEB a electrodos de trabajo con 4 y 6 horas de crecimiento

asociado a un desprendimiento de bacterias en los procesos de secado a punto critico o metalizado,
o0 a la poca drea analizada en la micrografia. Sin embargo, es importante destacar que se pudieron
observar bacterias adheridas en los tres tiempos analizados, lo que finalmente podria confirmar la

idea que éstos microorganismos aumentan la resistencia del electrodo de trabajo utilizado en el
sistema, como se observo en las EIE.
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Capitulo 6

Conclusiones

Se disefi6 y construyé una celda de doble cdmara con un sello tipo vial en una de ellas, lo que
permite mantener un ambiente andxico sin la necesidad de inyectar nitr6geno constantemente. A
pesar de haber sido disefiada para trabajar con G. sulfurreducens, la celda se desempefié de buena
forma y permitio realizar los experimentos electroquimicos del trabajo con la bacteria A. cryptum.

Como material para el 4nodo se usé el carbono vitreo reticular. Al medir su area superficial, ésta
resulté ampliamente superior a otros materiales que son utilizados comtinmente como dnodos de
CCMs, ademds, su buena conductividad eléctrica y su estructura porosa hacen que este material sea
una buena opcidn para la construccion de los dnodos utilizados.

Al realizar las curvas de crecimiento del microorganismo utilizado como catalizador, se observo
que éste comenzaba inmediatamente su crecimiento y, ademads, el mediador favorece su metabolis-
mo, aumentando su velocidad especifica de crecimiento un 50 % por sobre su valor sin mediador.

Para caracterizar el desempefio del dnodo, se utiliz6 la voltametria ciclica. A partir de los
resultados obtenidos se concluye que las bacterias tuvieron un efecto catalitico sobre la oxidacion
de la glucosa, ya que al tener una mayor concentracion de bacterias en la celda, se obtuvieron
densidades de corrientes superiores.

Por otro lado, se utiliz6 como técnica complementaria la espectroscopia de impedancia electro-
quimica, con el fin de estudiar la electroactividad del electrodo. Este procedimiento arroj6 que las
bacterias, presentes tanto en el &nodo como en el anolito, aumentan sus respectivas resistencias. En
base a este resultado y los entregados por las voltametrias ciclicas se pudo concluir que el efecto
catalitico de las bacterias es mayor al efecto del aumento de las resistencias del sistema.

Mediante la microscopia electrénica de barrido se pudo comprobar que las bacterias se adherian
al electrodo utilizado, pero no se observaron elementos extracelulares que pudieran ayudar a la
transferencia directa de electrones hacia el electrodo. Esto refuerza la idea de que la bacteria A.
cryptum necesitaria un mediador para poder transferir los electrones al electrodo, sin embargo, se
recomienda realizar estudios para descartar que el microorganismo sea capaz de transferir electrones
mediante citocromos ¢ o generando sus propios mediadores.

Con las pruebas realizadas en este estudio se pudo concluir que se podra utilizar la bacteria
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Acidiphilium cryptum como catalizador en el dnodo de una celda de combustible microbiolégica.
Se recomienda continuar la investigacion utilizando como anolito aguas residuales sintéticas y/o
trabajando con una mayor concentracion de microorganismos en el dnodo de la celda. Asimismo,
se recomienda comenzar con el estudio del cdtodo que se utilizara en el sistema, para asi realizar

una caracterizacion general del sistema, y de esta forma, poder evaluar su implementacién en una
planta de tratamiento de aguas residuales.
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Anexo A

Voltametrias con barrido entre -0,5y 1,5V

En las Figuras[A.T] [A.2]y[A.3]se muestran los voltamogramas correspondientes a las voltametrias
ciclicas realizadas con indculos de Acidiphilium cryptum con tiempos de crecimiento de 0, 3 y 25
horas, respectivamente. En los gréficos se observa el mismo comportamiento descrito para la Figura
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Figura A.1: Voltamograma con indculo de 0 horas de crecimiento

67



Ciclo1 Ciclo 2 Ciclo 3

o
=
o

1

o

o

G
1

0,00

-0,05

-0,10

Densidad de corriente / pA cm™

-0,15

-0,5 l O,IO l 0:5 l 1,I0 l 1,5
Potencial / V vs Ag| AgCl, KCI (3 M)

Figura A.2: Voltamograma con indculo de 3 horas de crecimiento
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Figura A.3: Voltamograma con inéculo de 25 horas de crecimiento
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Anexo B

EIE a celda con bacterias en solucion, ajuste

al modelo 1

En las Figuras [B.1] B.2]y [B.3] se muestran los resultados de las espectroscopias de impedancia
electroquimicas realizadas a la celda con indculos con tiempos de crecimiento de 0, 6 y 8 horas,

respectivamente. En los grificos también se observa como se ajusté el modelo 1 a estos datos

experimentales.
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n n
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Figura B.1: Grafico de Nyquist correspondiente a una EIE con indculo de O horas de crecimiento

con ajuste del modelo 1
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= Datos experimentales
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Figura B.2: Gréfico de Nyquist correspondiente a una EIE con in6culo de 6 horas de crecimiento

con ajuste del modelo 1
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Figura B.3: Grafico de Nyquist correspondiente a una EIE con indculo de 8 horas de crecimiento
con ajuste del modelo 1
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Anexo C

EIE a celda con bacterias en solucion, ajuste

al modelo 2

En las Figuras [C.1] [C.2]y [C.3] se muestran los resultados de las espectroscopias de impedancia
electroquimicas realizadas a la celda con indculos con tiempos de crecimiento de 0, 6 y 8 horas,

respectivamente. En los grificos también se observa como se ajusté el modelo 2 a estos datos

experimentales.
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Figura C.1: Gréafico de Nyquist correspondiente a una EIE con in6culo de O horas de crecimiento

con ajuste del modelo 2
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B Datos experimentales
Modelo 2
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Figura C.2: Grafico de Nyquist correspondiente a una EIE con indculo de 6 horas de crecimiento
con ajuste del modelo 2
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Figura C.3: Gréfico de Nyquist correspondiente a una EIE con in6culo de 8 horas de crecimiento

con ajuste del modelo 2
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Anexo D

EIE a celda con bacterias adheridas al
electrodo, primer caso

En las Figuras [D.1] [D.2] [D.3] y [D.4] se muestran los graficos de Nyquist correspondientes a las
EIE realizadas con un electrodo de trabajo sin bacterias, uno extraido de un cultivo con 4 horas de

crecimiento, otro con 6 horas de crecimiento y otro con 8 horas, respectivamente. En las imdgenes
también se ve como se ajusta el modelo 2 a los datos experimentales.

= Datos experimentales
Modelo 2

/ Ohm

270 1
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T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1.000 1.200 1.400 1.600
Z [/Ohm
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Figura D.1: Gréfico de Nyquist correspondiente a una EIE con electrodo sin bacterias, con ajuste
del modelo 2
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= Datos experimentales
Modelo 2
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Figura D.2: Grafico de Nyquist correspondiente a una EIE con electrodo extraido de un cultivo de
4 horas, con ajuste del modelo 2
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Figura D.3: Gréfico de Nyquist correspondiente a una EIE con electrodo extraido de un cultivo de
6 horas, con ajuste del modelo 2
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®  Datos experimentales
Modelo 2
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Figura D.4: Gréfico de Nyquist correspondiente a una EIE con electrodo extraido de un cultivo de
8 horas, con ajuste del modelo 2
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Anexo E

EIE a celda con bacterias adheridas al
electrodo, segundo caso

En las Figuras [E.T] [E.2] [E.3] y [E.4] se muestran los graficos de Nyquist correspondientes a las
EIE realizadas con un electrodo de trabajo sin bacterias, uno extraido de un cultivo con 4 horas de

crecimiento, otro con 6 horas de crecimiento y otro con 8 horas, respectivamente. En las imdgenes
también se ve como se ajusta el modelo 2 a los datos experimentales.

= Datos experimentales
Modelo 2

/ Ohm
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Figura E.1: Gréfico de Nyquist correspondiente a una EIE con electrodo sin bacterias, con ajuste
del modelo 2
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= Datosexperimentales
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Figura E.2: Grafico de Nyquist correspondiente a una EIE con electrodo extraido de un cultivo de

4 horas, con ajuste del
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Figura E.3: Grafico de Nyquist correspondiente a una EIE con electrodo extraido de un cultivo de

6 horas, con ajuste de

1 modelo 2
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= Datos experimentales
Modelo 2
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Figura E.4: Grafico de Nyquist correspondiente a una EIE con electrodo extraido de un cultivo de
8 horas, con ajuste del modelo 2
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