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Resumen

Este proyecto consiste en el desarrollo de una Celda de Combustible
Microbiana Fotosintética (PMFC) aprovechando el potencial eléctrico
producto de la interaccidn entre la planta E. crassipes y un cultivo mix-
to que contenga especies bacterianas electroquimicamente activas. Con
este fin, se llevé a cabo una metodologia CDIO (Concepcién, Disefio,
Implementaciéon y Operacion), con el agregado de la repeticion de la
metodologia para un redisefio de la celda de combustible.

Para el disefio se tuvieron en cuenta variables de disefio, tales como
el tipo de planta, de sustrato, de electrodos y demds, que permitieron un
mejor entendimiento del funcionamiento de la celda y mejores resulta-
dos, como un voltaje de circuito abierto superior a los 800mV.

En la implementacion se realizaron pruebas de laboratorio, cualitati-
vas y cuantitativas, como pruebas de identificacién microbiana y pruebas
de calidad del agua; esto con el fin de asegurar los resultados deseados
en las celdas de combustible, ademds de realizar su montaje.

Para la operacién se tomaron medidas de variables eléctricas como

el voltaje de circuito abierto y la corriente de cortocircuito, con el fin
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de obtener la resistencia de Thévenin, y a partir de esta, hacer pruebas
experimentales para obtener la densidad de potencia de los sistemas, que
era la variable de interés.

Los resultados obtenidos mostraron que la méxima densidad de po-
tencia resultante de la Celda de Combustible Microbiana Fotosintética
redisefiada fue de 0,34mW/m?, a partir de la corriente de cortocircuito
de 52uA y la tension de circuito abierto de 795mV, teniendo en cuenta
que la celda es de 17cm de didmetro por 15cm de longitud. Es impor-
tante resaltar que la tensién obtenida durante el ciclo de operacién del
redisefio logré valores mayores a 820mV, superando valores obtenidos
en el estudio de (Mohan, Mohanakrishna, y Chiranjeevi, 2011), en el
que se utiliz6 la misma especie vegetal.

Este trabajo presenta el proceso del desarrollo de un producto que
genera electricidad sin un dafio ambiental directo hacia la planta, com-
parado con otras fuentes alternas de energia que usa el ser humano. Final-
mente, se espera que este trabajo incentive, en Colombia y la Universidad
el Bosque, el estudio y la investigacion en el tema de energias renovables,
especificamente la Celdas de Combustible Microbiana Fotosintética.

Palabras clave: Bioelectricidad, densidad de potencia, celda de com-

bustible, bioenergia.



Introduccion

La necesidad de obtener energia ha sido y serd uno de los mayores
focos de evolucidn tecnoldgica para la especie humana, pues las fuen-
tes de energia renovable jugardn un rol muy importante para el futu-
ro (Demirbas y Demirbas, 2007), debido a que la demanda energética
va en aumento, asi como el dafio ambiental debido al uso de combus-
tibles fosiles. La dependencia continua a esta fuente NO renovable de
energia hard muy complicado reducir las emisiones de Gases de Efecto
Invernadero (GEI) que contribuyen al calentamiento global (Popp, Lak-
ner, Harangi-Rékosa, y Faric, 2014). Las fuentes de energia solar, edli-
ca, geotérmica e hidroeléctrica, indudablemente, disminuyen la huella
de carbono mundial; sin embargo, presentan ciertas desventajas, tales
como una transformacion del ecosistema/paisaje y algunas limitaciones
geograficas (Nitisoravut y Regmi, 2017).

Uno de los campos de trabajo emergente, en cuanto a las energias
renovables se refiere, es la bioenergia. La bioenergia es considerada co-
mo aquella rama de las energias renovables donde el componente bési-

co de transformacién quimica es la biomasa. Actualmente, la bioenergia
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proporciona aproximadamente el 10 % de los suministros mundiales y
representa aproximadamente el 80 % de la energia derivada de fuentes
renovables (Popp y cols., 2014),(Demirbas y Demirbas, 2007).

Dentro del campo de la bioenergia existe una rama que por medio de
diferentes procesos quimicos naturales es capaz de generar electricidad y
se le conoce como la rama de las celdas de combustible; estas celdas usan
microorganismos capaces de producir energia naturalmente para que ésta
sea obtenida por medio de receptores conductores y asi lograr la produc-
cién de bioelectricidad. El foco de este proyecto se orienta a una clase
de celdas de combustible que se denominan como Celda de Combusti-
ble Microbiana Fotosintética (PMFC). Una PMFC es una celda biolégica
que convierte la energia solar en bioelectricidad con la ayuda de la mi-
crobiota presente en la rizésfera de una planta. Estas celdas, actualmente,
y a pesar de tener algunas limitaciones técnicas, son consideradas como
unas de las mejores ideas para la produccién de energia limpia que favo-
rezca tanto al humano como al ambiente, pues la sinergia de los distintos
actores del sistema permiten que no exista un dafio ambiental local, ni
que las plantas se vean afectadas (Nitisoravut y Regmi, 2017),(Gowtham
y Shunmug, 2015).

Con respecto a las PMFC, se han desarrollado algunos avances en la
produccion de electricidad que se presentaran a lo largo del documen-
to; sin embargo, es relevante enfatizar que a pesar que existen avances
significativos para la produccién de bioenergia para uso doméstico (por
ejemplo, cargar un smartphone), el campo de estudio sigue necesitando

de profesionales que logren maximizar y optimizar el proceso en general



para que a mediano plazo esta fuente de energia pueda estar ubicada en-
tre las mas importantes, pues parece ser una fuente emergente de energia
sostenible (Nitisoravut y Regmi, 2017). El enfoque de este modelo bio-
energético emergente estd desarrollado con base en distintas ramas de
la ciencia (botdnica, bioquimica y microbiologia) y la ingenieria (ing.
quimica, ing. eléctrica e ing. ambiental), lo que permite que una PMFC
pueda ser desarrollada por un bioingeniero.

Dentro de la problematica del desarrollo de nuevos modelos de energia
y los diferentes temas relacionados que se investigan, en este trabajo de
grado se planted el desafio de disefiar, implementar y operar una Celda
de Combustible Microbiana Fotosintética, utilizando elementos natura-
les que estén disponibles en el territorio colombiano. Recientemente, se
han desarrollado algunos modelos de celdas con diferentes especies ve-
getales e investigaciones en este campo pero dicha investigacion no se
ha realizado a nivel nacional (s6lo se identificaron investigaciones en el
territorio europeo y proyectos escolares no documentados en Colombia)
y teniendo en cuenta la biodiversidad de flora colombiana, es Colombia
quien se convierte en un candidato para promover el modelo bioenergéti-
co de estas celdas de combustible.

El objetivo principal de este proyecto fue desarrollar un sistema PMFC
aprovechando el potencial eléctrico producto de la interaccion entre la
planta E. crassipes (también conocida como el Jacinto de agua) y un cul-
tivo mixto que contenga especies bacterianas electroquimicamente acti-
vas. El método por el cual obtuvo bioelectricidad es el proceso general

de obtencién de energia que, segin la teoria, se usa para cualquier cel-



da a desarrollar, y es conocido como el método de Plant-e (Gowtham y
Shunmug, 2015).

Con este proyecto se obtuvo un documento de trabajo de grado que
reflej6 el desarrollo del proyecto; conforme a los objetivos propuestos,
se tuvo un prototipo funcional junto con su modelo 3D y planos desa-
rrollados en un software de disefio, un manual de usuario y un informe
de evaluacién de los resultados obtenidos de la Celda de Combustible

Microbiana Fotosintética.



Definicion del problema

El uso excesivo de combustibles fésiles plantea riesgos ambienta-
les y ha dado lugar a la bisqueda de fuentes de energia sostenibles
(Nitisoravut y Regmi, 2017). Desde la ultima década, los combustibles
fosiles han representado la mayor fuente de energia primaria para consu-
mo mundial, donde los liquidos aportan 35 % y el carbén 27 % (Narvaez,
2010); y para Colombia en el 2015, segin la Unidad de Planeacién Mi-
nero Energético (UPME), el consumo de carbén alcanzé un 28 % en el
sector industrial, pero sobretodo la energia eléctrica se consumi6 alrede-
dor de un 66 % en el sector terciario (UPME, 2016),(Narvaez, 2010)(Ver
Anexo I).

En los dltimos afios, la investigacién en nuevos modelos de obten-
cion de energia ha permitido el desarrollo de diferentes sistemas nove-
dosos basados en campos como el de la bioenergia, algunos de los cua-
les se fundamentan en el principio de una celda electroquimica, como
las celdas de hidrégeno, las Celda de Combustible Microbiana (MFC),
las Celda de Combustible Enzimatica (EFC), las Celda de Combustible

1



de Oxido Sélido (SOFC), las Celda de Combustible de Carbonato Fun-
dido (MCFC), las Celda de Combustible de Membrana de Intercambio
Proténico (PEMFC), entre otras (Santoro, Arbizzani, Erable, y leropou-
los, 2017) (Chamousis, s.f.).

El desarrollo de este tipo de energia ha sido limitado, debido a varias
caracteristicas no beneficiosas que presentan dichas celdas, tales como
altas temperaturas de funcionamiento, medios corrosivos, altos costos,
la estabilidad del sistema, poca autosostenibilidad, baja densidad de po-
tencia, entre otras (Santoro y cols., 2017). Estas limitiaciones general-
mente conducen a la imposibilidad de implementar los modelos a nivel
comercial; no todos los tipos de celdas comparten todas o las mismas li-
mitaciones, pero precisamente se evidencia el hecho que se necesita que
se desarrollen nuevos tipos de celdas con el menor nimero de limitacio-
nes posible.

Por ejemplo, las MFC necesitan un suministro externo del alimen-
to de consumo para la microbiota del sistema, lo que genera inestabi-
lidad en la potencia suministrada y la necesidad de la intervencién de
terceros para proveer el sustrato a la microbiota y que funcione correc-
tamente la celda de combustible (Santoro y cols., 2017); las celdas de
hidrégeno requieren de un almacenamiento y transporte del hidrégeno,
lo cual aumenta los costos de operacion de este tipo de celdas, ademas
que el compuesto es altamente inflamable y no se encuentra de forma
libre en la naturaleza (Chamousis, s.f.). Celdas como las MCFC y SOFC
requieren de temperaturas altas de funcionamiento que ocasionan tiem-

pos de arranque lentos y, por ende, demora en la produccién de energia



(Santoro y cols., 2017),(Narvdez, 2010); con respecto a las EFC, basa-
das en procesos enzimaticos, se debe tener en cuenta que las enzimas
tienen un mejor rendimiento catalitico electroquimico, pero son insos-
tenibles y menos duraderas en comparacién con los microbios (Santoro
y cols., 2017), lo que hace inconstante su produccién de potencia y de-
manda una permanente supervisiéon. Las PEMFC necesitan metales pre-
ciosos como catalizadores para mejorar la velocidad de disociacién de
Hidrégeno (Hs2) en el dnodo y, en mayor medida, para acelerar la des-
composicion del intermedio estable, Per6xido de hidrégeno (H202), que
se produce en el citodo durante la reaccién de reduccién de Oxigeno
(O2) en dos etapas (Santoro y cols., 2017); la necesidad de este tipo de
metales, aumenta el costo y por consiguiente perjudica su produccion.

Todos los ejemplos anteriores son necesarios para ilustrar que debi-
do a dichas limitaciones (no sostenibilidad y altos costos), los sistemas
pierden factibilidad, lo cual lleva al uso de energias no renovables, que
repercuten negativamente en el ambiente (figura 1.1). Es por ello que es
necesario el desarrollo de nuevos sistemas que permitan una produccién
constante de bioelectricidad y que sean autosostenibles, de tal modo que
una PMFC puede solventar esa deficiencia de base de una MFC, pues-
to que, al introducir la planta en el sistema, el suministro de alimento a
la microbiota esta dado por ella misma y, por ende, se genera una pro-
duccién de energia con mayor estabilidad y sostenibilidad (Nitisoravut y
Regmi, 2017).

Por lo anterior, se realiza un proyecto con el objetivo de desarro-

llar un sistema PMFC aprovechando el potencial eléctrico producto de



la interaccidn entre la planta E. crassipes y un cultivo mixto que conten-
ga especies bacterianas electroquimicamente activas; el proyecto se basa
en la metodologia CDIO (Concepcién, Disefio, Implementacién, Opera-
cién) y con ello se espera obtener un prototipo que, en lo posible, permi-
ta alimentar eléctricamente un dispositivo de bajo consumo de potencia,
ademads de un manual de operacién, un disefio 3D con sus especificacio-

nes y un informe de evaluacién de resultados.
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Figura 1.1: Arbol de problema.




Justificacion

Durante los dltimos afios, el desarrollo de celdas electroquimicas, co-
mo medio para la produccién de electricidad, ha tenido un mayor impac-
to y relevancia debido a que la oferta de energia no es suficiente frente a
la demanda de la misma; ademas, la evolucidn en su desarrollo, obtenien-
do asi celdas como las MFC y PMFC, contribuye a disminuir el impacto
ambiental generado por las fuentes de energia fésiles ya que genera el
minimo impacto en la vitalidad de la planta y el ecosistema en general
(Helder, 2012), ademads de poseer otras ventajas transversales a la pro-
duccidn eléctrica como el tratamiento de aguas (Mohan y cols., 2011) y
remocion de hasta el 99 % de contaminantes como el Cromo hexavalente
(Guan, Tseng, Tsang, Hu, y Yu, 2019).

Los sistemas PMFC son celdas electroquimicas que presentan una
serie de beneficios como la mejora de las condiciones del proceso de
obtencidn de energia y la reduccién de emisiones de GEI, sobretodo de
COg, debido al consumo natural de las plantas en la fotosintesis (Helder,

2012), y de otros compuestos como el metano al lograr una reduccién



de hasta 50 % de sus emisiones en PMFC con plantas de arroz (Deng,
Chen, y Zhao, 2012). Las PMFC tienen la ventaja sobre las MFC de
no necesitar suministros externos de sustratos porque la planta es capaz
de dérselos a las bacterias por medio de los desechos de su fotosintesis.
En comparacién con una SOFC o una MCFC, las PMFC no necesitan
altas temperaturas de funcionamiento para producir energia. Asimismo,
las PMFC son celdas de mayor duracién en el tiempo que las EFC, y con
respecto a las PEMFC, no necesitan de metales preciosos para la catalisis
de reactivos. Finalmente, las PMFC no necesitan almacenar el Hidr6geno
como en el caso de una celda de Hidrégeno, ya que el elemento se asocia
con las moléculas de Oxigeno para formar moléculas de Agua y asi ce-
rrar el ciclo del sistema, permitiendo una mayor sostenibilidad (Helder,
2012).

Ademds, el desarrollo de las PMFC permite mejorar las condicio-
nes de estabilidad del sistema gracias a la especie vegetal involucrada y
reduce costos de operacién y de transporte al poder crear sistemas don-
de algunos materiales se pueden obtener directamente en el campo. Una
caracteristica a destacar, en el modelo PMFC a desarrollar, es que sus
componentes (planta, suelo, microorganismos, electrodos) se pueden en-
contrar en el territorio colombiano, es decir, que no se debe recurrir a la
importacién de recursos, con lo cual se reduce el costo y lo convierte en
un producto mds accesible para la poblacién en general.

Por lo anteriormente mencionado, este trabajo plantea el desarrollo
de un sistema PMFC que use la planta E. crassipes, pues es una planta de

sistema eutr6fico que se encuentra presente en el territorio colombiano



en cuerpos de agua como la Laguna de Fiquene, Cundinamarca y, que a
su vez, la celda pueda ser implementada como fuente de energia eléctrica
en aplicaciones domésticas de bajo consumo de potencia.

En Colombia, se han reportado estudios relacionados con el uso de
algunas celdas electroquimicas, enfatizando en las MFC; sin embargo,
cabe destacar que, hasta la fecha, no hay un registro claro en la literatura
que implique el desarrollo de sistemas PMFC como alternativa energéti-
ca renovable en el pais, lo cual permite que sea un trabajo novedoso en
el area, con relevancia actual en pardmetros ambientales, econdmicos,
sociales y cientificos.

Este proyecto debe ser aplicado desde la perspectiva de un bioinge-
niero, ya que un PMFC es considerado como un biosistema, es decir,
que no sélo es un sistema que deba ser establecido puramente desde la
ingenieria (eléctrica, electronica o de sistemas), sino que también deben
considerarse todos los componentes bioldgicos del mismo y que, por en-
de, requiere de conocimientos en ciencias bésicas de (fisiologia vegetal,
bioquimica y microbiologia). Ademds, se encuentra en el campo labo-
ral de un bioingeniero, puesto que el proyecto se desarrolla bajo el eje
temdtico de Energias Renovables, permitiendo asi, la solucién a proble-
mas socioambientales de disponibilidad de recursos energéticos a través

de sistemas integrales.






Objetivos

3.1. Objetivo general

Desarrollar un sistema PMFC aprovechando el potencial eléctrico
producto de la interaccion entre la planta E. crassipes y un cultivo mixto

que contenga especies bacterianas electroquimicamente activas.

3.2. Objetivos especificos

Disefiar una Celda de Combustible Microbiana Fotosintética (PMFC)
a partir de la interaccion entre la planta E. crassipes y un cultivo mixto
que contenga especies bacterianas electroquimicamente activas.

Implementar la Celda de Combustible Microbiana Fotosintética (PMFC)
bajo condiciones de laboratorio.

Evaluar experimentalmente la densidad de potencia obtenida por la

Celda de Combustible Microbiana Fotosintética (PMFC).






Marco referencial

4.1. Preambulo

Las Celdas de Combustible son dispositivos electroquimicos que con-
vierten la energia quimica de reaccion directamente en energia eléctrica
(Calderén y Mesa, 2004). Presentan diferencias con respecto a las ba-
terias convencionales, ya que estas son acumuladoras de energia en las
que la maxima energia depende de la cantidad de reactivos quimicos al-
macenados en ellas, mientras que el principio de funcionamiento de es-
tas celdas es el inverso al de la reaccién electrolitica (Calderén y Mesa,
2004).

En las celdas de hidrégeno, el oxigeno e hidrégeno se combinan para
formar agua con produccién de energia eléctrica y calor. Se trata, por lo
tanto, de una reaccién limpia, en la que el producto principal es el vapor
de agua que puede ser liberado a la atmésfera sin ningtin peligro para el
medio ambiente (Calderén y Mesa, 2004).

El hidrégeno (Hs2) penetra por el electrodo positivo (dnodo) y se di-
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socia, en presencia del catalizador, en iones positivos HT y electrones. El
oxigeno (O2) procedente del aire penetra por el electrodo opuesto (cato-
do) y se disocia igualmente en presencia del catalizador en iones O%~.
Los iones positivos del hidrégeno se escapan a través del electrolito en
direccidn al catodo, dejando a los electrones libres en el dnodo (Calderdn
y Mesa, 2004). Al existir un camino eléctrico entre el dnodo y el catodo,
los electrones lo recorrerdn produciendo corriente eléctrica. En el cdtodo
se asocian los iones hidrégeno, el oxigeno y los electrones, es decir, se
vuelven a combinar para formar moléculas de agua. Ahora bien, varios
procesos se llevan a cabo para lograr la transduccion energética en una

Celda de Combustible Microbiana Fotosintética.

4.2. Fotosintesis

La fotosintesis es un proceso fisico-quimico por el cual plantas, al-
gas, bacterias fotosintéticas y algunos protistas como diatomeas utilizan
la energia de la luz solar para sintetizar compuestos orgdnicos. Se trata de
un proceso fundamental para la vida sobre la tierra y tiene un profundo
impacto sobre la atmdsfera y el clima terrestres: cada afio los organismos
con capacidad fotosintética convierten en carbohidratos mas del 10 % del
diéxido de carbono atmosférico (Pérez, 2009). A su vez, puede ser defi-
nida como el proceso por el cual las plantas, las algas eucaridticas y las
cianobacterias usan la luz en el rango de longitud de onda aproximado
de 400-700 nm para dividir el agua, formando O y reduciendo CO4 a

una forma orgédnica, convirtiendo parte de la luz absorbida en energia



quimica (Pérez, 2009)(YourArticleLibrary, s.f.). La figura 4.1 ilustra la

reaccion base por la cual se lleva a cabo el proceso de fotosintesis:

Fotosintesis

6CO, + 6H,0 A CH.0. + 80
dioxido de agua Respiracién celular glucosa oxigeno
carbono

%

energia quimica
(ATP) + calor

Figura 4.1: Reaccion de la fotosintesis y de la respiracién celular (Pérez,

2009).

4.3. Captacion de luz y transporte fotosintético de

electrones

Todos los organismos con capacidad fotosintética contienen uno o
mas pigmentos capaces de absorber radiacion visible que desencadena
las reacciones fotoquimicas de la fotosintesis. Estos pigmentos se pueden
extraer de los organismos que los contienen con alcohol o con disolven-
tes orgdnicos. Se piensa que la energia de excitacion se transfiere desde
la clorofila que absorbe la luz hasta el centro de reaccién por resonancia
(es un mecanismo de transferencia de energia que no implica radiacién,
no requiere contacto fisico entre moléculas y no implica transferencia de

electrones) (Pérez, 2009).



La fotosintesis se compone de dos etapas: las reacciones dependien-
tes de la luz o la fase luminosa, y el ciclo de Calvin o la fase oscura.
Las reacciones dependientes de la luz tienen lugar en la membrana del
tilacoide dentro del cloroplasto. Durante esta etapa, la energia de la luz
se convierte en Adenosin Trifosfato (ATP) (energia quimica) y Nicotina-
mida Adenina Dinucleétido Fosfato (NADPH) (potencia de reduccién).
Por otra parte, las reacciones del ciclo de Calvin ocurren en el estroma
del cloroplasto, donde la energia del ATP y los electrones del NADPH se
utilizan para convertir el diéxido de carbono en glucosa y otros productos

(figura 4.2) (RSC, s.f.);(Pérez, 2009).

GRANAS
FILAS DE
TILACOIDES

ESPACIO
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MEMBRANA
INTERNA

MEMBRANA
EXTERNA

Figura 4.2: Estructura del cloroplasto (Modificado) (RSC, s.f.).

Las rutas fotosintéticas que siguen las plantas pueden considerar la
clasificacién en plantas C3 y C4; esta diferenciacion de rutas fotosintéti-

cas es importante para el disefio de un PMFC, ya que:

= Se considera que las plantas C4 poseen una mayor eficiencia fo-



tosintética, ya que pueden utilizar CO5 hasta alcanzar un nivel de
5 partes por millén (ppm), pero las plantas del ciclo de Calvin
no pueden utilizar COg si el nivel cae por debajo de 40-50 ppm

(YourArticleLibrary, s.f.).

» Las plantas C4 pueden utilizar intensidades de luz mayores con
respecto a las plantas C3 y su temperatura Optima para la fotosinte-

sis excede a la de las plantas C3 (YourArticleLibrary, s.f.).

= Los cloroplastos de estas plantas parecen generar mds ATP que,
por consiguiente, mejora el trabajo celular (YourArticleLibrary,

s.f.)(Pérez, 2009).

Por dltimo, para seleccionar el tipo de planta a usar en un sistema
PMFC, es necesario tener en cuenta algunas variables propias de la plan-
ta como las siguientes (RSC, s.f.):

Indice de drea foliar: Medida del drea foliar total por unidad de su-

perficie (Zhang y cols., 2018).

Pinaz: También conocido como Ay, es la velocidad fotosintética
méxima de una hoja en condiciones de luz saturada; también se puede
considerar como la capacidad fotosintética de la planta (Flood, Harbin-

son, y Aarts, 2011).

Tasa fotosintética: Es la tasa de fijaciéon de CO2 por unidad de area

de hoja, generalmente expresada en zmol COa/m?s debido a que la fo-
tosintesis ocurre simultdneamente con la respiracion, la tasa de fotosinte-

sis puede calificarse como una tasa bruta o neta (Flood y cols., 2011). A



su vez, la tasa fotosintética es dependiente de una serie de fendmenos
Ilamados como factores limitantes, algunos de los cuales son la intensi-
dad de la luz, la concentracién de di6xido de carbono y la temperatura

(RSC, s.f.).

Por ejemplo, a medida que aumenta la intensidad de la luz, la veloci-
dad de la reaccion dependiente de la luz, y por lo tanto la fotosintesis en
general, aumenta proporcionalmente. Sin embargo, a medida que aumen-
ta la intensidad de la luz, la tasa de fotosintesis es eventualmente limitada
por algin otro factor. Este factor se ve representado en la clorofila que
se usa en ambos fotosistemas, puesto que el fotosistema I (PSI) absorbe
la energia més eficientemente a 700 nm y el fotosistema II (PSII), a 680
nm. Por ende, la luz con una alta proporcién de energia concentrada, en
estas longitudes de onda, producird una alta tasa de fotosintesis (RSC,

s.f.).

Por otra parte, un aumento en la concentracién de diéxido de car-
bono aumenta la velocidad a la que el carbono se incorpora en los car-
bohidratos en la reaccién independiente de la luz y, por lo tanto, la tasa
de fotosintesis generalmente aumenta hasta que se ve limitada por otro
factor. Por ultimo, la fotosintesis depende de la temperatura, ya que el
proceso en si es una reaccion catalizada por enzimas; a medida que las
enzimas se acercan a sus temperaturas éptimas, la tasa global aumenta.
Por encima de la temperatura 6ptima, la velocidad comienza a disminuir

hasta que se detiene (RSC, s.f.).



4.4. Planta en sistema eutrofico

Entre los problemas ambientales de lagos y embalses, la eutrofiza-
cion es uno de los mds frecuentes, el cual es un proceso de deterioro de
la calidad del recurso, originado por el enriquecimiento de nutrientes,
principalmente nitrégeno y fésforo, condicionando la utilizacién de los
mismos y ejerciendo grandes impactos ecoldgicos, sanitarios y econdmi-
cos a escala regional (Ledesma, Bonansea, Rodriguez, y Sdnchez, 2013).
El aumento del estado tréfico de un sistema es el resultado de aportes in-
ternos o externos. La carga externa se genera a partir de materiales arras-
trados por la accién de la precipitacion y la erosién de la cuenca. A ello
se suman el vertido de efluentes industriales y domésticos y el uso de
fertilizantes en la explotacion agricola (y Desarrollo), s.f.).

Justamente la concentracién de nutrientes en estos sistemas permite
el desarrollo de distintas especies vegetales que se ven favorecidas, por
el aumento de compuestos como nitratos o fosfatos, en cuestiones como
su crecimiento; existe un gran nimero de plantas de sistema eutréfico
que se consideran como especies invasoras, algunas de las cuales son el
junco, el jacinto de agua, la lechuga de agua, el buchén de agua, entre
otras, donde el jacinto de agua se le considera la de mayor impacto en el
ecosistema (Gonzdlez y Gonzilez, 2015).

La planta E. crassipes, también conocida como Jacinto de agua o Li-
rio acudtico, es considerada en muchos paises como una plaga debido
a que se caracteriza por ser una de las especies vegetales con mejor re-

produccidn y tasa de crecimiento, en ecosistemas acudticos, por lo cual



se extiende rdpidamente y forma tapetes o esteras que constrifien a las
plantas nativas sumergidas y flotantes en los cuerpos de agua y disminu-
ye la entrada de luz y merma el oxigeno disuelto en el agua (figura 4.3)

(Carri6n y cols., 2012).

Figura 4.3: Planta E. crassipes (BHL, s.f.).

Lo que hace al jacinto de agua idéneo para ser utilizado en una
PMFC son caracteristicas tales como el largo de sus raices (permite una
mayor interaccion con los electrodos), sus condiciones de crecimiento, y
su disponibilidad en el territorio colombiano pues esta planta, al encon-
trase en sistemas eutrofizados, se puede localizar en lagunas como la de

Fiquene en Cundinamarca (Gonzalez y Gonzélez, 2015).



4.5. Rizosfera y Rizodeposicion

Después de que la planta realiza el proceso de fotosintesis, y como
ella no metaboliza todos los componentes, se producen desechos llama-
dos exudados que se expulsan por medio de las raices. La rizésfera es
la parte del suelo inmediata a las raices de las plantas. En esta region se
llevan a cabo una serie de reacciones fisicas y quimicas que afectan a la
estructura del suelo y a los organismos que viven en ¢l (Martin y Rivilla,
2012). Es el lugar de destino de carbohidratos producto de la fotosintesis
que son utilizados por los microorganismos alli presentes como fuente de
energia. Asi, el niimero de bacterias que hay en la rizésfera es entre 10 y
1000 veces superior al de las bacterias que se encuentran en el suelo no
rizosférico (Martin y Rivilla, 2012). La rizodeposicién proporciona sus-
tratos para la produccién de bioelectricidad en un PMFC. Existen varios
depdsitos de raices que contienen compuestos de bajo peso molecular
como 4cidos orgénicos, carbohidratos que se degradan facilmente por
microorganismos y compuestos de alto peso molecular como celulosa,
células muertas y desechos orgédnicos de la raiz que tardan un tiempo
prolongado en generar voltaje (Nitisoravut y Regmi, 2017).

El rendimiento de un PMFC depende de estas exudaciones y de la na-
turaleza de la descomposicién microbiana (Nitisoravut y Regmi, 2017).
La eficiencia de Coulomb (CE) es el porcentaje de electrones presente en
los rizodepdsitos que terminan como electrones en el circuito eléctrico
para obtener electricidad. El CE esta afectado por aceptores de electrones

alternativos (oxigeno), microorganismos y otros pardmetros (concentra-



cién bacteriana, tipo de electrodos, conduccion eléctrica) en el PMFC

(Gowtham y Shunmug, 2015).

4.6. Bacterias electroquimicamente activas

Una gran variedad de microorganismos del suelo puede usar dnodos
sdlidos como aceptor de electrones para su metabolismo, creando asi al-
guna corriente eléctrica; a éstos se les denomina como bacterias electro-
quimicamente activas. Geobacter spp., Clostridium spp. y Pseudomonas
spp. se encuentran entre ellos (Exchange, s.f.). Los microorganismos ca-
paces de usar dnodos como sumideros de electrones para su metabolismo
se llaman electrogenos.

Por ejemplo, la bacteria del género Geobacter spp. tiene la capacidad
de transferir electrones a moléculas como el Hierro (III) [Fe (II1)] y el
Manganeso (IV) [Mn (IV)], 6xidos de nitrégeno, sustancias de alto peso
molecular formadas por la degradacién quimica y biolégica de restos
de plantas y de animales (Romero, Vasquez, y Lugo, 2012). Ademas
permite la transferencia de electrones de forma directa a los electrodos,
generando pequefias corrientes eléctricas. Esta caracteristica le permite a
Geobacter spp. jugar un papel importante en el ciclo natural de la materia
orgdnica y de los metales en los sedimentos acudticos y subsuelos, en la
biorremediacién de compuestos orgdnicos y en el metal contaminante
presente en ambientes subterraneos (Romero y cols., 2012). En la figura
4.4 se ilustra tanto la estructura externa como su ruta metabolica.

La capacidad de las especies de Geobacter spp. para transferir elec-



Geobacter
Bacteria

Figura 4.4: Estructura externa de una célula del género Geobacter spp.
(Modificado) (A) (Robinson,2015) y modelo metabdlico de una célula
del género Geobacter spp. (B) (Romero, 2012).

trones desde y hacia electrodos permite obtener electricidad a partir de
materia orgdnica, o el uso de electrodos como donador de electrones pa-
ra la reduccién de contaminantes tales como: nitrato, uranio y disolven-
tes clorados (Romero y cols., 2012). Geobacter spp. se puede encontrar
en sedimentos de agua dulce, sedimentos marinos andxicos, sedimentos
de sal de pantano, ambientes subterrdneos y acuiferos. Estos ambientes
se caracterizan principalmente por ser ricos en nitratos y sulfatos, pero
al mismo tiempo deben ser espacios libres de oxigeno puro (Romero y

cols., 2012).

Las bacterias del género Geobacter spp. son ampliamente utilizadas
para el desarrollo de distintas PMFC (Bond y Derek, 2003), y en muchos
casos donde no se tiene en cuenta la microbiota presente para la celda,
se realiza una caracterizacién posterior de la microbiota y se encuentra

que Geobacter spp. es el género predominante en dichos sistemas (figura



4.5) (Lu, Xing, y Ren, 2015);(Revelo, Hurtado, y Ruiz, 2013).
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Un estudio realizado en Colombia muestra posibles lugares o am-

bientes en los cuales se puede encontrar, por ejemplo, una variedad de

especies del género Geobacter (Romero y cols., 2012).

Tabla 4.1: Zonas seleccionadas por regiones en Colombia que cumplen

condiciones para hallar Geobacter spp. (Romero, 2012).

Departamento

Zonas

La Guajira

Punta de: Tarolta, Huayapain, Taroa, Gallinas y Coco.

Arrroyos de: Topio, Mashurahu, Patsua y Orocho

Magdalena, Atlantico,

Cesar, Bolivar

Rio Tapias en intercepcion con Falla de 1a Oca. Hato Nuevo.

Punta de: Sabanilla, Manzanillo Puerto Colombia

Bolivar, Sucre, Cérdoba,
Antioquia, Chocé y

Norte de Santander

Falla de: San Sebastidn, Canalette, Turban4, La bonga,
Punta de Piedra. Anticlinal del Guamo. Arrollo el Burrito.

Sinclinal de Doguado. Rio Pichicora y Pogué

Arauca

Sinclinal de las Mercedes. Falla de:

Mesén, Aguablanca, Sacama y Samaria.

Caldas, Risaralda, Tolima,

Valle y Quindio

Falla de: Quebrada Santa Bérbara, Rio Pepe,
Rio Condotico, Rio Nauca, Rio Certegui y Rio Orpua.

El litoral del San Juan. Santa Genoveva de Docordo.

Otro ejemplo de bacterias electroquimicamente activas es Pseudo-

monas aeruginosa. P. aeruginosa es una bacteria Gram-negativa, orga-

nismo anaerdbico facultativo capaz de sobrevivir bajo la oscuridad y con-

diciones fermentativas que producen diferentes metabolitos intermedios

como acetato, succinato, lactato y etanol, cada uno en rutas bioquimicas

distintas. La transferencia redox puede tener lugar a través de las pro-

tefnas de membrana (DET) o lanzaderas solubles (MET) o algunas veces

a través de un biofilm conductivo (nanocables) (Raghavulu, Sarma, y



Mohan, 2012).

La velocidad de transferencia extracelular estd influenciada por la
diferencia de potencial entre el portador final y el 4nodo, independiente-
mente del mecanismo. Pseudomonas aeruginosa es especialmente cono-
cida por su autoexcrecion de oxidorreduccion pues produce mediadores,
como piocianina, fenazina y carboxamida que interfieren directamente
en la transferencia de electrones al medio extracelular (Rabaey y Vers-
traete, 2005); las proteinas del citocromo y otras proteinas unidas a la
membrana también son numerosas (Raghavulu y cols., 2012).

Teniendo en cuenta las caracteristicas de las diferentes bacterias elec-
troquimicamente activas, la razén del uso de un cultivo mixto se basa en
que permite que las cualidades naturales de las diferentes especies se
complementen. Se realiza cuando dos 0 mds especies de microorganis-
mos, se desarrollan en su conjunto en un solo medio. Debido a que este
tipo de cultivo es comtn este tipo en la naturaleza, se espera encontrar
una diversa variedad de microorganismos entre los cuales se encuentren
diferentes géneros de bacterias electroquimicamente activas como Pseu-

domonas sp.

4.7. Especificaciones eléctricas

Como ultima etapa general del proceso, cuando las bacterias ya me-
tabolizan los exudados y producen como desecho los electrones libres a
capturar, se debe cuantificar la obtencion de energia para asi determinar

la capacidad del sistema de alimentar los aparatos electrénicos de baja



potencia.

Primero, la potencia se puede definir como “la tasa a la que la energia
(U) se transforma o se transfiere en el tiempo. Se mide en unidades de
joules/segundo (J/s), también conocida como watts (W) [26]. Luego, es
importante definir la densidad de potencia, la cual es “la potencia por
unidad de 4rea, usualmente expresada en unidades de watts por metro
cuadrado (W/m?) o miliwatts por centimetro cuadrado (mW/cm?)” [27).
Ademas, la tension de circuito abierto (Voc) es el maximo valor de ten-
sién a la salida de la celda y se da cuando esta no estd conectada a nin-
guna carga y la corriente de cortocircuito (Isc) es el mdximo valor de
corriente que circula por una celda y se da cuando la salida de la celda
esta en cortocircuito [28].

Estas definiciones son importantes para entender el proceso por el
cual se pueden establecer equivalentes de Thévenin, ya que el teorema
de Thévenin dice que “Dado un circuito lineal cualquiera N, para un par
de terminales A y B de dicho circuito, es posible encontrar un circuito
equivalente formado por una fuente de voltaje ideal en serie con una
resistencia, de manera tal que ese circuito de dos terminales produzca los
mismos valores de voltaje y corriente en esos terminales (conectados o
no a otro circuito) que el circuito original. La fuente de voltaje tendrd un
valor conocido como Voltaje de Thévenin (VTH) y la resistencia tendra
un valor conocido como Resistencia de Thévenin (RTH)” (Salazar, s.f.).
Cuando una fuente o un circuito se conectan a una carga cualquiera es
deseable que tal fuente o circuito pueda transmitir la mayor cantidad de

potencia a la carga que la recibe.



La Figura 10(A) muestra un equivalente de Thévenin de un circui-
to cualquiera conectado a una carga cualquiera. “Al conectar esta carga
aparece un voltaje (Vc) y una corriente (Ic) entre los nodos A y B. La
maxima transferencia de potencia se presenta cuando el valor de la resis-

tencia de carga es igual al de la resistencia de Thévenin (Salazar, s.f.).
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Figura 4.6: Representacion del circuito bajo el equivalente de Thévenin

con una carga cualquiera (A) y una resistencia (B) (Salazar, s.f.).

Por ultimo, es importante tener en cuenta las ecuaciones para deter-
minar la méxima transferencia de potencia a partir del equivalente de

Thévenin, las cuales son las siguientes:

Pmamzizi (4~1)

Donde,

(Vru) x (Re)
(Rrm) + (Re)

Si se conoce, al realizar el equivalente de Thévenin del sistema, la

VRe = 4.2)

resistencia de Thévenin asociada, y teniendo presente que la maxima

transferencia de potencia ocurre cuando la resistencia asociada a la carga



(R.) esigual a Rt entonces se tiene la siguiente ecuacion:

_ (Vru) x (Ro)
VRC - T (43)

Por tanto,
(Vrw)/2)* _ (Vrm)?

Prnaz = — 4.4
Re AR 9

4.8. PMFC

Una Celda de Combustible Microbiana Fotosintética (PMFC) es una
modificacion de la Celda de Combustible Microbiana (MFC) que ejerce
la relacién tnica planta-microbio en la regién de la rizosfera de una plan-
ta y convierte la energia solar en bioelectricidad (Nitisoravut y Regmi,
2017). La bioelectricidad in situ y la produccién de biomasa por procesos
naturales de fotosintesis y la automatizacion del suministro de sustratos
a la microbiota, en lugar del suministro de sustratos externos, hacen que
esta tecnologia sea diferente de los MFC tradicionales (Exchange, s.f.).

Desde el comienzo de este siglo, las células de combustible micro-
bianas obtienen una atencién renovada debido, posiblemente, a la nece-
sidad de tecnologias sostenibles. Esto demostrd por primera vez que los
rizodepésitos de raices de plantas se pueden usar como una nueva fuen-
te para la obtencion de energia eléctrica (Gowtham y Shunmug, 2015).
La produccion de electricidad por un PMFC depende de varios procesos

principales: la fotosintesis, posterior a ello la asignacién de carbono a



las raices, luego la rizodeposicién de fuentes de carbono a la rizdsfera,
siguiendo a ello la generacién de electrones por los microorganismos en
la rizésfera y por dltimo, la conduccién eléctrica por medio de la celda
de combustible (Nitisoravut y Regmi, 2017).

Adicionalmente, la potencia de salida del PMFC depende de la efi-
ciencia fotosintética de la planta (que a su vez es dependiente de su tasa
fotosintética), la rizodeposicion (también dependiente de las raices y el
metabolismo de la planta) y la eficiencia energética del MFC que es una
combinacion de la eficiencia de Coulomb y resistencias internas iguales
a la eficiencia de voltaje (figura 4.7) (Nitisoravut y Regmi, 2017).

Para determinar la eficiencia del sistema PMFC se calcula la eficien-
cia de conversion (CE) de la energia solar en energia eléctrica utilizando

la siguiente ecuacion:

CE = Pe x Rp x Pa x Er 4.5)

La eficiencia de conversion en la fase de crecimiento se encuentra
dentro del 70 % de estos limites, por lo tanto, 3,2 % y 4,2 % se asignan
como (Pe) a las plantas de C3 y C4, respectivamente. Hay una proporcién
del 20 % de eliminacién de raices a carbohidratos fotosintéticos (Rp),
30 % de disponibilidad de rizodatos para microorganismos (Ra), y 9 %
de recuperacién de energia de células microbianas (Er). Las estimacio-
nes de CE para las plantas C3 y C4 son 0.017 y 0.022 %, respectivamente
(Deng y cols., 2012). La irradiacion solar media anual en una superficie

horizontal (As) es de aproximadamente 170 W/m2 y la media de la tem-
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Figura 4.7: Proceso de generaciéon de bioelectricidad en un PMFC

(Gowtham, 2015).

porada de crecimiento (Gs) es de seis meses. Las salidas brutas anuales
de PMFC son As x Gs x CE = 1266y 1638 kWh/ha para las plantas C3
y C4, respectivamente. Aumentar el valor Er es una forma de mejorar el
valor CE. La siguiente ecuacién describe la relacion entre Er (denotado

como Erpyrre) y la densidad de potencia:

pW x Aa
Af x As x Pe X Rp X Ra

Erpyrc = (4.6)

Donde pW es la densidad de potencia, Aa es el area del anodo y Af es

el area foliar. Mejoras en los valores del drea foliar, Pe, Rp y Ra estén li-



mitadas porque el tipo de planta es fijo, y As no se puede cambiar por ser
en un lugar especifico. Sin embargo, la densidad de potencia puede me-
jorarse adoptando una configuracién de PMFC adecuada, un electrodo
de alto rendimiento, un catalizador y un microorganismo (Deng y cols.,

2012).

4.9. Resistencia interna

Como se puede observar en la figura 4.8, la resistencia interna se
considera como la suma de las diferentes resistencias “dentro”de la cel-
da. Estas resistencias estan dadas por los elementos que la componen
(electros, membrana, cables conectores), y por tal motivo se puede ver

una PMFC como un gran sistema conformado por varios subsistemas.

R anode R transport R membrane R pH Rionic R cathode

Plant-Microbial Fuel Cell

R external

W/

Figura 4.8: Determinacion de las diferentes resistencias que conforman

la resistencia interna en una PMFC.



Por lo tanto, cambios en dichas variables podrdn permitir un mayor
rendimiento en la produccién eléctrica. Al calcular la densidad de poten-

cia en funcidn de la resistencia interna, se tiene la ecuacion 4.7:

P = Viae ¥ i — (2 X Ry) 4.7

En la cual la densidad de potencia (P) se obtiene en funcién de la
tension maxima o de circuito abierto (V4 , V), densidad de corriente
(i, A/m?) y la resistencia interna (R;, /m?) de la celda. A partir de
dicha ecuacién se determina que las densidades de corriente y potencia
dependen de la resistencia interna del sistema.

En la siguiente figura se expresa graficamente la relacion entre la
densidad de potencia y la densidad de corriente a diferentes resistencias
internas; la figura muestra que, por ejemplo, una resistencia interna pue-
de ser menor de 0,094 /m? para lograr una densidad de potencia teérica
de 3,2 W/m? a una densidad de corriente mayor a 2A/m?, que fue una
aproximacion obtenida al realizar las celdas Plant-e (Helder, 2012).

A su vez, y teniendo en cuenta la grafica, se podria demostrar la co-
rrelacién existente entre la resistencia interna y la densidad de potencia,
que es de cardcter inverso pues la reduccién de la resistencia conduce a
un amento en la potencia; sin embargo, debe tenerse en cuenta que la re-
sistencia siempre existird debido a los elementos del sistema, por lo que

no se puede esperar una potencia infinita.
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Figura 4.9: Densidad de potencia en funcién de la densidad de corriente

a diferentes resistencias internas. X: Densidad de corriente; Y: Densidad

de potencia



Estado del arte

La tecnologia de las Celdas de Combustible Microbianas y sistemas
basados en sus configuraciones, estructuras y propdsitos han sido inves-
tigados ampliamente durante los dltimos afios; algunas de sus divisiones
son el MFC de sedimentos, MFC de barro, MFC fotosintética, entre otros
(Nitisoravut y Regmi, 2017). Una celda de combustible microbiana fo-
tosintética (Plant Microbial Fuel Cell - PMFC) es una modificacion de
la MFC que promueve la relacion tnica planta-microbio en la region de
la rizosfera de una planta y convierte la energia solar en bioelectricidad.
La bioelectricidad in situ y la producciéon de biomasa, en lugar del su-
ministro de sustratos externos, hacen que esta tecnologia sea diferente
de los MFC tradicionales (Nitisoravut y Regmi, 2017). Por lo tanto, el
desarrollo y la comprensién de los PMFC, desde su concepcidn, debe
considerarse desde una perspectiva de la ingenieria de biosistemas (bio-
ingenieria) evaluando la tecnologia con mayor complejidad que sélo una
MEC. Es importante destacar que hasta la fecha, a nivel nacional, no

se encontrd informacién relacionada con el tema de trabajo especifico,
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es decir, en las PMFC, pero se encontrd informacién como proyectos
académicos; sin embargo, estd informacidn no esta reportada como, por
ejemplo, en articulos cientificos y por lo tanto no se incluyé dentro de la

informacidn recolectada.

A continuacién, se revisaran algunos de los modelos de PMFC que
se han investigado para dar a conocer el potencial de estos sistemas de
obtencion de energia eléctrica emergentes. Es necesario aclarar que no
muchos productos se han desarrollado hasta la fecha y se ha encontrado
informacién de dos de ellos: Plant-e, un producto de origen holandés y
Bioo Lite, un producto desarrollado por Bioo, una empresa espafiola, en
el 2016 pero debido a su reciente desarrollo no se ha encontrado sufi-
ciente informacidn para introducirla en este documento; sin embargo, es
relevante conocer y destacar la aplicabilidad de los productos, pues éstos
permiten la carga eléctrica a celulares y el segundo, también permite una
conexién WiFi, con lo cual presentan un impacto social positivo en su

implementacién en los hogares.

5.0.1. Tecnologia Plant-e

Plant—e es una tecnologia patentada y desarrollada desde el 2007
por la Universidad de Wageningen, Holanda (figura 5.1). El principio de
funcionamiento consiste en que el diéxido de carbono se fija mediante
las hojas de las plantas usando energia solar. Parte del carbono fijo se
transporta a las raices y es liberado como componentes de bajo peso

molecular. Estos componentes, llamados exudados, son utilizados por



microorganismos electroquimicamente activos que producen didxido de

carbono, protones y electrones (Gowtham y Shunmug, 2015).

El diéxido de carbono regresa a la atmésfera, en tanto los electro-
nes son transferidos por microorganismos electroquimicamente activos
al anodo del sistema para ganar energia metabdlica. El dnodo estd aco-
plado a un cdtodo por medio de una red de conduccion eléctrica. Debido
a la conduccién de los electrones provenientes del metabolismo bacte-
riano, se genera una diferencia de potencial entre el d&nodo y el cétodo,
los electrones fluyen desde el dnodo a través un circuito eléctrico con una
carga al catodo. Para conservar la electro—neutralidad en el sistema, un
protén se transporta a través de la membrana del 4nodo al catodo. En el
cétodo el oxigeno se reduce, con protones y electrones, formando agua

(Gowtham y Shunmug, 2015).

Figura 5.1: Producto Plant—e (Plant—e, s.f.).



5.0.2. PMFC utilizando compost y separador de arcilla

Este trabajo presenta una investigacion sobre la influencia de tres
plantas diferentes (Brassica juncea, Trigonella foenum-graecum y Can-
na stuttgart) y la adiciéon de compost en la generacién de bioenergia en
un PMFC. Los estudios revelaron que Trigonella foenum—graecum y
Canna stuttgart exhiben una mayor generacion de bioenergia en com-
paracidon con Brassica juncea. Trigonella foenum-graecum es una le-
guminosa y Canna stuttgart, la planta tuberosa, pueden albergar altas
densidades de exudados y, por lo tanto, microorganismos. Canna stutt-
gart (planta tuberosa) mostr6 la mayor potencia de salida (densidad de
potencia de 222 mW/m?2, eficiencia de conversién de 0,022 %) con fluc-

tuaciones diurnas minimas (Sophia y Sreeja, 2017).

En el estudio, se determiné que la alta densidad de potencia puede
atribuirse al tipo de planta y a la adicién de compost al suelo, lo que ori-
gina depdsitos de raiz o también llamados rizodepdsitos. Un novedoso
separador de mezcla de arcilla en lugar de membranas fue utilizado por
primera vez en el presente estudio. Se ha evitado el uso de materiales
de laboratorio como medio de crecimiento artificial, ferricianuro y mem-
branas comerciales, lo que simplifica el disefio y el costo del sistema

(Sophia y Sreeja, 2017).
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Figura 5.2: PMFC utilizando compost y separador de arcilla (Sophia,
2017).

5.0.3. PMFC con un biocatodo reductor de oxigeno integra-
do

En este estudio, se demostrd que un citodo de ferricianuro quimico
puede ser reemplazado por un catodo reductor de oxigeno biolégico en
una pila de combustible microbiana de planta (PMFC) con una nueva
produccién de potencia récord. Un biocdtodo se integré con éxito en un
PMFC y funciond durante 151 dias. El crecimiento de las plantas conti-
nud y la densidad de potencia aumentd, alcanzando una produccién de
potencia maxima de 679 mW/m? de 4rea de crecimiento de la planta.
Las densidades de potencia promedio récord de dos semanas fueron de

240 mW/m? (Wetser, Sudirjo, Buisman, y Strik, 2015).



Los nuevos registros se alcanzaron debido al alto potencial redox de
reduccién de oxigeno que fue efectivamente catalizado por microorga-
nismos en el catodo. Esto dio como resultado 127 mV de mayor poten-
cial de cdtodo del PMFC con un biocitodo que un PMFC con un citodo
de ferricianuro. También se encontrd que la disponibilidad del sustrato
en el dnodo probablemente limita la generacion actual. Este trabajo es
crucial para la aplicacién de PMFC, ya que muestra que el PMFC pue-
de ser una biotecnologia completamente sostenible con una potencia de

salida mejorada (Wetser y cols., 2015).

5.0.4. Otras investigaciones

Adicionalmente, mds trabajos e investigaciones se han realizado con
motivos de aumentar la eficiencia del sistema y, por consiguiente, au-
mentar los valores de la densidad de potencia; en la siguiente tabla se
puede apreciar con mayor precisiéon dos investigaciones que son rele-
vantes para la aplicacién de este proyecto, pues tienen que ver con la
especie vegetal a implementar como con un parametro de disefio que se
explicard més a detalle en la siguiente seccién. Ahora bien, la tabla 5.1 y
la figura5.4 ilustran algunos de los estudios encontrados mds relevantes
para el proyecto porque usan el Jacinto de agua y estudian la distancia

entre electrodos.



Tabla 5.1: Caracteristicas de diferentes modelos de PMFC (Nitisoravut,

2017).
Tipo de planta \P. setaceum (Chiranjeevi, Mohanakrishna, y Mohan, 2012)  E. crassipes (Mohan y cols., 2011)
Ruta fotosintética C4 C3
Fabricacién del anodo [Platos de grafito Discos de grafito
Fabricacién del catodo IPlatos de grafito Discos de grafito
Medio de crecimiento/sustrato Suelo rojo Aguas residuales destiladas domésticas

Condicién de operacién |Ambiente Sistema benténico en miniatura

Mixima densidad de potencia (mW/m?) (163 22493

En estas investigaciones se resalta la de Mohan, 2011, ya que se
usa el Jacinto de agua como especie vegetal en la celda de combusti-
ble implementada; como valores de referencia para el andlisis de los da-
tos a obtener, se tiene que el voltaje maximo logrado es de 809mV y la
corriente maxima de 4,24mA, obteniendo una densidad de potencia de
21,03mW/m?.

A partir de la informacién obtenida y la tabla se pueden establecer
diferentes condiciones que permiten un buen modelo de PMFC, cuyas
caracteristicas permitan obtener la mayor densidad de potencia posible.
Por ejemplo, una de las condiciones que se pueden establecer es que la
densidad de potencia generada dependerd de la planta usada en el sis-
tema; ademads, las condiciones del medio (suelo, agua, ambiente) en los
que se encuentre la planta permitird, también, el aumento en la densidad
de potencia; por ultimo, la microbiota presente en la rizdsfera puede in-
tensificar la produccién de bioelectricidad y, por consiguiente, aumentar

la densidad de potencia del sistema.
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Figura 5.3: PMFC con biocatodo reductor de oxigeno integrado (Wetser,
2015).

Figura 5.4: PMFC con plantas P. setaceum (A) (Chiranjeevi, 2012) y E.
crassipes (B) (Mohan, 2011).



Metodologia desarrollada

6.1. Diseno de la celda

Segtin se indic6 anteriormente, la metodologia a seguir se basa en el
CDIO, Conceiving, Designing, Implementing and Operating; por tanto
en esta seccién se desarrolla tanto la concepcién de la celda como su
disefio en software. Lo primero a tener en cuenta en la concepcion son las
variables de diseo, pues son aquellas las que permiten que los siguientes
pasos (Implementacién y Operacion) sean realizados correctamente con

los materiales y herramientas adecuados.

6.1.1. Seleccion de variables de diseno

La densidad de potencia de una PMFC estd determinada por varios
aspectos: radiacidn solar, eficiencia fotosintética de la planta, asignacién
de materia orgénica de la planta al suelo y eficiencia de la celda de com-
bustible microbiana (MFC), entre otros. Es importante saber cuales son

las variables de disefio de la celda de combustible para tener control so-
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bre el disefio de esta . Las variables consideradas como las mds relevantes
para el proyecto son: poblacion bacteriana, tipo de especie vegetal, me-
dio de implementacién y resistencia interna. A continuacién se presentan

dichas variables con mayor profundidad.

Tipo de planta

Uno de los parametros mas relevantes para la realizacion del proyec-
to, si no el mds importante, es determinar la especie vegetal a utilizar,
pues de ella depende la produccién de materia orgdnica disponible para
el consumo bacteriano. Para seleccionar la planta, se debe tener presente
una idea de cual va a ser el uso de la celda y su ubicacién (ambiente), y

que condiciones necesita para su supervivencia.

Algunas de la especies vegetales mds utilizadas como proveedor ali-
menticio de PMFC son: Glyceria maxima (Great Manna Grass, Euro-
pa), Spartina anglica (Espartina, Inglaterra), O. sativa (Arroz, Mundial),
Pennisetum setaceum (Fountaingrass, Africa y Asia), Eichhornia cras-
sipes (Jacinto de agua, Suramérica), entre otras (Nitisoravut y Regmi,
2017); (Kumar, Vishnuprasad, y Das, 2018). Cabe destacar que estas es-
pecies comparten, en cierta medida, algunas caracteristicas (Ecosistema,
caracteristicas de sus raices), que permiten evidenciar cuales plantas son
las mejores opciones y se tienden a implementar en una PMFC, de tal
manera que estas plantas, que fueron usadas en investigaciones en el te-

ma de este proyecto, fueron pre-seleccionadas.

Para seleccionar la especie vegetal a implementar, dentro de las pre-



seleccionadas, se usaron los siguientes criterios: largo de las raices, lugar
de habitat, condiciones ambientales de crecimiento, area de distribucién

(si son especies invasoras) y mantenimiento.

Poblacion microbiana

Las bacterias electroquimicamente activas son las encargadas de la
produccidén bioeléctrica en la celda a implementar; es por ello que se
decide tomar muestras de agua directamente del lugar de donde se tome
las plantas.

Se realiz6 una revisién conceptual sobre bacterias electroquimica-
mente activas por medio de buscadores booleanos como Google académi-
co y revistas de divulgacidn cientifica como Science Direct, donde se en-
contrd que entre las mas comunes estan las bacterias Clostridium buty-
ricum, Geobacter sulfurreducens, Pseudomonas aeruginosa, Shewanella
oneidensis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, entre otras (Romero
y cols., 2012). En este trabajo, con el fin de determinar la presencia
de bacterias electroquimicamente activas en la rizésfera de la planta, se
realizaron pruebas de identificacién microbiolégica e identificacion bio-

quimica.

Sustrato

Ademds de asegurar las plantas y las bacterias dentro de la celda de
combustible, se debe establecer el ambiente en el cual se introducen es-

tos organismos, es decir, se debe tener cuenta el sustrato, puesto que la



supervivencia de los organismos vivos depende de ello. Por tanto, los
nutrientes que se agreguen al suelo o al agua (en caso de ser necesa-
rio) deben permitir un aumento en el rendimiento general de la planta.
Ademéds, se agregd un compuesto nutritivo con Nitrégeno, Fosforo y Po-
tasio (NPK). El fertilizante seleccionado contuvo una mayor concentra-
cién de nitrégeno que, dentro de los elementos mayores, es el mas impor-

tante para las especies vegetales preseleccionadas (Valderrama, 1996).

Resistencia interna

Luego de haber definido las variables bioldgicas (tipo de planta, sus-
trato) del sistema , se continud con la definicién de las variables eléctri-
cas de las celdas, donde una de las limitaciones mas relevantes de estas
celdas es su resistencia interna, pues esta tiende a ser alta y limita la

densidad de potencia a generar (Helder, 2012).

Resistencia de membrana

Con respecto a esta clase de resistencia, es importante aclarar que la
primera condicién de disefio al respecto dependerd de si una membrana
se debe implementar en la celda. Generalmente, se usan membranas de
intercambio i6nico para mejorar la conduccion de iones que faciliten la
generacion de energia, pero es importante ya tener definida la potencia
del sistema porque la membrana influye directamente el la conduccién
eléctrica. Por consiguiente, la membrana puede llegar a mejorar dicho

proceso de obtencion de energia.



En este caso en particular, la implementacién de una membrana (o
resina) de intercambio i6nico es opcional, debido a factores econdémicos
y porque no se tenia definida la potencia inicial del sistema, la cual se
define al realizar el ciclo de operacion. Es por ello que se planteé la posi-
bilidad de implementar la membrana dentro de las celdas pero evaluando
los pros y contras, teniendo en cuenta que no se tenia conocimiento del

valor de densidad de potencia tedrico resultante del sistema.

Tipo de electrodos

Otro parametro de disefio a tener en cuenta es el tipo de electrodos
que se usen como receptores eléctricos, pues son los encargados de cap-
tar los electrones producto del metabolismo bacteriano y de permitir la
formacién de moléculas de agua por asociacién de iones HT y Oy ~
(Kumar y cols., 2018). Los materiales del electrodo deben ser conducti-
vos, biocompatibles y quimicamente estables en la solucion del reactor
(Bensaid, Ruggeri, y Saracco, 2015). Se realiz6 una revisién conceptual
de diferentes materiales que podria ser utilizados como electrodos en las
celdas, entre los cuales se encontraron elementos como el cobre, cromo,
carbono y zinc; se evaluaron caracteristicas de: versatilidad, conductivi-
dad, presentacién y precio (Bensaid y cols., 2015).

El posicionamiento de los electrodos dentro de una celda no ha sido
investigado a profundidad, ya que los investigadores implementan dis-
tintos tipos de electrodos en diferentes presentaciones y por lo tanto no

se tiene una guia de cdmo proceder en este sentido; sin embargo, es im-



portante tener en cuenta que deben ubicarse muy proximos a la rizésfera
de la planta (menor a 5cm), sobretodo el dnodo, para facilitar el pro-
ceso de obtencion de energia del potencial redox (Chiranjeevi y cols.,
2012). Adicionalmente, se ubicaron los electrodos teniendo en cuenta
que la teoria sugiere que el dnodo debe encontrarse idealmente en una
condicién anaerdbica, es decir, sin presencia de oxigeno, y el citodo en
condicidn aerdbica pero también en contacto con el sustrato (para este

caso el agua) (Groen, 2019).

Distancia entre electrodos y distancia rizosfera-electrodos

Uno de los factores que influye en la resistencia interna. como fue
mencionado, es la distancia promedio entre el dnodo y el catodo, pues
una larga distancia del 4nodo al catodo (mayor a 15cm) conduce a pérdi-
das de transporte bioeléctrico en el 4nodo (Chiranjeevi y cols., 2012).
En general, resulta que se ha demostrado que la resistencia interna del
PMFC, especialmente la resistencia del transporte, es un importante fac-
tor limitante en la potencia de salida del sistema. Investigaciones, como
las de (Chiranjeevi y cols., 2012), demuestran que a una mayor distancia
(+15cm), ya sea entre los electrodos o entre la rizésfera y los mismos,
se producen pérdidas en la potencia de salida del sistema, debido tanto
al tiempo de transporte como a la resistencia que pueden encontrar en el
¢amino”.

A su vez, debe tenerse en cuenta que la distancia debe ser la menor

posible (menor a 10cm), buscando conservar todos los elementos en sus



proporciones; también, esta clase de resistencia no solo puede llegar a
determinar la resistencia de transporte, sino que también determina otras
clases de resistencia como la resistencia de membrana y la resistencia
iénica, puesto que una distancia mayor conducird a una mayor resistencia
iénica y con eso a una mayor resistencia a la membrana (Helder, 2012).

Para mejorar esta condicidn, se han estudiado algunos disefios pa-
ra establecer una forma de la celda que permita una mayor captacién de
electrones y que reduzca la resistencia dada por el transporte. Para definir
la distancia entre los electrodos, se procedid a establecer una aproxima-
cién de las dimensiones de la celda tomando como referente las dimen-
siones del jacinto de agua que fueron de 15cm de ancho y 20cm de largo
aproximadamente. Sin embargo, la distancia entre los electrodos fue de-
terminada in situ, cuando ya se tuvo presente la forma de la celda, que es

el siguiente factor determinante en el disefio.

Forma de la celda

Tipicamente, se tienen dos formas de celda: la PMFC tubular y la
PMFC de placa plana. La siguiente figura ilustra las formas que puede
tener una PMFC:

Ahora bien, es relevante resaltar las caracteristicas de cada celda. La
celda tubular usualmente cuenta con un dnodo de forma tubular con una
membrana en el fondo del tubo y el citodo estd situado debajo del dno-
do. Cuando los electrones se producen homogéneamente en el compar-

timento anddico, la distancia de transporte promedio para que un protén



Figura 6.1: Forma tubular (a) y forma plana (b) de una PMFC. A=Anodo;

C=Catodo; M=Membrana; d,,,=Distancia anodo-membrana.

se desplace desde el dnodo a través de la membrana hasta el citodo es

relativamente larga (Helder, 2012).

En la celda de placa plana, el 4nodo y el cdtodo se colocan uno al la-
do del otro con una membrana verticalmente en el medio. De esta forma,
la distancia desde el dnodo hasta el cdtodo es menor y la resistencia al
transporte serd limitada. La figura 6.1.1 ilustra las dos formas de celda,
la tubular (a) y la de placa plana (b); Para determinar en ambos casos la
mejor distancia, se debe visualizar los componentes que estaran en ella
y también se debe tener en cuenta que no se puede reducir la distancia al
minimo (tendencia a cero), porque la relacion entre las dimensiones de
la celda y la potencia de salida tiene una tendencia hacia la proporciona-

lidad (Helder, 2012).

Por consiguiente, la seleccion de la forma de la celda a implementar
dependerd de como se requiere aceptar los electrones libres, como se
quieren conducir, y como esta compuesto el sustrato en la celda, que para

este caso en particular, se definié segun las caracteristicas morfoldgicas



del Jacinto de agua.

Otras variables relevantes

Dentro de otras variables que podrian ser considerados relevantes pa-
ra el disefio e implementacion del sistema, se encuentran las dimensiones
de la celda y la concentracion de las bacterias electroquimicamente acti-
vas; a pesar de su importancia, las relaciones de éstas con la generacion
de bioenergia estan en construccion atn, y por lo tanto la determinacién
de estas variables se llevo a cabo teniendo en cuenta las dimensiones del

jacinto anteriormente descritas.

Para las medidas de las dimensiones de la celda se tuvo en cuenta
principalmente la especie vegetal utilizada; por ejemplo, una investiga-
cion mostrada en los antecedentes que utiliz6 la misma especie vegetal,
dimensiond su celda de 38 x 25 x 28 cm, ya que las raices logran longi-
tudes de hasta 30cm (Mohan y cols., 2011). De la misma manera, depen-
diendo del nimero de plantas a ubicar dentro de la celda, las dimensiones
deben aumentarse. Si es un nimero par de plantas, se considera aumentar
de forma cuadrada pero si es impar, de forma rectangular, para mantener
un equilibrio en la disposicion de nutrientes a la rizésfera. En cuanto a la
concentracion bacteriana tampoco se tiene informacion relevante en este
campo de trabajo y, por ello, se caracteriz6 la poblacién microbiolégica
en el suelo para demostrar la presencia de bacterias electroquimicamente

activas.



6.1.2. Diseios

Se realizaron diferentes disefios conforme las necesidades particula-
res del sistema en un momento dado, es decir que se fueron disefiando
diferentes celdas a medida que se requerian cambios para mejorar la efi-
ciencia de las mismas.

De esta manera, se utilizaron los componentes seleccionados para
disefar en un software algunas posibilidades o candidatos como disefio
final de celda, determinando las ventajas y desventajas de cada uno de

ellos y asi lograr el disefio més eficiente posible.

6.2. Implementacion de la celda

Para poder implementar la celda disefiada, primero que todo se ad-
quirieron los componentes necesarios para su funcionamiento, compo-
nentes tanto bioldgicos como otros materiales; ademds, para asegurar la
presencia de bacterias electrogenas en las celdas se decidi6 realizar un
andlisis de identificacion de la poblacién microbiana en las muestras ob-

tenidas.

6.2.1. Adquisicion de componentes

Primero que todo se adquirieron comercialmente componentes tales
como los electrodos de grafito, las celdas (recipientes), el sustrato que
fue granito y cables de pinza tipo caiman como cables conductores para

conectar a los electrodos.



Por otra parte, algunos de los elementos como las plantas y el agua
con posible concentracion de bacterias electrogénicas, se pueden encon-
trar en cuerpos de agua eutréficos como algunas lagunas. Por lo tanto,
para efectos de la obtencién del Jacinto de agua, se procedié a extraer
especimenes de la laguna de Fiquene, en Cundinamarca, Colombia.

Con respecto al agua, se tomaron muestras en botellas de vidrio de
250mL previamente esterilizadas. Cada muestra contenfa 200mL apro-
ximadamente de agua (se dejé una altura de 4cm de aire para la oxige-
nacién de las muestras. El agua se tom6 de dos zonas diferentes; la zona
1 consta de la orilla de la laguna y la zona 2 se refiere a la ubicacién
de la isla flotante; el objetivo de recolectar muestras de agua de dos zo-
nas diferentes, pero relativamente cercanas, entre si era determinar si la
poblacién de las bacterias electrégenas era mayor en alguna de las dos.
Las muestras se recolectaron a temperatura ambiente, de unos 14°C y se

conservaron en nevera a unos 4°C aproximadamente hasta su andlisis.

6.2.2. Recuento de la poblaciéon microbiana

Se realiz6 el anélisis microbiolégico sobre las muestras de agua ob-
tenidas; para ello, se realizé recuento de colonias por medio de cultivo
en agar PlateCount. Es importante enfatizar en que se realiz6 el anélisis
a dos clases de muestras diferentes: se tiene la Zona 1 (Z1) como la orilla
de la laguna y la Zona 2 (Z2) como la zona de la isla flotante del Jacinto

de agua.

Entonces, se tom6 una botella de muestra de agua de cada zona al



azar y de ellas se realizaron tres diluciones de relacién 1:10 y tres repeti-
ciones de cada una una de las diluciones. En total se realiz6 el andlisis a
28 muestras, 20 de PCA y 8 de Cetrimide, contando las muestras Stock.

Primero, se procedi6 a realizar la preparacién de los medios de cul-
tivo necesarios para el recuento. Para preparar el medio de cultivo, se
utiliz6 agar PlateCount (PCA) y se prepar6 de acuerdo a lo especificado
de la marca (Ver anexo B). Ademas, se procedi6 a preparar solucién sa-
lina al 80 % p/v, que permite mezclarse con las muestras de agua y asi
preparar las diluciones de la muestra.

Ya preparados los agares y la solucion salina, se esterilizé todo en
autoclave (MaXterile 80, DAIHAN Scientific) a 121°C por 15 minutos
a 15 libras de presién. Siguiente a ello, se realizaron diluciones seriadas
en base diez, por lo que 10mL de solucién contenia ImL de la mues-
tra de agua de la laguna y el resto de la solucién era la solucién salina
previamente hecha. Las diluciones se realizaron hasta 1073, ya que se re-
comienda llegar hasta este orden cuando se realiza andlisis de muestras
de agua (Sebek y Randles, s.f.).

Luego, se procedi6 a realizar el vertimiento en cajas de Petri previa-
mente esterilizadas en una cabina de flujo laminar (Purifier Class Il Bio-
safety Cabinet, Labconco). Por tltimo, y cuando el agar ya estaba sélido
y listo para usar, se procedié a realizar la siembra de las diluciones, la
cual se hizo en superficie, teniendo en cuenta tres réplicas para cada una
de las diluciones (Stock, 1071, 1072 y 10_3). Después de sembradas, las
muestras se llevaron a incubadora (HERATherm, Thermo Scientific) a

37°C por 48 horas. Pasado el ciclo de incubacién se hizo lectura de los



resultados, partiendo de que la dilucién que cumple con la norma de més
de 30 colonias y menos de 300 es a la que se hace el recuento y luego se

multiplica por el inverso del factor de dilucién.

6.2.3. Identificacion presuntiva de la poblacion microbiana

Luego, se procedi6 a revisar que las muestras de agua recolectadas
tuviesen presentes bacterias electroquimicamente activas, pues de es-
to depende la produccién bioenergética. Se realizé la identificacién de
Pseudomonas sp. por medio de cultivo en agar Cetrimide. La metodo-
logia seguida fue similiar a la realizada para el recuento, exceptuando
que el agar a preparar segin los especificado, es agar Cetrimide (Ver
anexo B). Con respecto a la siembra de muestras, también se realizaron

tres diluciones pero sélo una réplica de cada dilucién.

Ademads de realizar la identificacion presuntiva de Pseudomonas sp.
en las muestras de agua, se realizé un andlisis bioquimico de las mis-
mas; dicho anélisis se realizé por medio de un kit llamado RapID Sys-
tem, especificamente RapID ONE System de laboratorios Remel®). Por
lo tanto, se realizé la identificacion segin manual instructivo del kit y
se analizaron los resultados segtn la interpretacion de las pruebas del
sistema RapID ONE, tabla que se encuentra en el anexo E. Este proce-
dimiento se realizé con una réplica adicional, es decir que se utilizaron
dos kits para corroborar los resultados y asi asegurar la confiabilidad de

los mismos.



6.2.4. Ensamblaje de la celda

La celda se ensamblé preliminarmente segtn el disefio establecido
(cuarto disefio), sin embargo, se tuvo que realizar una serie de cambios
en el prototipo y por lo tanto, se recurri6 a planificar algunas estrategias
para aumentar la potencia de las celdas.

Ademds se implementaron un total de tres celdas para ayudar en el
analisis estadistico y como control de errores; adicionalmente, se imple-
mentaron tres celdas MFC, con el objetivo de contrastar los resultados
en la generacién de bioenergia y asi asegurar la importancia de la planta

en el sistema.

6.2.5. Estrategias para maximizar la potencia

La primera estrategia const6 de cambios en los cables conductores
debido a que se presentaron inconvenientes con las pinzas caimén. La
segunda fue la bioaumentacién de Pseudomonas sp. en las celdas de

combustible.

Cambios en los cables conductores

Con respecto a esta estrategia, lo primero fue observar cuantitativa-
mente (por los datos obtenidos del multimetro) y cualitativamente (revi-
sién del material de los cables) los cables conductores que eran los tipo
pinza caimdn. Luego de ver los resultados, se cambiaron por alambre de
cobre de calibre 10. Los alambres se cortaron de 15cm de longitud y se

ubicaron a lo largo del electrodo donde Scm quedaron descubiertos pa-



ra conectar al multimetro por medio de los cables de pinza y se juntd

usando cinta aislante en dos extremos del alambre.

Después de analizar los resultados, se decidié cambiar la forma del
alambre a un esquema helicoidal de 7 vueltas para brindar un mejor aga-
rre del cable al electrodo y una mayor 4rea de contacto con respecto a
la anterior configuracion, ademds de disminuir el calibre del alambre a
calibre 15 con el objetivo de mejorar la conductividad del alambre para
hacer la hélice; para este caso solo se utiliz6 cinta para fijarlo a la pared
de la celda (cétodo) y el fondo (dnodo). Se analizaron nuevamente los
resultados.

Por tltimo, se procedié a realizar otro cambio; entonces, se cortd
un extremo del cable de extremo de pinzas y se pel6 hasta dejar 10cm
de filamentos de cobre, los cuales se pegaron con cinta al electrodo. Se

analizaron nuevamente los resultados.

Aumento de la poblacion de Pseudomonas sp. en las celdas

Para ello, primero se prepararon los medios de cultivo y caldos ne-
cesarios. Entonces, se usaron el agar nutritivo, el caldo LB y el caldo
nutritivo. Los medios de cultivo preparados se llevaron al autoclave y
luego de haber pasado el ciclo de autoclavado, se procedi6 a realizar el
vertimiento del agar nutritivo en cajas de Petri previamente esterilizadas.

En la metodologia previa, se habia dispuesto el andlisis microbidlo-
gico de las muestras de agua para la identificacién de Pseudomonas sp., y

por tanto, las colonias de los medios identificados con Pseudomonas sp.



fueron utilizados como base para la siembra en los medios nutritivos. Se
realiz6 la siembra en 5 cajas de Petri, donde en 3 de ellas se realizé una
siembra por estrias en dispersidn/masivo y en los 2 restantes se realizd
una siembra por estrias en aislamiento (con el asa cargada se hicieron
3 0 4 estrias). Luego de sembrar las colonias, se llevan a incubadora de
24—48h a 37°C.

Pasado el tiempo de incubacion, se tomaron colonias de las cajas de
Petri sembradas por masivo para introducirlas en los tubos de ensayo
con caldo LB; los caldos se llevaron a un agitador orbital con incubacién
(ES-60, Demo scientific) 24 horas a un temperatura de 37°C y a 150rpm.
Luego de haber transcurrido el tiempo indicado se sacaron del equipo,
obteniendo asi el preindculo de crecimiento. Para verificar que las co-
lonias en proceso de crecimiento fueran de Pseudomonas sp., se realizé
una tincién de Gram; para este procedimiento, se agregaron algunas go-
tas del preindculo y luego se agregaron gotas de violeta de genciana,
lugol, alcohol acetona y safranina. Para observar los resultados se uti-
liz6 un microscopio Olympus CX31 y se aplic6 aceite de inmersion a la
muestra para mejor observacion, la cual se hizo con lente de 40x (Lépez
y cols., 2014).

Siguiente a ello, se selecciond un preindculo que no presentaba so-
brenadante y se introdujo en el Erlenmeyer del caldo nutritivo y se dejo
en agitacion constante en el shaker a 150 rpm y 37°C por 72h. Por qlti-
mo, se recolectd el indculo en una botella estéril de S00mL y ya en las
PMEFEC se adicionaron 100mL aproximadamente del in6culo a cada una

de ellas.



6.2.6. Determinacion de la demanda de oxigeno

Debido a que, en condiciones ideales, el dnodo deberia estar en un
ambiente anaerobio (Groen, 2019), se procedié a realizar pruebas de
DQO y DBO a muestras de agua de diferentes momentos; ademas, es-
tas pruebas re sealizaron para conocer el estado del agua en las celdas
a través del ciclo de operacién; por lo tanto, una muestra se obtuvo del
agua de las PMFC, la segunda se obtuvo del agua de las MFC y la tercera

del agua lluvia que se anadia periédicamente a las celdas.

Demanda quimica de oxigeno

Para la prueba de DQO se utiliz6 el kit de DQO de Merck®). En-
tonces, se tomaron las 3 muestras, donde se realizaron con dos concen-
traciones de reactivo B diferentes y se hicieron por duplicado para un
total de 14 pruebas (contando el blanco y su duplicado). A cada tubo
de dqo se agregaron 0,3mL de reactivo A, luego 2,85mL de reactivo
B (10-100ppm) o 2,30mL (100-1500ppm) y 3mL de la muestra (Merck,
s.f.). Siguiente a ello se llevaron a un termoreactor (Spectroquant TR420,
Merck) en un ciclo de 2 horas; pasado el ciclo se hizo lectura de los resul-
tados a 446 y 585 nandmetros en un espectrometro (Genesys 5, Thermo

Scientific).

Demanda bioldgica de oxigeno

Para la prueba de DBOs3; se utilizé el Sistema de medicién respi-

rométrico OxiTop®de Xylem para la medicion de autodiagndstico de



DBO con muestras sin diluir; se realizaron 3 puntos de medicién, uno
para cada muestra, donde se agregaron 100mL de muestra, 2 gotas del
inhibidor de nitrificacion y 4,8g aprox. de NaOH. (Xylem, s.f.) Se de-
jaron en un ciclo de 5 dias (DBOs)y transcurrido dicho periodo se hizo

lectura del registro de los resultados.

6.3. Operacion de la celda

6.3.1. Evaluacion de potencia y de densidad de potencia

Para determinar la potencia de las celdas, se procedi6 a realizar me-
diciones del voltaje y de la corriente de cada una de ellas. Para ello se
us6é un multimetro (MUT-33, Truper) y se midi6 el Voltaje de circuito
abierto (Voc) y la Corriente de cortocircuito (Isc), conectando los cables
conductores de la celda (terminado en extremo de pinza) a los termina-
les del multimetro. Con los datos obtenidos y usando la ecuacién 6.1, se

obtuvo la méxima transferencia de potencia de la PMFC.

V2
p=_0¢ 6.1
1 Ry (6.1)
siendo,
Ve
Ry, = % (6.2)
SC

Donde P es la potencia en Watts (W), Voc es la tensién en circuito
abierto dada en Volts (V), Isc la corriente de corto circuito dada en am-

perios (A) y Ry, la resistencia de thévenin dada en ohms (£2). La densi-



dad de potencia se calculd al dividir la potencia eléctrica obtenida entre
el area de la celda; debido a la forma de ésta, se optd por realizar una
aproximacioén a un cilindro con sus circulos de 4rea igual a 0,023m2.

Entonces, la ecuacién seria la siguiente:

P

W=_—-
P =0, 023m2

(6.3)

Luego de haber realizado las estrategias para maximizar la poten-
cia, la operacién se midié de la misma manera que bajo las condiciones
iniciales, pero esta vez se midi6 la resistencia interna de la celda con
el multimetro para calcular la maxima transferencia de potencia a partir
de la ecuacién 4.4 y asi comparar los resultados de los dos métodos de

célculo de potencia.






Resultados y discusion

7.1. Diseno de la celda

Al haber realizado una seleccién previa de las variables de disefio
mads relevantes para el desarrollo de la celda de combustible, se realiz6

la seleccién de los componentes.

7.1.1. Seleccion de componentes
Tipo de planta

Se selecciond la especie vegetal E. crassipes. Sus caracteristicas ta-
les como el largo de sus raices (permite una mayor interaccién con los
electrodos), sus condiciones de crecimiento (Mohan y cols., 2011), y
su disponibilidad en el territorio colombiano, hacen al jacinto de agua
idoneo para ser utilizado en una PMFC.

Un pardmetro muy importante para la seleccion fue la rizésfera, es-

pecificamente, su longitud, grosor, y demds caracteristicas que sobresa-
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len en la absorcion de nutrientes y liberacién de desechos; entre mejores
propiedades tenga la rizésfera, mas posibilidades de mantener un ciclo
continuo del metabolismo vegetal y bacteriano podré realizarse sin in-
convenientes, de tal manera que tanto las bacterias como la planta no se
vean afectados en cuestion de disponibilidad nutricional (Mohan y cols.,
2011).

Tipicamente en una PMFC se utilizan plantas que pueden crecer con
sus raices en condiciones de anegacidn para evitar la entrada de oxigeno
del aire en el d&nodo, puesto que si hubiera oxigeno disponible en el ano-
do, los electrones serian utilizados directamente para la reduccién de
oxigeno y se perderian durante la produccién de electricidad (Gowtham
y Shunmug, 2015). Muchas especies herbaceas, incluida E. crassipes,
pueden sobrevivir bajo condiciones de inundacién (Helder, 2012).

Por ultimo, se tuvo en cuenta la ruta fotosintética que lleva a cabo la
planta para realizar el proceso de fotosintesis; existen tres rutas, C3, C4 y
CAM, donde la ruta C4 sugiere ser la mas eficiente (YourArticleLibrary,
s.f.) pero a pesar de ello, otros factores estrechamente relacionados co-
mo el drea foliar y el ambiente de la planta pueden mitigar la deficiencia
en las otras rutas (Nitisoravut y Regmi, 2017). E. crassipes presenta una
ruta C3, pero es compensada con el area de sus hojas, la cual es mayor en
comparacion a varias plantas y pastos que tienen una ruta C4, y por en-
de, se le considera competitiva para usarse en estos proyectos de PMFC
(Nitisoravut y Regmi, 2017).

Las parametros resultantes de las plantas fueron los siguientes: El

4rea foliar promedio del jacinto fue de 22cm? aproximadamente, el peso



de un espécimen fue de 200g y la longitud de las raices de unos 14cm en

promedio.

Propiedades del medio

Los requerimientos nutricionales para E. crassipes no son significati-
vos (por eso se considera al jacinto de agua una maleza acudtica) puesto
que esta especie es capaz de sobrevivir en ambientes con poca disponibi-
lidad de oxigeno disuelto en agua y no necesitan de constante nutricion
de elementos mayores (N, P, K) (Mohan y cols., 2011), pero pueden ob-
tenerlos por medio de fertilizantes. Sin embargo, el hecho de que no ne-
cesite en gran medida de dichos nutrientes, no significa que no se pueda
afadir una solucién nutritiva para la planta y mejorar su rendimiento, y
por lo tanto, también mejorar su metabolismo, que a su vez incrementaria
el rendimiento de consumo bacteriano (Nitisoravut y Regmi, 2017). Se
decidio utilizar un fertilizante compuesto liquido. Se selecciond el ferti-
lizante ferti Foliar completo (Agroindustrial S.A.S.), el cual se compone
de 200g/L de Nitrégeno, 100g/1 de Fosforo, 50g/1 de Potasio y contiene
otros oligoelementos necesarios para el desarrollo de la planta. el medio
se compuso de agua y gravilla (asimilando el medio donde se encuentran
las plantas naturalmente); cabe enfatizar que el agua inicial fue recolec-
tada directamente del mismo lugar donde se obtienen las plantas para
que la carga de nutrientes sea similar a la que constantemente estaban
recibiendo y para que el cambio de ambiente no genere altos niveles de

estrés en las plantas que puedan afectarlas fisiolégicamente.



Resistencia interna

Se decidi6é no implementar una membrana de intercambio i6nico en
la celda ya que no se conoce la energia que podria resultar del proceso y

porque no se busca perder ninguna carga iénica.

Ahora bien, en cuanto a los electrodos el material més versatil re-
sultd ser el carbono (Bensaid y cols., 2015). El fieltro de grafito es uno
de los materiales mas utilizados como electrodos en el laboratorio; sin
embargo, se pueden usar granulos de grafito més pequefios en el dnodo
para lograr una mayor produccién de potencia en un PMFC debido a una
mayor superficie efectiva, lo que aumenta el contacto entre los microor-
ganismos y el grafito, induciendo asi una menor resistencia interna y una
mayor densidad de potencia (Deng y cols., 2012). Por lo tanto, se selec-
cionaron electrodos de grafito en presentacion de barras compuestas de

granulos compactos de 10cm de longitud y 1cm de didmetro.

En cuanto a la forma de la celda, la forma tubular presentaria una
ventaja con respecto a la de placa plana, en tanto que las raices de la
planta se acoplan mejor a esta forma (Helder, 2012); sin embargo, se
deben ajustar también los electrodos para que se mantengan las propor-
ciones, es decir, también deberian tener forma tubular para facilitar la in-
teraccion con la rizosfera del Jacinto. Por lo tanto, se decidié desarrollar
una celda con forma tubular debido a las caracteristicas de E. crassipes,
de tal forma que exista un mejor acople y permita una mayor libertad
al movimiento de las raices. Como los electrodos seleccionados fueron

barras de grafito, es decir que también son tubulares, también permiten



una mayor conductividad eléctrica y un mejor acople a la rizsfera de la
celda, abarcando mas espacio con mayor superficie de contacto (Bensaid
y cols., 2015).

Teniendo en cuenta los parametros de disefio seleccionados y los
componentes escogidos, lo siguiente a realizar fue el disefio de la celda
de combustible. Para ello se utilizaron diferentes herramientas de soft-
ware y, por consiguiente, se realizaron varios modelos a medida de que

los pardmetros lo requerian.

7.1.2. Modelos y planos
Primer disefio

El primer disefio de la celda se desarrollé en un software llamado
Tinkercad, el cual permitié modelar una celda base que sirvié como eje
principal para los demads disefios; por tanto, el disefio preliminar parte
con una especificacién de drea de 1'm? y 1m de altura; ademds se esta-
blecieron proporciones base en el recipiente o tanque de 50 % de suelo y
30 % de agua (el restante 20 % es de aire). Ademds, el sistema contiene
un par de electrodos ubicados a 10cm de profundidad y con tres plan-
tas. La razén de por qué se tendria a mds de un individuo de Jacinto de
Agua en el sistema es para un mayor aporte de biomasa para el consumo
microbiano. De igual manera, la razén de que los electrodos estén sumer-
gidos en el sistema es para una mejor interaccioén con las comunidades
bacterianas.

Ahora bien, este disefio base tiene algunos problemas que hacen que



Hantas

Agua

suelo

Figura 7.1: Primer disefio de 1a PMFC realizado en Tinkercad.

no sea viable implementarlo; uno de ellos es la proporcién de la energia
en términos de determinar el aporte de nutrientes de cada planta, pues
resulta que no se percibe uniformidad y una relacién métrica entre cada
una de las plantas y por lo tanto, no se podria decir que el aporte de nu-
trientes es el mismo por cada celda. Otro problema, teniendo en cuenta
el parametro de proximidad entre los electrodos, es la ubicacién de los
mismos dentro de la celda, ya que a nivel técnico, el modelo no represen-
ta la ubicacidn, en términos espaciales, de los electrodos y al no tener la
uniformidad anteriormente mencionada, tampoco se podria determinar
el aporte energético de cada subsistema (planta-rizésfera-microbiota),
ademds, no se considerd para este disefio que la teoria sugiere que uno
de los electrodos, el catodo deberia ser aerébico (Gowtham y Shunmug,

2015). Ademads, no se tuvo en cuenta la naturaleza de la planta, pues



las proporciones de suelo y agua no correspondian o se alejaban de la
realidad, pues el Jacinto de agua se localiza, precisamente, en cuerpos de
agua de diferentes profundidades y, entonces, el porcentaje de agua debe
ser mucho mayor al de tierra. Por dltimo, las dimensiones de la celda
resultaron ser muy grandes en términos de permitir la portabilidad de la

celda, por lo que debian ser ajustadas.

El software Tinkercad presentaba ciertas limitaciones, sobretodo, pa-
ra ilustrar los planos de la celda, ya que Tinkercad no presenta esta op-
cion y a pesar de que el programa contaba con una interfaz muy amigable
con el usuario y que tenia modelos preestablecidos como las plantas, se
decidié cambiar de software a Fusion 360 para los disefios posteriores,
pues es un software con licencia gratuita para instituciones educativas y
ademds de ello permite realizar disefios de manera eficiente, e incluye la

caracteristica de obtener los planos a partir de los disefios realizados.

Segundo disefio

Como se menciond anteriormente, se realizaron los demas disefios
en el software de Autodesk, Fusion 360, ya que permite visualizar mo-
delos mds realistas y también permite la creacién de planos a partir de los
modelos. Teniendo en cuenta el primer disefio realizado en Tinkercad, se
hicieron algunos ajustes para mejorar el drea de la celda, uniformidad en
la obtencién de la energia por cada planta, y la ubicacién de los elec-
trodos en la celda. Por consiguiente, se establecié un disefio similar al

basico pero con una distribucién diferente, mas rectangular, que permi-



tiese ubicar los elementos del sistema de forma tedricamente simétrica.
Estos disefios constan de los mismos elementos, la celda base, los elec-
trodos y el agua y suelo, teniendo en cuenta que las proporciones ahora
era 20 % de suelo y 50 % de agua, ya que segtn el estudio realizado con
E. crassipes mostrd que, siendo una planta acudtica, el recurso liquido
era mds importante (Mohan y cols., 2011) (el 30 % restante correspon-
de a aire). En cuanto a sus dimensiones se buscaba que el drea también
fuese de 1m? como minimo asf que las dimensiones eran de (0.5 x 2 x
1)m; también contenian tres plantas de Jacinto de agua y dos electrodos

sumergidos (Ver figura 7.2).

Celda

Ciatodo -

Anodo —
~ Agua

im

= Suelo

Figura 7.2: Segundo disefio de la PMFC, realizados en Fusion 360.

Se decidié que este disefio tampoco era viable para su implementa-
cién debido a varios factores, teniendo en cuenta que al mejorar variables
que permitian un mejor andlisis (como por ejemplo la distribucién de

biomasa por cada planta) hacia que se perdieran otras mas importantes



en términos pricticos, como la portabilidad del sistema.

Resulta que este disefio tenia unas dimensiones considerables que
afectaban la portabilidad de la celda, pues desde un inicio se plante6
que la misma, dentro de sus requerimientos de calidad, tuviese la propie-
dad de ser portétil; si se analiza que la celda tendria que llenar la mitad
de su volumen sélo con agua, ademds del suelo y las plantas (la ma-
sa de los electrodos es despreciable en comparacién con lo demads), la
celda seria muy pesada y se perderia ese criterio de calidad establecido.
Por otra parte, y partiendo de esas dimensiones, no seria suficiente te-
ner solamente dos electrodos para recoger los electrones libres, ya que
se necesita que los electrodos estén lo més cercano a la rizésfera de la
planta (Chiranjeevi y cols., 2012) y la distancia entre ellos sea corta; pe-
ro al tener todo ese espacio y tres plantas, se hace més dificil y lenta la
recoleccién de energia eléctrica. Dicho lo anterior, se decidié cambiar
nuevamente el disefio de la celda a uno que permitiera ser portatil y que

las caracteristicas para la recoleccién fueran mejores.

Tercer diseno

Este diseio fue el seleccionado para su implementacion, ya que pre-
senta ventajas muy concretas con respecto a los disefios anteriores; pri-
mero que todo, este diseflo permite que la celda pueda ser portétil pues
sus dimensiones base son de 17cm de didmetro y 15cm de altura, me-
nores a las anteriores celdas, y porque s6lo se contempla una planta por

celda. Se opt6 por afiadir solamente una planta por cada celda para que la
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Figura 7.3: Tercer disefio de la PMFC realizado en Fusion 360.

portabilidad mejorara y para que los resultados a obtener estuviesen liga-
dos a esa planta en particular, conociendo el aporte relativo de la misma.
Ademads, la forma de la celda es tubular, lo que favorece la eficiencia de
la misma, ya que la ubicacién de los electrodos puede llevarse a cabo de

tal manera que estén en buen contacto con la rizosfera de la planta.

Por otra parte, y gracias a la comunicacién que se tuvo con funciona-
rios de Plant-e (Groen, 2019), se conocié que para mejorar las condicio-
nes eléctricas de salida del sistema, es importante ubicar los electrodos
de tal manera que, ademds de los factores mencionados, el 4nodo se en-
cuentre dentro de un ambiente lo mas anaerdbico posible y el catodo se
encuentre en un ambiente aerdbico, pero también esté sumergido parcial-
mente. Por lo tanto, se aplic6 de tal manera que la altura de los electrodos
con respecto a la base sea diferente. En la figura 7.3, se aprecia el disefio

establecido; sin embargo, para observar todas las medidas, se realiz6 un



plan de disefio que se encuentra en el anexo B.

7.2. Implementacion de la celda

7.2.1. Adquisicion de componentes

(a) Cuenca de la laguna de (b) Ubicacién aproximada
Faquene actual (en negro) y el del sitio de recoleccién de
antiguo lago (en rayado). E. crassipes

Figura 7.4: Adquisicién del Jacinto de agua en la laguna de Fiquene

Los individuos de E. crassipes, se obtuvieron de una isla flotante
ubicada en el area perimetral de la laguna, a unos 500m de la orilla, en la
zona sur-occidental. En la figura 7.4, se puede observar la geografia de
la laguna junto con la localizacién aproximada del punto de recoleccién
del Jacinto de agua. En la figura 7.5 se puede observar la isla flotante de

E. crassipes:



Figura 7.5: Isla de Jacinto de agua encontrada en el perimetral de la La-

guna de Fiquene.

7.2.2. Recuento e identificacion de la poblacion microbiana
Analisis microbiolégico
Recuento de colonias

Para la zona 1 (Orilla de la laguna de Fiquene) y segtin el criterio ex-
puesto en la metodologia, la solucién madre cumplié con el requisito de
mas de 30 y menos de 300 colonias, por lo cual se escogié para realizar
el recuento, de tal manera que se obtuvo un total de 259 UFC/mL, lo que
quiere decir que no habia necesidad de diluir las muestras de agua para
realizar el recuento. Para la zona 2 (Isla de Jacinto de agua), solo la caja
que contenia la dilucién de 10~3 no tenfa presencia de colonias; de resto
las demas cajas si tenian presencia de microorganismos pero no se pudo

contar debido a que la segunda dilucién no tenia mas de 30 colonias y



las otras dos diluciones sobrepasaban las 300 colonias, ademds de obser-
var agrupamientos localizados de varias colonias no cuantificables, ob-
teniendo como resultado que hay presencia de mesdéfilos o heterétrofos.
Con la muestra Stock sucedi6 algo adicional y es que se observo la pre-
sencia de dos tipos de microorganismos diferentes; sin embargo, uno de
ellos presentd un crecimiento tipico gram-negativo lo que puede indicar
la presencia de bacterias electroquimicamente activas que generalmente
son de este tipo. En la siguiente figura se pueden observar algunos de los

resultados mas relevantes.

Figura 7.6: Unico agar PlateCount cuantificable con 259 colonias (Zona

1).

Teniendo en cuenta que el agar PlateCount se utiliz6 con el objetivo
de realizar el recuento de bacterias mesofilas presentes en la muestra de
agua, se puede determinar que si hay crecimiento bacteriano, ya que al
relacionar la composicién quimica del agar se deduce que la comunidad
bacteriana en crecimiento utiliza la Triptona y el Extracto de Levadura

como las fuentes de nitrégeno y de vitaminas que se requieren para su



crecimiento, y la glucosa actia como fuente de energia (Difco, 2009).

Identificacion presuntiva de Pseudomonas sp.

De igual forma, se realiz6 la observacién de las cajas de ambas zo-
nas; con respecto a la zona 1, se obtuvo que no se formaron colonias
en ninguna de las muestras ni diluciones y por tanto no se establece la
presencia de P. aeruginosa en la orilla de la laguna de Fiquene. Con
respecto a la zona 2, se obtuvo que solo en la muestra Stock hubo pre-
sencia de colonias; estas colonias presentaron caracteristicas definidas
como una fluorescencia de tonos verdes, color semitransparente y un as-
pecto cremoso. Lo anterior sugiere que si hay presencia de P. aeruginosa
en el agua donde se encontraba la isla flotante del Jacinto de agua; sin
embargo, la muestra se observo con estimulo de luz ultravioleta (UV) pa-
ra determinar la fluorescencia generada por la piocianina y fluoresceina
(BD, 2013), ya que se debe notar (caracteristica propia de P. aeruginosa.
Aunque la observacion esta sujeta a la capacidad visual del observador,
no se notd alguna fluorescencia, de tal manera que se puede tratar de una
cepa de Pseudomonas pero de otra especie que no produzca piocianina o
fluoresceina (BD, 2013), y por tanto se procedié a repetir la prueba, pero

esta vez solamente para las muestras Stock y de la primera dilucién.

Teniendo en cuenta que el agar Cetrimide se usa cominmente pa-
ra el aislamiento selectivo de Pseudomonas aeruginosa por medio de
una produccién mayor de piocianina de Pseudomonas aeruginosa (BD,

2013), se puede inferir que se identifica presuntivamente P. aeruginosa.



(a) Zona 1 (b) Zona 2

Figura 7.7: Resultados de crecimiento de P. aeruginosa

La presencia bacteriana se debe a que la peptona le sirve como fuente de
nitrégeno, y el glicerol lo utiliza como fuente de carbono y energia. La
produccién de piocianina se estimula mediante el cloruro de magnesio y
el sulfato potasico en el medio. La cetrimida (bromuro de cetil trimetil
amonio) es un compuesto de amonio cuaternario que inhibe una amplia
variedad de otros organismos, incluidos otras determinadas especies de
Pseudomonas spp. y organismos relacionados (BD, 2013).

Por lo tanto se presume la identificacién, por medio de técnicas mi-
crobioldgicas, de una especie de Pseudomonas sp. con una probabilidad

de que sea P. aeruginosa.

Repeticion de las pruebas

Las pruebas se repitieron con el objetivo de obtener mejores resul-
tados. La prueba esta vez solamente se realizo para 8 cajas de PCA 'y 6
de Cetrimide, ya que para el recuento se hizo para las dos zonas, mues-
tra stock y primera dilucién, y dos repeticiones; para la identificacién se

hizo para la zona 2, stock y primera dilucion, y tres repeticiones.



Sin embargo, para el caso del recuento no se obtuvieron mejores re-
sultados debido a que las colonias no podian ser cuantificadas con preci-
sién. En contraste, las colonias en los agares de Cetrimide fueron mayo-
res en comparacion a las primeras pruebas, de tal forma que pudieron ser
utilizadas para la prueba de identificacién bioquimica. A continuacién se

observan los resultados del recuento y de la identificacién:

(a) Zona 1 (b) Zona 2

Figura 7.8: Recuento de microorganismos en la repeticion de la prueba

(No cuantificable).

Figura 7.9: Colonias crecidas en el agar Cetrimide en la repeticién de la

prueba (Zona 2).



Analisis bioquimico

Como se menciond en la metodologia, se realizé el andlisis bioquimi-
co por medio del kit RapID ONE System de laboratorios Remel(®), con
el fin de soportar la identificacién presuntiva realizada en agar cetrimi-
de. El sistema es un micrométodo cualitativo que utiliza sustratos con-
vencionales y cromogénicos para la identificacién de microorganismos
médicamente importantes como Enterobacteriaceae y otros bacilos se-
leccionados que son Gram—negativos y negativos a la oxidasa. Los mi-
croorganismos que este sistema es capaz de detectar son: Proteus vulga-
ris, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter aeroge-
nes (OXOID, s.f.). Los resultados se pueden visualizar en el anexo G,
en donde se presenta el resultado cualitativo (posibilidad de cambio de
color) para cada pozo de la prueba, para un total de 19 posibles cambios,
y una prueba aislada del kit que es evaluar su reaccion frente al peréxido
de hidrégeno (H2Os). Los resultados de la identificacién colorimétrica

fueron los siguientes:

(a) Antes de afiadir los reactivos (b) Después de afiadir los reactivos

Figura 7.10: Resultados de la prueba de identificacién RapID ONE.

Las bacterias aisladas fueron positivas para: TET, LIP, KSF, SBL,



Figura 7.11: Resultado de la prueba de exposicién a perdxido de

hidrégeno.

GGT, ADON y OXI, lo cual indica o concuerda en su mayoria con lo es-
tablecido en la tabla de lectura del kit para Pseudomonas aeruginosa. Sin
embargo, los resultados obtenidos también se compararon con el cuadro
de control de calidad que presenta el manual de uso, el cual permite iden-
tificar alguna de 4 especies posibles (Proteus vulgaris, Escherichia coli
y Enterobacter aerogenes ademés de P. aeruginosa); los resultados de la
comparacion se pueden observar en el anexo G. Por tanto, se compar6
cada resultado para establecer la compatibilidad de los microorganismos
investigados con los posiblemente identificables. Se obtuvo que el to-
tal de desaciertos fue menor para Pseudomonas aeruginosa con un total
de n=5, y que los otros tres microorganismos posiblemente detectables
fue mayor (7, 9 y 11 respectivamente) y por tanto, en teoria el género
identificado si es Pseudomonas sp., pero al presentar algunos resultados
negativos, se investigd si podria tratarse de una especie diferente.
Entonces, las pruebas de resultado negativo fueron 5 las cuales se
refieren a reacciones en presencia de: arginina (ADH) que se basa en
la hidroélisis del sustrato aminodcido que da lugar a productos alcalinos

que aumentan el pH y cambian el indicador, aldehido de azicar (KSF)



y sorbitol (SBL) que se refiere a la utilizacion del hidrato de carbono
como sustrato que da lugar a productos dcidos que bajan el pH e inducen
el cambio del indicador, prolina-/3-naftilamida (PRO) que se basa en que
la hidrélisis enzimatica del sustrato de acrilamida libera Snaftilamina
que se detecta con el reactivo RapID ONE, y adonitol (ADON) que se
refiere a la utilizacién del hidrato de carbono como sustrato que da lugar
a productos 4cidos que bajan el pH e inducen el cambio del indicador
(OXOID, s.1.).

Sin embargo, la presencia o ausencia de arginina dihidrolasa no es de
alta importancia para P. aeruginosa porque algunas veces no se pigmen-
tan (King y Phillips, 1978), y por lo tanto sugiere que no es estrictamente
negativo el resultado de la prueba bioquimica pues existe una tendencia
variable en la reaccién con arginina para P. aeruginosa. También en ese
estudio se observo que todos los aislamientos de P. aeruginosa no pudie-
ron atacar la caseina, la gelatina, la ramnosa y el sorbitol, y produjeron
un pigmento marrén pélido en la tirosina. Es por ello que en cuanto a
la prueba de sorbitol, el resultado parece ser estrictamente negativo y
no tratarse de este microorganismo sino que posiblemente otro del mis-
mo género, Pseudomonas sp., pero de diferente especie (King y Phillips,
1978).

En la figura 7.12, obtenida del estudio en cuestién, se muestra que
puede ocurrir un resultado negativo de P. aeruginosa ante la presencia
de arginina si el crecimiento de la cepa se lleva a cabo a 37°C.

Por otra parte, se encontré que un posible candidato a considerar-

se como la especie identificada es Pseudomonas fluorescens, pues en



TasLe 11
Fluorescent, arginine-positive psendomonads

Reactions given by
' A e
Test FPsewdomaonas
aeruginosa P. fluorescens® P, putida
(18) (27) (46)

Growth at 42°C + —_ —
Growth at 4°C - + +
Reduction of nitrate + + -
Reduction of nitrite + (=) -
Ammonium salt ** sugars ™

Ethanal + - +

Glucose + o +

Mannitol + o+ —

Mumber of isolates tested is given in parenthesis,
* Typical reactions at room temperature,
{—) = Usually negative,

Figura 7.12: Evaluacién de arginina en diferentes especies de Pseudo-

monas (King, 1978)

otro estudio realizado por (Sebek y Randles, 1951), se identificé que las
etapas iniciales por las cuales P. fluorescens oxida manitol a fructosa y
sorbitol a sorbosa apuntan al mecanismo conocido para operar en Aceto-
bacter, otra bacteria electrogena, y es de suma relevancia este dato pues
lo que caracteriza la produccién de electricidad dada por estos microor-
ganismos son las reacciones de oxido-reduccién con compuestos como

el acetato (Bond y Derek, 2003).

Con respecto a los demads resultados negativos no se encontrd in-
formacién relevante que contribuyera a la explicacién del resultado; sin
embargo y en general, otra de las posibles causas de resultados negativos
puede ser el uso del kit de identificacion, pues su vida ttil puede contri-

buir a defectos de deterioro indeseados que pudieron ocurrir al realizar



estas pruebas. Por dltimo, otra posible causa de error puede ser la vi-
sualizacién de los resultados, pues al ser una prueba colorimétrica, esta
sujeta a la interpretacion visual del observador, y sobretodo en el cddi-
go ADON la diferencia entre naranja oscuro y naranja claro es dificil de

definir (Ver figura 7.10).

7.2.3. Ensamblaje de la celda

A continuacién se pueden observar los resultados de la implementa-
cién de las celdas, teniendo en cuenta que se realiz una nueva imple-

mentacion luego de haber realizado cambios en los cables conductores:

(a) Primer conjunto de celdas(segtin (b) Implementacién con cambios reali-

tercer disefio) zados a los cables conductores

Figura 7.13: PMFC y MFC implementadas.

Con respecto al primer conjunto de celdas implementado con refe-
rencia al cuarto disefio, se realizaron cambios en los cables conductores
que se explicardn més adelante y cambios en el posicionamiento de los
electrodos. La figura 7.14 muestra la base de la celda, en donde est4 la
capa de granito y los electrodos posicionados segin Groen, 2019. Se ob-

servé durante la implementacién un consumo de agua aproximado de



450mL cada 3 dias, teniendo en cuenta la disminucién en el nivel de
agua en la celda de 2cm con respecto a una linea de referencia hecha al
momento de agregar el volumen de agua inicial de 2L; este cdlculo se
realiz6é con aproximaciones del volumen de agua consumido, modelan-
do la celda como un cilindro perfecto, sin embargo el consumo real es

menor debido a que la celda es de menor volumen al calculado.

Figura 7.14: Ensamblaje de las celdas.

Otro aspecto importante de resaltar y que se observd durante la im-
plementacion y operacion del proyecto fue la reproduccién de E. crassi-
pes en todas las celdas porque se tuvo que retirar material vegetal después
de algunas semanas porque no cabia toda la masa vegetal en la celda y se
empezaba a levantar, dejando descubiertas sus raices y por consiguiente
afectando la obtencién de bioenergia. En la figura 7.13(a) se puede ob-
servar la distribucién de las plantas en cada una de las celdas, y se puede
determinar que la masa vegetal no cubre la superficie de las celdas por-

que se puede ver el limite del agua; en contraste, la figura 7.15 visualiza



la distribucién de las plantas en las tres celdas, determinando que la su-
perficie de la celda esta copada por el Jacinto de agua. Ello, en general,
permite evidenciar el crecimiento de E. crassipes en un cuerpo de agua
y permite establecer que en la operacion de la celdas se debe realizar un
control del crecimiento de las plantas para mantener su funcionalidad.
Este control debe realizasre retirando o cortando las hojas que presenten
coloracién anormal signo de clorosis y/o necrosis (también se observa en

la figura 7.15).

Figura 7.15: Visualizacién de los Jacintos de agua al cabo de dos sema-

nas.

7.2.4. Estrategias para maximizar la potencia
Cambios en los cables conductores

Como estrategia de aumento de potencia eléctrica, se implemento
una configuracién del cable diferente para evitar la corrosién galvanica y
la forma fue longitudinal (figura 7.16(a)); sin embargo, después de varios
dias de operacion, se decidi6 realizar cambios de nuevo debido a que

los valores, tanto del voltaje de circuito abierto como de la corriente de



cortocircuito, eran muy pequefios (<50mV y <10uA respectivamente).

Por lo tanto, se implementé la configuracién helicoidal del alambre
de cobre para favorecer tanto el agarre como el aumento en la superficie
de contacto entre el cable y el electrodo (figura 7.16(b)); sin embargo,
esta configuracién tampoco fue exitosa debido a que los valores de las

variables eléctricas tampoco aumentaron.

(a) Alambre (b) Alambre helicoidal

longitudinal

Figura 7.16: Cambios realizados a los cables conductores.

Una dltima configuracién fue implementada que fueron los filamen-
tos del cable de extremo de pinza pero, a pesar de que esta vez si aumen-
taron ambas variables eléctricas, el problema de la corrosién fue mucho
mayor, logrando inclusive, degradar algunos de los filamentos y partir-
los, perdiendo el contacto con el electrodos. Por tltimo, es importante
enfatizar en el problema principal a la hora de la implementacién es
la corrosién galvéanica de los cables conductores, a lo cual se le puede

atribuir los fallos en la obtencién de bioenergia correctamente (Groen,



2019). Resulta que bajo todas las configuraciones de cables conductores
establecidas se presento este problema (en los extremos tipo pinza, en los
alambres y en los filamentos). Los tiempos en los que fueron corroidos
fueron diferentes pero el problema no se logrd mitigar. La figura 7.17
ilustra la corrosién sucedida en los cables; se cree que la solucion estd
en aislar el cable conductor del agua que normalmente entra en contacto
con el electrodo, sobretodo el dnodo que es el que estd completamente

sumergido. Esta inferencia se prueba en la implementacion del redisefio.

Figura 7.17: Efecto de la corrosién galvéanica en los cables conductores

en diferentes configuraciones de los cables.

Aumento de Pseudomonas sp.

A continuacién se puede observar a valoracién cualitativa que se

realizé6 como comprobacién de la presencia de Pseudomonas sp. en las



diluciones y caldos para aumentar la poblacion de esta bacteria en las
celdas de combustible. Los resultados (figura 7.18) muestran que los mi-
croorganismos en proceso de crecimiento son gram-negativos, ya que se
observan de color rosado en la tincién, y bacilos debido a su forma. Con
esto se tienen caracteristicas que coinciden con Pseudomonas sp. inid-
cando que si podria estar creciendo en los caldos LB que se observaron
por tincién de Gram y aseguraria que el proceso de bioaumentacién se

llevé a cabo sin errores de contaminacion.

TR

de 1

(c) Muestra de la dilucion Ma-

sivo 2

Figura 7.18: Resultados de la tincién de Gram.



7.2.5. Determinacion de la demanda de oxigeno

Se realizaron estas pruebas con el propdsito de determinar la exigen-
cia de oxigeno en las celdas de combustible, debido a que hay microor-
ganismos y otros compuestos que exigen oxigeno para llevar a cabo sus

procesos metabdlicos o de oxido-reduccion.

Demanda Quimica de Oxigeno

Los resultados de la prueba de DQO a las muestras de agua se pueden
observar en el anexo H; sin embargo, y como el procedimiento se realiz6
para dos concentraciones diferentes, se tom6 un dato de concentracién
para cada muestra, teniendo en cuenta que de los resultados obtenidos
se descartaron valores de concentracién negativos (pues no existen) y
valores lejanos con respecto a los demads. La tabla 7.1 muestra los valores

de concentracion determinados para cada muestra.

Tabla 7.1: DQO de muestras de agua de las celdas.

Muestra Concentracion (ppm)
1 (PMFC) 45,1
2 (Inicial) 51,0

3 (Agua lluvia) 599,0

Para observar mejor la diferencia entre las muestras 1 y 2 con res-
pecto a la muestra 3, la figura 7.19 muestra la concentracién de cada una
de las muestras. Ahora bien, es notoria la diferencia de la DQO, donde

la muestra de agua lluvia tiene un valor aproximadamente doce veces



mayor que las otras dos muestras de agua.

Resultados DQO - Concentracion

650

600 -
550
500 -
450 A
400 A
350 -
300 -
250 A

Concentracion (ppm)

200
150 ~
100 ~
50 A

. N

1 2 3

Muestra

Figura 7.19: Demanda Quimica de Oxigeno en las muestras de agua.

Entonces, el nivel m4s alto en la muestra de agua lluvia se debe a que
puede considerarse como un sistema abierto, en donde la disponibilidad
de oxigeno es mayor. En cambio tanto las fuentes de agua 1 y 2, que son
las muestras obtenidas de las PMFC y MFC respectivamente, son siste-
mas alimentados, en donde paulatinamente se agrega agua a las celdas,
por lo que no interactia la misma cantidad de microorganismos ni estd
presente la misma cantidad de nutrientes ni de Oq disuelto. Ademas, la
composicion quimica del agua lluvia favorece la oxidacién de compues-
tos inorganicos debido a que estan presentes 6xidos de nitrégeno, ademas
de otros compuestos como diéxido de carbono, iones Calcio y Aluminio,
que promueven reacciones inorganicas de oxidoreduccién y por esto pue-

de que el DQO de la muestra de agua lluvia sea mucho mayor (Véasquez,



Alfaro, Sibaja, Esquivel, y Valdés, 2012);(Ospina y Ramirez, 2014).

Demanda Biologica de Oxigeno

La siguiente figura ilustra los resultados de la prueba de DBOj reali-
zada a las tres muestras:

Resultados DBO

DBEO (mg/l)

Tiempo (dias)

—e— 1-PMFC
-~ @ 2-Inicial
—w¥- 3-Agua lluvia

Figura 7.20: Demanda Bioldgica de Oxigeno en las muestras de agua.

Como se puede observar, esta vez es la muestra 3, la de agua lluvia,
la que presenta la menor concentracion. Teniendo en cuenta que el agua
lluvia se contamina, sobre todo, con los microorganismos y particulas
suspendidas en el aire (aunque después de una abundante lluvia tales

aguas pueden estar libres de microorganismos), la demanda de oxigeno



es menor a las muestras de agua que entran en contacto con el suelo e
interactdan con la microbiota del terreno (Vasquez y cols., 2012). Sin
embargo, puede que la concentracion sea mayor a la esperada (tendencia
a cero) debido a que la muestra de agua lluvia no es una muestra de
Iluvia directa sino que es agua recolectada en un tanque y de ahi se tom6
la muestra.

Por su parte, la muestra 2 (Inicial) presenta, a los 5 dias la mayor
concentracion de oxigeno disuelto y esto tiene sentido, ya que se deter-
mina que la cantidad de oxigeno que consumen los microorganismos al
proliferar en el agua residual es mayor que en las otras fuentes de agua
pues la variabilidad de microorganismos es mucho mayor, mientras que
la muestra 2 es un agua tratada, puesto que sufre un proceso de bioau-
mentacién de Pseudomonas sp. Al sufrir este proceso de bioaumenta-
cién, la demanda aumenta, lo que conlleva a que el O3 disminuya por el
crecimiento de la poblacién bacteriana. Cabe recordar que Pseudomonas
Sp. se caracteriza por ser anaerobia facultativa, es decir, que puede vivir
en condiciones de oxigeno bajo pero no en completa ausencia de éste;
es por ello que se aprecia una disminucién de 1mg Os/1 en comparacion
a la muestra de agua inicial. El cambio es pequefio porque las demads
comunidades bacterianas ya presentes pueden seguir en el agua pero en
poblaciones mas pequefias, y entonces su impacto en la demanda bio-
quimica de oxigeno es menor. Ademds, se debe tener presente que las
muestras obtenidas de las celdas (I-PMFC y 2-MFC) deben tener una
mayor concentracion, pues necesitan en alguna medida del oxigeno di-

suelto para llevar a cabo sus procesos metabdlcos redox que es la base de



la produccién bioeléctrica en las celdas de combustible (Helder, 2012).

A su vez se puede determinar que la demanda bioquimica de oxigeno
es mayor para las muestras 1y 2 porque la fuente de agua es la Laguna de
Fiquene y segtin la Corporaciéon Auténoma Regional de Cundinamarca
(CAR), la laguna presenta problemas de vertimientos de las aguas resi-
duales por parte de los diez municipios que vierten sus aguas a la laguna,
el desarrollo de las actividades agricolas en los paramos, la explotacién
minera en los municipios circundantes, entre otros (CAR, s.f.). Estos
problemas generan como derivado un aumento de la carga orgénica en la
laguna, lo que puede ser lo que hace que la DBO se mayor en estas dos
muestras, mientras que el agua lluvia no posee una carga orgdnica alta

(Ospina y Ramirez, 2014).

Por dltimo, es importante resaltar que las concentraciones, tanto para
la DQO como la DBO fueron relativamente pequefias en comparacion a
niveles de aguas residuales, lo que indica que las aguas no se categorizan
como aguas contaminadas; ademads, los niveles son bajos porque solo se
tiene gravilla y no se tiene suelo dentro de los sistemas alimentados, es
decir que no hay un aporte bioquimico porque la gravilla solo se agrega al
sistema para mejorar la retencién de agua y no aporta bioquimicamente

a las celdas de combustible.



7.3. Operacion de la celda

7.3.1. PMFC bajo condiciones iniciales

Los primeros resultados obtenidos, del voltaje de circuito abierto
(Voc) y de la corriente de cortocircuito (Isc), de las PMFC se ilustran
en la figura 7.21. Como se puede observar, los valores tanto de corriente
como de voltaje son muy bajos debido a que la corriente de cortocircuito
(Isc) no supera los 10pA y el voltaje de circuito abierto (Voc) los 20mV.
Los niveles tan bajos se debieron a problemas de corrosién presentados
en los cables conectores y a que la superficie de contacto entre el electro-
do y el cable era muy pequefia por su orientacion longitudinal. Debido a
estos resultados fue que se realizé el cambio en la configuracion de los

cables conectores.

Voltaje PMFC's (Sin aumento P. aeruginoss) Corriente PMFC's (Sin aumento P. aeruginosa)

Voltaje (mV)
3
3
=
4
Corriente (A)
P
.
.

.
—v— PMFC3

Tiempo (dias) Tiempo (dias)

(a) Voc (b) Isc

Figura 7.21: Valores obtenidos de las PMFC en los primeros dias segin

el cuarto disefio implementado.



7.3.2. MFC bajo condiciones iniciales

Por su parte, las MFC presentaron valores con tendencia a cero tanto
para el Voc como para la Isc. En la figura 7.22 se puede observar que,
exceptuando un pico para la MFC 1 y 2 dias en que los valores fueron
diferentes de cero para La MFC 2, la produccién de bioelectricidad es
practicamente nula. Como se mencioné anteriormente, estos resultados
llevaron al cambio en los cables conductores y a las demds estrategias
para maximizar la potencia generada. Sin embargo, lo que se puede es-
tablecer es una comparacion entre las tres PMFC y las tres MFC, puesto
que la generacién de corriente, por lo menos en dos de las tres PMFC fue
hasta dos veces mayor que las corrientes mds altas de las MFC y el vol-
taje, por su parte, también fue mayor en las PMFC con valores diferentes
a cero en todas sus celdas; todo ello puede indicar una relacién directa
entre la presencia de la planta en el sistema y cémo las PMFC puede ser

mds eficientes que una MFC convencional.

7.3.3. PMFC bajo estrategias de maximizacion de potencia

En la figura 7.23 se puede observar el cambio tanto en el voltaje
como la corriente después de haber implementado las estrategias para
maximizar la potencia eléctrica. La linea roja ubicada en el dia 14 indica
el momento en cual se hizo la bioaumentacién de Pseudomonas sp. en
las PMFC. Entonces, se puede determinar que el proceso de bioaumenta-
cién si ha contribuido en el aumento de la generacién de bioelectricidad,

teniendo en cuenta que los sistemas se dejaron una semana en periodo
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Figura 7.22: Valores obtenidos de las MFC en los primeros dias segtn el

cuarto disefio implementado.

de establecimiento luego de haber agregado estas bacterias.

Voltaje PMFC's (Segundo método - Con aumento P. aeruginosa)
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Figura 7.23: Valores obtenidos de las PMFC después de aumentar la po-

blacion de P. aeruginosa segun el cuarto disefio implementado.

Analizando la informacidn, se evidencié que las corrientes registra-
das en los ultimos dias de operacidn fueron las mds altas registradas du-

rante todo el proyecto; sin embargo, se reviso la toma de datos y hubo un



error en la misma pues al medir con el multimetro, Voc e Isc, los valores
tomados fueron los que inmediatamente se mostraban en la pantalla del
multimetro y esos valores no necesariamente son los correctos; es por
ello que, para las demds mediciones, se dej6 un periodo de 10 segundos

donde el dato no debia cambiar para ser registrado en las tablas de datos.






Rediseno de la Celda de
Combustible Microbiana

Fotosintética

8.1. Metodologia aplicada

8.1.1. Rediseno - Celda final

Debido a que los valores, tanto de voltaje como de corriente, que es-
taban dando las celdas eran muy bajos en comparacion con los trabajos
investigados y debido también a que algunas de las variables de disefio
(como la distancia entre electrodos) no habia sido especificada, se pro-
cedi6 a redisefiar las celdas con el fin de aumentar dichos valores y de
especificar variables de disefio inicialmente contempladas.

Por tanto, se redisefd la celda internamente, es decir que las dimen-

siones y la forma de la celda se mantuvieron (15cm de didmetro y 17cm

97



de altura, forma tubular), pero se agregaron nuevos elementos al interior
de la celda para favorecer la produccién bioenergética. Lo primero a di-
seflar fue una estructura que permitiese mantener fija la distancia entre
los electrodos, pues anteriormente no habia nada (ademds de cinta) que
tratase de fijar la posicion de los electrodos y en términos practicos esto
era un problema, sobretodo para la estabilidad de los datos de voltaje y
corriente de salida del sistema.

Ademas, teniendo en cuenta el estudio de (Helder, 2012), se deci-
di6 implementar una membrana de intercambio idnico con el propdsito
de aumentar los valores de las variables eléctricas en cuestién. La no
adicion de este elemento al inicio del proyecto fue porque tanto no se co-
nocian las magnitudes del voltaje ni de la corriente de salida del sistema,
como por el factor econémico; ahora que si se tiene conocimiento de las
magnitudes eléctricas y luego de haber disefiado una solucién alternati-
va que asemeja una membrana de intercambio i6nico, la adicion de la
membrana permitié establecer la mejora en la eficiencia de las celdas, si
aplica.

De esta manera, y teniendo en cuenta la adicién de la membrana al
sistema, se procedié a disefar una clase de soporte que permitiese man-
tener fijos tanto los electrodos como la membrana, y asi poder establecer
con medidas fijas la distancia entre ellos, ya que este es un parametro
importante para obtener mejores resultados segtin (Chiranjeevi y cols.,
2012).

Entonces, para redisefiar la celda, lo primero fue realizar la estructura

de soporte para los electrodos y la membrana, para ello se tuvo en cuenta



las dimensiones de la celda y la posicién de los electrodos, puesto que no
se podia ubicar ni muy hacia el limite inferior ni tampoco muy cerca del
limite superior porque no llegaba a sostener alguno de los dos. Es por ello
que se planificé su ubicacién a 8cm del fondo de la celda, que esta cerca
a la mitad de la altura de la celda. Luego, se ubicaron espacialmente los

componentes (electrodos y membrana) y se disefié el compartimento.

8.1.2. Ensamblaje segin rediseiio

El ensamblaje del nuevo, y dltimo disefio, badsicamente consistié en
la adicién de un compartimento interno o estructura de soporte para ubi-
car fijamente los componentes del sistema, es decir, los electrodos y la
membrana de intercambio i6nico. Con respecto a la membrana, no se
logré implementar una verdadera membrana de intercambio idnico de-
bido al factor econémico; sin embargo, se propuso una solucién desde
la implementacién de una resina de intercambio idnico. Entonces para
hacer la membrana se utilizé la resina de intercambio 16nico, Amberlite
IRA120 Na, de Verlek y tela de malla fina llamada etamina. Se disefié
una especie de bolsillo a partir de la etamina con las medidas de la sec-

cién transversal de la celda y se hizo la bolsa.

Luego, se agregaron 150g aproximadamente de resina y se sell6 la
bolsa con hilo para asi poderla introducir en el espacio especificado en
el compartimento interno. Se presentd un problema debido a la acumula-
cion de resina hacia el fondo de la bolsa; por lo tanto se opté por utilizar

ganchos negros para el cabello para generar secciones en la bolsa y por lo



cual se ubicaron 8 ganchos, dos por seccion, obteniendo una bolsa firme

de 4 secciones de resina.

Por otra parte, se hicieron de nuevo cambios en los cables conduc-
tores debido a que la dltima configuracién implementada no fue exitosa.
Utilizando los cables con extremos de pinza caiman, se cort un extre-
mo y se dejaron 5cm de filamentos de cobre y se fijaron a los electrodos
usando adhesivo instantdneo universal (Super Bonder), teniendo precau-
cion que los filamentos si hicieran contacto directo con la superficie del
electrodo (debido a que el pegante es aislante); el uso del pegante tam-
bién se hizo con el objetivo de mitigar el proceso de corrosioén galvanica
en los cables conductores.

Por 1ltimo, y para contrastar los cambios del aumento de Pseudo-
monas sp. en las celdas, se cambiaron las MFC por PMFC sin aumento
bacteriano, simulando las PMFC en condiciones iniciales. Se analizaron

los resultados.

8.1.3. Evaluacion segin rediseio

Para el cdlculo de la méxima transferencia de potencia y la densidad
de potencia se midieron los valores de voltaje y corriente con el multime-
tro y luego se calculd la resistencia de Thévenin (R7 ) por medio de Ley
de Ohm, para después aproximar el valor de resistencia a valores comer-
ciales, que sumaran dicho valor. Teniendo (R7fr), se conect6 entre los
cables conectores de la celda y con el multimetro se midié el voltaje y

la corriente sobre la resistencia; al obtener dichos valores, se retir6 la re-



sistencia y se volvieron a medir los valores de voltaje y corriente de la
celda. En general, se llevé a cabo una medicién diaria de la tension de
circuito abierto y la corriente de cortocircuito en un ciclo de operacién
de 15 dias; sin embargo, este procedimiento referente a la resistencia de
Thévenin se realiz6 cada tres dias y por duplicado, para un total de 5 dias

de medicién con 2 datos obtenidos por dia.

8.1.4. Analisis estadistico

Los resultados, de voltaje y corriente sobre la resistencia de Théve-
nin, de la operacién del redisefio de la celda fueron analizados a través
de un andlisis de varianza ANOVA, un método estadistico para correla-
cionar los resultados, teniendo en cuenta un p<0,05, es decir que valores
de p inferiores a dicho valor indican una mayor variabilidad de los datos.
También se calcul6 la incertidumbre teniendo en cuenta el promedio de
voltaje de circuito abierto y corriente de cortocircuito generado durante

el periodo de operacion.

8.2. Resultados y discusion

8.2.1. Rediseno - Celda final

Luego de redisefiar la celda, el resultado del diseio del comparti-
miento interno de la celda se aprecia en la figura 8.1, un soporte en
acrilico de 3mm de grosor; los planos de disefio se pueden observar en

el anexo C. Por udltimo, el ensamblaje del soporte con la celda actual da



como resultado el disefio final de la celda, el cual se muestra en la figura

8.2, donde se pueden apreciar todos los componentes del sistema.

Figura 8.1: Disefio del compartimento interno realizado en Fusion360.

Este disefio final presenta varias ventajas con respecto al disefio ini-
cial implementado: permite identificar las distancias entre electrodos, lo
que es muy importante en términos de estabilidad eléctrica; ademaés, per-
mite adicionar la solucién alternativa de la membrana (resina de inter-
cambio i6nico) de forma sencilla, siguiendo la teorfa que indica el posi-
cionamiento de la misma (Gowtham y Shunmug, 2015). Los planos de
disefo de la celda final se pueden encontrar en el anexo D Con este di-
seflo se espera mejorar ain mas la densidad de potencia de las celdas

para asegurar una mayor eficiencia bioenergética.

8.2.2. Ensamblaje segin rediseno

El ultimo cambio realizado a los cables conductores, como se indico

anteriormente, fue implementar un aislamiento de los filamentos para
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Figura 8.2: Disefio final de la PMFC realizado en Fusion360.

que el agua no logre corroerlos; al usar el adhesivo instantdneo universal
se busco ese aislamiento y se corté menos filamento para que el margen
de error (espacios no aislados con el adhesivo) fuera menor. Por otra
parte, la adicién del compartimento interno fue de gran utilidad para el
posicionamiento fijo de los electrodos y la inclusién de la membrana.
En la siguiente figura se puede observar la base de la celda con todo
ensamblado, lista para que la gravilla, las plantas y el agua puedan ser
agregados.

Ahora bien, las celdas implementadas se pueden observar en la figura
8.4, donde se puede apreciar que se cambiaron las MFC por PMFC con el
objetivo de comparar resultados del aumento de P. aeruginosa, teniendo
un total de seis celdas.

Esta vez, se realiz6 una medicién de la masa del Jacinto de agua para



Figura 8.3: Implementacion del compartimento interno.

Figura 8.4: Implementacion de redisefio en todas las celdas (segin disefio

final) y adicién de E. crassipes a las MFC



cada celda para asegurar la mayor igualdad de condiciones posible, te-
niendo que a cada celda se afiadieron 200g aproximadamente del Jacinto

para un peso total de las celdas implementadas de 3kg aprox. cada una.

8.2.3. PMFC bajo condiciones de rediseiio

Voltaje y corriente

La figura 8.5 muestra los resultados de la medicidn del voltaje de
circuito abierto de cada una de las PMFC (1-6) en un tiempo de opera-
cién de 15 dias. Como se puede observar, la PMFC 1 es la que presenta
la mayor magnitud de voltaje en casi todo el periodo de operacién. Por
otra parte, las celdas 2 y 3, a pesar de tener agua con bioaumentacién de
Pseudomonas sp., no exhibieron altos valores de voltaje ( a 200mV); en
cuanto a las PMFC sin proceso de bioaumentacion, las celdas 4 y 6 no
presentaron voltajes significativos ( a 200mV) con varios dias en donde
el voltaje fue igual a OmV. Por dltimo, y a pesar de no haber pasado por el
proceso de bioaumentacién, la PMFC 5 resulté generando un voltaje de
hasta 800mV, superando en un dia a la PMFC 1, la de mejor rendimiento.
En general, de las seis celdas implementadas y operadas, solamente las
celdas 1 y 5 presentan valores de voltaje significativos para la generacion
de energia, debido a que al contrastarse con otros estudios, como el de
(Mohan y cols., 2011) que utiliza la misma especie vegetal, se puede de-
terminar que el voltaje, sobretodo de la primera celda, logra sobrepasar
los limites obtenidos por (Mohan y cols., 2011) que rondan los 800mV,

ya que la PMFC 1 tuvo varios dias en donde su voltaje superé los 820mV,



indicando asi que en términos de voltaje la celda es eficiente y puede lle-
gar a alimentar eléctricamente, por ejemplo, un LED; sin embargo para
que esto suceda se debe realizar un circuito de acondicionamiento por
lo que no se realizé la confirmacién de la aplicabilidad de la celda de

combustible.
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Figura 8.5: Voc final de las PMFC en un periodo de 15 dias

Sin embargo, la corriente de cortocircuito obtenida durante el pe-
riodo de operacién, por el contrario, desfavorece la aplicabilidad de las
celdas. En la figura 8.6 se puede observar la corriente de cortocircuito

obtenida, en donde se puede apreciar que sélo la primera celda es capaz



de generar corriente sin interrupciones, pues nunca llegé a ser OuA. Por
el contrario, todas las demds celdas presentan dias en los que la corriente
es nula, a pesar de que celdas como la 3 o la 5, parecen tener intervalos
de generacién de corriente a dia de por medio. Si se comparan los re-
sultados de corriente obtenidos como los del estudio de (Mohan y cols.,
2011), se puede determinar que la corriente, incluso de la PMFC 1, es
muy pequefia ya que estd en el orden de los microamperios, mientras que
(Mohan y cols., 2011) logra corrientes en el orden de los miliamperios.

Por otra parte, se revisé la viabilidad de los electrodos de grafito y
si fueron elegidos correctamente sobre otros materiales; un estudio rea-
lizado por (Chu y Dayou, 2013) indica los resultados de voltaje usando
diferentes pares de electrodos y con diferentes plantas pero usando elec-
trodos metélicos. Resulta que los valores de voltaje maximos alcanzados
en dicho estudio rondan los 800mV (a excepcién de un par Cu-Zn que
alcanza 1V) y el hecho de que los electrodos de grafito hayan permitido
obtener valores de hasta 820mV permite establecer su viabilidad para ser
implementadas en las PMFC, ademds de contar con una gran ventaja con
respecto a los metélicos que es la no toxicidad ara la planta.

A su vez, como lo indica (Helder, 2012) en su estudio, la celda pasa
por un periodo de establecimiento donde se tiende a estabilizar el voltaje
a la salida del sistema. Segin se observa en la figura 8.5, se puede inferir
que el tiempo aproximado de establecimiento de la celda en cuestion es
de 4 dias.

En estas graficas, la linea roja marcada indica que en el dia 9 se tu-

vo que realizar un mantenimiento no previsto a las celdas debido a que
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Figura 8.6: Isc final de las PMFC en un periodo de 15 dias



algunas de ellas presentaron signos de corrosion inesperados en algunos
de los cables, y por lo cual se reforzé el aislamiento con pegante y se
recortaron secciones corroidas. Ahora bien, esto afect6 directamente a la
PMEFC 5, ya que como se puede observar en las graficas, luego de reali-
zar dicho mantenimiento los valores tanto del voltaje como de corriente
tendieron a cero; esto puede indicar que hubo algin error humano al rea-
lizar el mantenimiento de esta celda. En contaste, celdas como la PMFC
2 evidenciaron resultados positivos después de realizado el mantenimien-
to. Se puede inferir que la disminucién en las variables eléctricas para la
PMFC 1 también fue a causa del mantenimiento y, enfatizando en que
se defini6 un periodo de establecimiento de 4 dias, cumple que del dia
10 al 14, la celda esta volviendo a establecerse y ya en el dia 15, tanto el

voltaje como la corriente empezaron a aumentar.

Potencia y densidad de potencia

Los resultados, tanto de la potencia como de la densidad de potencia,
son realizados solamente para la PMFC 1 que fue la que demostré la
mayor generacion de voltaje y corriente durante el periodo de operacidn.
Por lo tanto, la figura 8.7 ilustra el resultado de dichas variables, teniendo
en cuenta la medicién por intervalos de 3 dias para un total de 5 puntos

en las grificas.
Abhora bien, al comparar este resultado con el estudio de revisién de
PMFC’s de (Nitisoravut y Regmi, 2017), se determiné que tanto la po-

tencia como la densidad de potencia son muy bajas y no favorecen la
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Figura 8.7: Valores obtenidos de la PMFCI1 en 15 dias de operacion.

aplicabilidad de la celda, puesto que la corriente es demasiado pequeiia
(50uA aprox.) y como la potencia y la densidad de potencia dependen
del valor de la corriente asociada a la resistencia de Thévenin (R7g),
no se logra alcanzar ImW/m? en todo el periodo de operacién y no lle-
ga a sobrepasar ninguna de las densidades de potencia presentadas en el
estudio de (Nitisoravut y Regmi, 2017). Por otra parte, (Mohan y cols.,
2011) encontré que la eficacia de la potencia de salida dependia de la
carga orgénica del sustrato y del tipo de agua residual utilizada; por lo
tanto, el hecho de que el sustrato no contenga una carga organica favo-
rable, pues es solo gravilla, puede resultar en la poca potencia generada

(sobretodo la corriente) en las PMFC implementadas.

En general, se puede establecer que la densidad de potencia atin no
era suficiente para decir que la celda era relativamente eficiente, pues al
compararla con otras investigaciones, la densidad de potencia mas alta

calculada (teniendo en cuenta la maxima transferencia de potencia) fue



de 0,34mW/2, mucho menor a muchas de las reportadas en la literatu-
ra como las de (Wetser y cols., 2015), (Mohan y cols., 2011), (Sophia
y Sreeja, 2017), (Chiranjeevi y cols., 2012), entre otros. Sin embargo,
en muchos de los estudios mencionados no se hace claridad en que si
la densidad de potencia se calculd a partir de la maxima transferencia
de potencia, es decir, que parte de los valores de voltaje y corriente aso-
ciados a Rz y no son los valores obtenidos por la mera medicién de
variables. Por lo tanto, los valores de densidad de potencia podrian llegar
a ser menores de los presentados, ya que por ejemplo, (Mohan y cols.,
2011) mide la corriente sobre una resistencia de 100£2 pero no defini6 esa
resistencia como Rpy y por tanto, no se podria decir que es la maxima
transferencia de potencia y no seria la densidad de potencia mas adecua-

da de registrar.

Por dltimo, los resultados obtenidos se compararon con la figura 4.9
y con la ecuacién 4.6 donde se presentan las posibles resistencias de la
celda y se calcula la eficiencia en cuanto a la recuperacién de energia de

las células microbianas electroquimicamente activas, respectivamente.

Con respecto a la figura 4.9, se determin6 que el disefio no resulté
ser eficiente, teniendo en cuenta que la densidad de corriente lograda fue
de 2,3mA/m?, y la densidad de potencia de 0,34mW/m?, obteniendo una
resistencia interna de mas de 5Q2m? (alrededor de 60 2m? aproximada-
mente. A su vez, se calculd la eficiencia con la respectiva ecuacion y se

obtuvo lo siguiente:



0,34E — 3W/m? x 0,78E — 3m?

= 0,036
2,2E — 3m2 x 170W (m2 x 0,032 x 0,2 x 0,3 %

8.1

Erpyre =

El resultado indica que la recuperacién de energia para esta celda
es de aproximadamente un tercio de la recuperacion tedrica presentada
(Deng y cols., 2012). Por lo tanto, se sugiere que que se deberia mejorar

en la captacion de electrones, asi como la conduccién de los mismos.

8.2.4. Analisis estadistico

El Anélisis de Varianza de un solo factor para la operacién de la
PMFC 1 dio como resultado que P fue mayor a 0,05 para ambas varia-
bles, el voltaje sobre Ry con un P=0,07 y la corriente sobre Ry g con
un P=0,29. Estos valores indican que se acepta la hipdtesis de igualdad
de medias y, por lo tanto, se puede decir que las medias de los datos
son iguales o estrechamente similares entre si (de Barcelona, s.f.). Para
efectos del proyecto, estos resultados son muy positivos, ya que permiten
determinar la estabilidad en la generacion de bioenergia en la PMFC 1,
indicando que tanto la corriente como el voltaje tienden a ser estables a
la salida del sistema, con lo que se justifica una buena calidad.

Por su parte, la incertidumbre calculada de los valores de Voc e Isc
de la primera celda durante el tiempo de operacién resulté en un voltaje
promedio de 760mV=+75mV y una corriente promedio de 37pA+£121A,
lo que indica que el voltaje puede variar en un rango aproximado del

10 % y la corriente en un 30 %. Todo ello permite establecer que los



rangos, en especial el del voltaje, no son muy altos, con lo cual se puede
determinar que la PMFC 1 tiene un voltaje relativamente estable a la

salida del sistema.






Conclusiones

A partir de la interaccién de un cultivo que contenga bacterias elec-
troquimicamente activas, como la Pseudomonas sp., y una planta, como
el jacinto de agua (E. crassipes), se obtuvo electricidad. Esto es posi-
ble lograrlo a través de la implementacién de una Celda de Combustible
Microbiana Fotosintética.

La produccién de bioelectricidad en una PMFC es mucho mayor a
la generada en una MFC, teniendo en cuenta que no hubo un suministro
externo de alimento para las MFC; como se observa en los resultados, las
MEFC no generan voltaje ni corriente si no tienen un constante suminis-
tro alimenticio, mientras que el Jacinto de agua permite, en las PMFC,
que los nutrientes se provean de forma natural y exista la generacion de
bioenergia.

La solucidn alternativa a la membrana de intercambio i6nico resultd
ser favorable para la generacion de bioelectricidad en una Celda de Com-
bustible Microbiana Fotosintética. Esta solucion alternativa consistié en

usar una resina de intercambio idnico dentro de un bolsillo en tela de
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etamina.

Los electrodos de grafito y el Jacinto de agua, mostraron su efectivi-
dad para ser usados como elementos de un sistema PMFC, con los cuales
se logré voltajes mayores a los 800mV. La configuracién de los electro-
dos, es decir, que el anodo estuviera sumergido (condicién anaerdbica) y
que el cdtodo estuviera semisumergido (condicién aerdbica), mejoro la
obtencién de bioelectricidad.

La presencia y la bioaumentacion de Pseudomonas sp., una bacteria
electrogénica, favorecid la generacién de bioelectricidad en la Celda de
Combustible Microbiana Fotosintética a los 4 dias del ciclo de operacién
final de la celda.

Por ultimo, la metodologia CDIO (Concepcién, Diseilo, Implemen-
tacién y Operacion) mostré su utilidad en el desarrollo de este proyecto
de grado, ya que siguiéndola se tuvo un proceso claro, donde se tenia
conciencia de qué debia ser modificado para obtener los resultados espe-

rados de la Celda de Combustible Microbiana Fotosintética.



Recomendaciones

Para el proyecto en especifico

Se recomienda usar un electrodo de referencia como uno de Ag/AgCl
para verificar que los resultados obtenidos sean estrictamente de los pro-
cesos metabdlicos de oxido-reduccidn bacteriana.

Se recomienda usar una membrana de intercambio i6nico para esta-
blecer la comparacion entre ésta y la solucion alternativa con resina de
intercambio i6nico implementada.

Se recomienda verificar la presencia de Pseudomonas sp., en lo posi-
ble P. aeruginosa por medio de una técnica de biologia molecular como
una PCR, y asi asegurar la presencia de bacterias electroquimicamente
activas.

Se recomienda cambiar los cables conductores de electricidad y su
conexion con los electrodos, debido a que se considera que la corrosién
galvanica fue el inconveniente de mayor impacto que se presentd a lo

largo de la operacion del proyecto.
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Se recomienda incluir lodo, preferiblemente de la laguna de Fiquene
para buscar mantener las condiciones por las cuales el jacinto de agua ya
estaba acostumbrado; sin embargo, se recomienda también explorar otras

posibilidades de sustrato como composts (Mogsud y cols., 2015).

Para proyectos futuros en PMFC’s

Se recomienda realizar nuevos disefios, probando con otras plantas
que presenten caracteristicas similares a E. crassipes y que las conviertan
en candidatas para implementacién en este tipo de celdas, enfatizando en
pastos y especies invasoras (Nitisoravut y Regmi, 2017).

Se recomienda la obtencidén de Geobacter spp. para implementarla
en las celdas a disefiar, y comparar los resultados.

Se recomienda establecer otras relaciones importantes en el tema co-
mo la posible relacién entre la capacidad fotosintética de la planta a lo
largo del dia y la produccién de bioenergia; esto puede realizarse, por
ejemplo, mediante un circuito de lectura de luminosidad en el ambiente
para cada celda.

Se recomienda implementar un circuito de monitoreo de variables
eléctricas (voltaje y corriente) y de vitalidad de la planta para las PMFC;
un ejemplo puede ser el circuito implementado en el estudio de (Brunelli,

Tosato, y Rossi, 2016).
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