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RESUMEN

Palabras clave: Celda de electrdlisis microbiana, hidrégeno, fermentacion oscura.

La celda de electrélisis microbiana (CEM) es un dispositivo que surge como una
alternativa a los sistemas actuales de produccién de biohidrogeno (Bio-H,). A la fecha
diversos estudios han evaluado algunos parametros de este sistema (voltaje aplicado,
inéculo, configuracion de la celda, etc.) con el fin de optimizarlos. El sustrato por
excelencia para las CEMs suele ser acetato, sin embargo, hay estudios que reportan el
empleo de mezclas de acidos grasos volatiles (AGVs), lo cual da indicios de que los
efluentes de fermentacion oscura, ricos en AGVs, pueden emplearse como sustrato en
CEMs. No obstante, el efecto de otros componentes de tales efluentes, tal como el etanol
y el lactato, no han sido explorados.

El objetivo general de este trabajo fue evaluar el efecto de la variacion de la fraccion de
etanol y lactato en una mezcla definida de acetato, propionato y butirato, para la
producciéon de Bio-H, en CEMs.

Para cumplir el objetivo se recurrié a celdas de tipo H, separadas por una membrana de
intercambio catidnico, se empled como indculo un efluente de un fermentador productor
de Bio-H, y lixiviados de composta, como voltaje se probaron 0.6 y 1 V. Se evaluo el
efecto en el sistema al variar la mezcla de sustratos, que estuvo conformada por acetato,
propionato y butirato, los cuales se mantuvieron en una proporcion fija, mientras que las
proporciones de lactato y etanol variaron.

Al evaluar el indculo procedente de la fermentacién oscura aplicando 0.6 V y diferentes
concentraciones de AGVs fue evidente que la cantidad de especies electroactivas
presentes en el inéculo no fue la suficiente, puesto que la generacién de corriente fue muy
inferior a lo reportado en la literatura (~38 mA/m?), aunado a esto no se observé formacion
de Bio-H,. Por lo tanto se decidio utilizar lixiviados de composta de los cuales se sabe
tienen una comunidad electroactiva importante, para este caso se aplicaron los mismos
voltajes: 0.6 y 1.0 V, siendo con éste ultimo el ensayo con el cual se obtuvo una mejor
respuesta en la produccién de hidrégeno (0.0325 m* H,/m® anolito-d). Una vez definido el
inoculo, voltaje y concentracion de la mezcla base (lixiviados de composta, 1.0 Vy 25 g
DQOI/L) se evaluaron cuatro mezclas de lactato y etanol, en las cuales la DQO se
mantuvo fija (1 g/L) pero las proporciones de éstos sustratos variaron de manera tal que
de las mezclas uno a la cuatro la concentracion de lactato disminuyd, mientras que la de
etanol aumento. Los resultados obtenidos de estos ensayos arrojaron lo siguiente:
conforme la proporcién de etanol aument6 en la mezcla la produccion de Bio-H, se vio
afectada negativamente a un grado tal que la produccién de éste se detuvo por completo.

Puede concluirse entonces que mientras ciertos componentes comunes en los efluentes
de fermentacion, como los AGVs, permiten la produccion de Bio-H,, otros resultan en
detrimento de dicha produccion, como es el caso del etanol. La mezcla de los
componentes mencionados es inevitable, por tanto es de interés cientifico y practico
evaluar el alcance de las limitaciones causadas por dichas mezclas en la produccién de
Bio-H, en CEMs.



ABSTRACT
Keywords: Microbial electrolysis cell, hydrogen, dark fermentation.

Microbial electrolysis cell (MEC) is a device that is an alternative to current
biohydrogen production systems (Bio-H;). To date few studies have evaluated system
parameters (applied voltage, inoculum, cell configuration, etc.) in order to optimize
them. The substrate of choice for the MECs is usually acetate, however, some studies
have reported the use of mixtures of volatile fatty acids (VFA), which are produced
during dark fermentation. Nonetheless the effects of other components present in the
mixture, such as ethanol and lactate, have not yet been explored. The overall objective
of this study was to evaluate the effect of varying the fraction of ethanol and lactate in
a defined mixture of acetate, propionate and butyrate, for the production of Bio-H; in
MECs.

To achieve the objective cells type H were used, separated by a cation exchange
membrane, it were used as inoculum both effluent from a fermenter producing Bio-H,
and leachate compost. As voltage were tested 0.6 and 1 V, and it was assessed their
effect on the system by varying the mixture of substrates, which consisted of acetate,
propionate and butyrate, which remained in a fixed ratio while the proportions of
lactate and ethanol varied.

Assessing the inoculum from dark fermentation using 0.6 V and under different
concentrations of VFA it was evident its low electroactive capacity since the current
generation was much lower than that reported in the literature (~ 38 mA/m?),
additionally Bio-H, was not observed. Therefore leachate compost was used as
inoculum, which is known to have a significant electroactive community; in this case
two voltages were applied: 0.6 and 1.0 V. From this trial 1.0 V was used because it
was the potential to which it was obtained a better response in the hydrogen
production (0.0325 m*m® anolyte-d). Having defined the inoculum, voltage and
concentration of the base mixture (compost leachate, 1.0 V and 2.5 g CODI/L), four
assays of different lactate and ethanol ratios were evaluated, in which COD (1 g/L)
remained fixed but the proportions of these substrates varied so that lactate
concentration decreased while that of ethanol increased in the mixtures. The results of
these tests yielded the following: as the proportion of ethanol increased production of
Bio-H; in the mixture was adversely affected to an extent that it stopped production
altogether. It can be concluded that while certain common components in the
fermentation effluent, as the VFA, allow the production of Bio-H,, others affect its
production, as in the case of ethanol. The mixture of these components is inevitable,
so it is of scientific and practical interest to assess the extent of the limitations caused
by such mixtures in the production of Bio-H, in MECs.



CAP. | INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

En afos recientes el aumento de las actividades humanas tanto domésticas como
industriales ha generado un uso desmedido de los combustibles fésiles, lo cual ha
traido consigo problemas relacionados a la contaminacion ambiental y a la
disminucién de las reservas energéticas mundiales. Algunos expertos sefialan que
se alcanzara un pico maximo de producciéon de combustibles entre los afos 2010
y 2020; para presentar posteriormente un declive drastico en los niveles (Vazquez
& Quintero, 2004).

Alrededor del mundo existen grupos de cientificos dedicados a la investigacion de
fuentes alternas de energia, dentro de ellas se encuentran la energia edlica, solar,
geotérmica, hidroeléctrica y bioenergia (obtenida a partir de la biomasa). De
acuerdo a un informe del IPCC (Panel intergubernamental de expertos en el
cambio climatico) emitido en el 2008, la bioenergia cubria a esa fecha poco mas
del 10% del suministro mundial (Edenhofer et al., 2011).

Los biocombustibles que actualmente han generado un mayor interés en la
sociedad son obtenidos a través de una gran variedad de procesos y empleando
en los mismos una amplia variedad de sustratos, dentro de los biocombustibles
destaca el biohidrogeno (Bio-H;) el cual se obtiene a partir de la transformacién de
la biomasa y presenta diversas ventajas frente a los combustibles fésiles.

De los procesos biolégicos para la produccion de Bio-H; la fermentacion oscura es
de los sistemas mas recurridos, sin embargo recientemente surgié un sistema
bioelectroquimico denominado celda de electrdlisis microbiana (CEM), a partir de
la cual es posible no solo producir Bio-Hz si no que en el mismo proceso se realiza
una remocion de materia organica logrando incluso en algunos casos eficiencias
de remocion cercanas a los sistemas de digestion anaerobia. Dado que la CEM es
un sistema reciente que surge en el afilo 2005, aun no se tiene bien documentada
la respuesta de este tipo de procesos a variaciones en algunos de sus parametros

de operacion por lo que varios grupos de investigacion trabajan en ello.



1.1.1 Biocombustibles

Los biocombustibles son vectores energéticos que se obtienen a partir de la
transformacién de la biomasa, se entiende por biomasa toda aquella materia
vegetal o animal de origen reciente que se encuentra sobre la superficie de la
tierra (Lee & Shah, 2013). La historia de los biocombustibles no es reciente, de
acuerdo a algunos autores la biomasa (empleada para la generacion de
biocombustibles) fue de las primeras fuentes de energia usadas por el hombre, sin
embargo, con la explotacion masiva de los combustibles fosiles (petréleo, carbén y
gas natural) el interés por la obtencidon de energia a partir de los biocombustibles
disminuyo®.

De acuerdo a las investigaciones realizadas en los ultimos afos el uso desmedido
de los combustibles fésiles se encuentra dentro de las primeras causas del cambio
climatico del planeta, en este contexto se vuelve a retomar el interés por los
biocombustibles, sobre todo por aquellos que se obtienen a partir de desechos
(domésticos, industriales, etc.) y que no generan un impacto negativo al ambiente.
Los biocombustibles suelen clasificarse de acuerdo al estado de la materia y a las
tecnologias empleadas en su obtencion (Tabla 1), a pesar de algunas limitantes,
los biocombustibles como el biodiesel, bioetanol y Bio-H, ya son empleados en la
industria quimica y automotriz. Las investigaciones en este sector se encuentran
enfocadas en optimizar los procesos de produccién para acelerar su obtencién y

comercializacion.

Tabla 1 Clasificacion de los biocmombustibles (Masera et al., 2011).

BIOCOMBUSTIBLE SOLIDO LIQUIDO GASEOSO
1° Generacion Lena, carbon Bioetanol, Biogas, gas de
vegetal, bagazo, biodiesel, licor sintesis.
pellets negro
2° Generacion Biochar, Etanol celulésico, -
torrefactos, syndiésel, aceite
torpellets de pirdlisis
3° Generacion - Diesel de algas, Biohidrégeno

etanol de algas




1.1.2 Hidr6geno como vector energético

El hidrogeno (H.) es considerado como una forma de almacenar y transportar
energia (vector energético), es decir como una energia secundaria ya que para
producirlo se requiere una transformacion con base en energias primarias. El gas
H, presenta dos ventajas importantes respecto a los combustibles fosiles; en
primera instancia el H, es el combustible con mas alta densidad de energia por
unidad de masa: 120 MJ/Kg mientras que la gasolina contiene solamente 44
MJ/Kg (Lalaurette et al., 2009), por otro lado reduce las emisiones de gases de
efecto invernadero liberados con el uso de combustibles fésiles.

A pesar de las amplias ventajas que presenta el H; respecto a otros combustibles
existen algunos retos que limitan la transicién energética (proceso de cambio en
los modelos de produccion y utilizacion de energia): baja produccién de Hy, poca
infraestructura para su distribucion y almacenamiento, y un conocimiento limitado
sobre su uso en maquinas de combustion interna (Sun et al., 2012).

El H, puede ser producido a partir de diferentes metodologias, los procesos
termoquimicos y electroquimicos son hoy en dia de los procesos mas recurridos
por la industria para la generacién de Hy, sin embargo, presentan como desventaja
el requerir de niveles altos de energia. Por otro lado se encuentran los procesos
bioldgicos los cuales se perfilan como alternativas prometedoras por su minimo

impacto al ambiente (Apuro, 2011).

1.1.3 Sistemas bioldgicos de produccién de Bio-H;

Los procesos biolégicos de produccion de Bio-H, tienen ventajas sobre otros
métodos, por un lado la posibilidad de generar un combustible de forma renovable,
asi como emisiones menores de didxido de carbono (CO») a la atmdsfera debido
al uso, en muchos de los casos, de residuos lignoceluldsicos (carbono neutro);
adicionalmente los procesos de produccién biolégica de Bio-H, requieren de
menor energia en comparacion con otros. Existen multiples formas de produccion

de Bio-H, a partir de diversas materias primas utilizando microorganismos, entre



estas alternativas se encuentra la biofotdlisis, la fotofermentacién y la fermentacién

oscura (Tabla 2).

Tabla 2 Ventajas y desventajas de los procesos biolégicos de producciéon de Bio-

H, (Apuro, 2011).

PROCESO VENTAJAS DESVENTAJAS
Requiere altas cantidades de
Biofotélisis E’uede producir Biq-Hg ’ luz.
directa directamente a partir de El oxigeno (O;) puede ser
agua y luz solar. peligroso para el sistema.
Baja eficiencia fotoquimica
Puede producir Bio-H; a Las hidrogenasas
Biofotélisis _ partir dg:-. agua. consumidoras de Bio-Hz deben
indirecta Tiene la habilidad de fijar ser removidas.

el nitrégeno de la
atmosfera.

El O, tiene un efecto inhibidor
en la nitrogenasa.

Puede utilizar una gama

Fotofermentacion ) .
amplia de residuos.

La eficiencia de conversiéon de

luz es muy baja, solo el 1-5%.

El O, es un fuerte inhibidor de
la nitrogenasa.

Amplia variedad de
fuentes de carbono

‘s usadas como sustrato.
Fermentacion

Oscura .
importantes como

subproductos.

No existe limitacion por O,.

Producciéon de metabolitos

Se alcanzan bajos
rendimientos en la produccion.
A medida que los rendimientos

se incrementan, la

fermentacién de Bio-H; es
termodinamicamente
desfavorable.
La mezcla de gas producida
contiene CO, que debe ser
separado.

1.1.4 Fermentacion oscura

La fermentacion oscura es uno de los procesos biolégicos de mayor interés para la
produccion de Bio-H; ya que se lleva a cabo bajo condiciones de temperatura y
presion ambiental. Este proceso es complejo puesto que en el intervienen diversos
grupos de bacterias que bajo condiciones anaerobias son las encargadas de

realizar la conversion de moléculas organicas de alto peso molecular a Bio-H,.



Durante el proceso de fermentacion las bacterias oxidan los residuos organicos
con el objetivo de obtener energia para el mantenimiento celular, de este proceso
se liberan electrones que la célula debe disponer para mantener su equilibrio
interno para ello emplea protones (H") como aceptor final de los electrones, de
eésta reduccion se obtiene entonces Hs.

El proceso de fermentacion se puede efectuar por dos vias: la via Fd-hidrogenasa
y la via formiato-hidrogeno liasa (Fig. 1). La primera de ellas es llevada a cabo por
microorganismos anaerobios estrictos los cuales transfieren los electrones del
piruvato al H® a través de la forma reducida de la ferredoxina (Fdeq),
posteriormente los H* son reducidos a H, por accion de la enzima hidrogenasa. En
la segunda via estan implicados microorganismos anaerobios facultativos; en este
proceso la enzima formiato-hidrégeno liasa rompe la molécula formiato y a partir
de ello se genera H, y CO; (Lee et al., 2009).

La produccion fermentativa de H, se ve afectada por diversos factores como el
inoculo, sustrato, tipo de reactor, nitrogeno, fosfato, iones metalicos, temperatura y
pH (Wang & Wan, 2009), cada uno de estos parametros ha sido ampliamente
estudiado por diversos grupos de investigacién. En un proceso ideal en el que sodlo
se produce acetato e Hj, por cada mol de hexosa se generarian 4 moles de Hy y 2
moles de acetato, sin embargo, en la practica algunos de los electrones liberados
se emplean para la generacion de otros compuestos reducidos (etanol, lactato,
propionato, butirato, etc.) lo que disminuye los rendimientos y las tasas de
produccion (Carrillo, 2013; Argun et al., 2008).

Los metabolitos que se generan a la par de la producciéon de Bio-H, y que para
este proceso se consideran residuos pueden adquirir valor al ser utilizados como
sustratos en procesos posteriores como la metanogénesis o los sistemas

bioelectroquimicos.



Fig. 1 Rutas metabdlicas de la fermentacion oscura: via Fd-hidrogenasa (1), via
formiato-hidrogenoliasa (2). Adaptado de Prescott et al., 2002.

1.1.5 Sistemas hibridos de energia

Los sistemas hibridos se crean a partir del acoplamiento de procesos en los

cuales los subproductos de una etapa se convierten en la materia prima de otra



etapa. Las biorefinerias son por lo tanto sistemas acoplados los cuales toman
diversos tipos de biomasa para elaborar diferentes productos; todos los productos
que se generan tienen valor y no se obtienen desechos finales. Algunos de los
pasos del proceso incluyen hidrélisis acida, fermentacién, gasificacion, pirdlisis,
combustion, separacion, etc. Dentro de los productos de una biorefineria se puede
incluir calor y energia, combustibles liquidos, plasticos, solventes, adhesivos,
lubricantes, pinturas, tinturas, detergentes, papel y cartén, etc. (Das et al., 2007).

En el contexto de los sistemas hibridos algunos autores reportan el acoplamiento
de la fermentacion oscura a procesos como la digestion anaerobia (Cota et al.,
2011), la fotofermentacion (Uyar et al., 2009), y a los sistemas bioelectroquimicos
microbianos (Lalaurette et al.,, 2009; Teng et al., 2010; Ruiz et al., 2014) para

mejorar la eficiencia global de produccién de energia (Fig. 2).

Fig. 2 Acoplamiento de sistemas para la produccion de biocombustibles. Adaptado
de Rivera, 2014.



1.2 Marco teérico

1.2.1 Sistemas Bioelectroquimicos

Los sistemas bioelectroquimicos (SBE) involucran una corriente faradica como
resultado de reacciones electroquimicas que son mediadas por microorganismos.
El sistema consiste de dos electrodos (anodo y catodo) inmersos en soluciones
electroliticas (anolito y catolito), tales soluciones se encuentran separadas por una
membrana. Los SBE pueden ser clasificados como celda galvanica cuando las
reacciones que ocurren son espontaneas desde el punto de vista termodinamico,
0 como celda electrolitica cuando las reacciones son no espontaneas, y hay que
suministrar energia para inducirlas.

La celda galvanica es un dispositivo autoalimentado que produce energia eléctrica
a partir de la energia quimica almacenada en los compuestos, la cual es liberada
por medio de reacciones quimicas redox. El proceso esta limitado por la cantidad
de sustancias quimicas que contiene, la polaridad del catodo es positiva, mientras
que el anodo es negativo. Un ejemplo de un dispositivo generador de energia
eléctrica es la celda de combustible microbiana (CCM) y las semi-reacciones que
ocurren en este sistema al utilizar acetato como sustrato se muestran en las

ecuaciones 1y 2.

Anodo: = CHsCOO™ +2H,0 > 2 CO, + - HCO3 + H' + ¢ (Ec. 1)
Cétodo: =0 + H' + & >~ H;0 (Ec. 2)
Reaccién Global: CHsCOO™ + 2 O, > H,0 + CO, + HCO3 (Ec. 3)

(AGr°= -848-98 kJ/mol)

Por otro lado una celda electrolitica es un sistema que consume energia, es decir,
convierte energia eléctrica en energia quimica, en este caso la polaridad del
catodo es negativa y la del anodo es positiva, por ejemplo la CEM (Fig. 3), mas
adelante se abordaran los aspectos que definen a la CEM como un sistema no
espontaneo, desde el punto de vista termodinamico.
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Los SBE se utilizaron inicialmente para la produccion de electricidad, sin embargo,
en anos recientes se han empleado también para la produccién de compuestos de
interés como el Hy, metano y etanol (electrosintesis). La principal ventaja de estos
sistemas es llevar a cabo una variedad de procesos simultdneamente (Sobieszuk
etal., 2012).

Fig. 3 Diagrama esquematico de una CCM (izquierda) y una CEM (derecha).

1.2.2 Celda de Electrélisis Microbiana

La CEM es una tecnologia relativamente nueva pues los primeros reportes
surgieron en el afio 2005 (Liu et al., 2005; Rozendal et al., 2006). Este sistema es
empleado para producir Bio-H,, para ello microorganismos que se encuentran en
la camara anddica llevan a cabo la oxidacion del sustrato a través de su
metabolismo, liberando iones H* y electrones que se transportan hacia la camara
catodica (Fig. 4).

A diferencia de una CCM donde la transferencia de carga eléctrica ocurre en
direccidn del anodo hacia el catodo debido a que el potencial eléctrico del catodo
es mas positivo que el del anodo, en la CEM para que la corriente eléctrica fluya
desde el anodo hacia el catodo se requiere una fuerza impulsora que se
suministra como un voltaje aplicado entre los dos electrodos, dado que la reaccion

de reduccion de H® a H, en el catodo tiene generalmente un potencial de



reduccion estandar menor (-0.41 V vs. EHS) que las reacciones de oxidacion de
los sustratos que se efectuan en el anodo (por ejemplo para acetato -0.29 V vs.
EHS). La cantidad de voltaje aplicado dependera del sustrato a degradar, pero se
ha observado que el Bio-H, finalmente proporciona mas energia como vector
energético que el voltaje necesario para impulsar el sistema.

De acuerdo a la literatura el sustrato por excelencia para estos sistemas es el
acetato, puesto que las bacterias electroactivas o bacterias respiradoras del anodo
(BRA) que son las encargadas de llevar a cabo los procesos de transferencia de
electrones, degradan facilmente esta molécula.

Cuando el sistema es operado unicamente con cepas electroactivas la
transferencia de los electrones generados durante la oxidacion de la materia
organica no presenta problemas. Sin embargo, cuando el inéculo consiste de una
comunidad microbiana mas compleja surge uno de los principales retos de este
dispositivo: la competencia de las archeas metanogénicas por los electrones
liberados y por el Bio-H, en caso de que se esté operando una CEM de un
compartimento. Las condiciones de operacion que se han propuesto para superar

estas y otras limitantes del proceso se describen mas adelante.

Fig. 4 Componentes de una CEM.
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1.2.3 Comunidad microbiana

En la CEM la presencia de microorganismos exoelectrogenos y/o electroactivos es
imprescindible ya que ellos son los encargados de transferir los electrones a otro
material. Las bacterias electroactivas pueden encontrarse de forma plancténica o
conformando una biopelicula, los procesos que se efectuan en torno a la
biopelicula son importantes para el sistema puesto que ésta puede mejorar la
eficiencia de transferencia de electrones, sin embargo, algunos autores reportan
que biopeliculas con un espesor amplio disminuyen la difusion de los sustratos asi
como de los productos de la reacciéon (Franks & Nevin, 2010), generando de esta
forma problemas de toxicidad por acumulacion de moléculas que podrian inhibir el
metabolismo celular (Rabaey et al., 2011). Se proponen dos mecanismos de
transferencia de electrones (Fig. 5) (Lovley, 2008):

e Directo: a través de los citocromos de la membrana celular y/o pili
(estructura celular que se encuentra sobre la superficie de algunas
bacterias y que sirve de interconexion entre ellas).

e Indirecto: mediante mediadores redox que pueden ser adicionados al
sistema (por ejemplo azul de metileno) o secretados por los

microorganismos (por ejemplo riboflavinas).
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Fig. 5 Esquema de los mecanismos de transferencia de electrones: directo (A 'y B)
e indirecto (C) (Lovley, 2012).

En la literatura la mayoria de los estudios con aplicaciones ambientales reporta el
empleo de consorcios microbianos como indculo, sin embargo, algunos autores
como Liu & cols. (2010) han empleado cultivos puros como G. sulfurreducens, G.
metallireducens y S. oneidensis para el estudio de los mecanismos de
transferencia de electrones principalmente (Fig. 6).

Como inéculo de estos sistemas se prefiere el uso de cultivos mixtos puesto que
estos utilizan una mayor variedad de sustratos y son mas robustos, lo que los
hace mas adecuados para escalar el proceso, sin embargo, al trabajar con cultivos
mixtos suele presentarse un reto importante: la competencia de sustratos por
microorganismos no electroactivos como los metanégenos que compiten con los
electroactivos por el consumo de acetato para formar metano (CH4). Con el
objetivo de inhibir selectivamente a los metanégenos se han evaluado algunos
tratamientos: cambios en la temperatura del sistema, pH del anolito, exposicion del
anodo al aire y adicion de agentes quimicos como el 2-bromoetanosulfonato
(Chae et al., 2010).
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Fig. 6 Microscopia de microorganismos electroactivos. Geobacter metallireducens
(A) y Shewanella oneidensis (B).

Las condiciones de operacion del proceso (voltaje aplicado, sustrato, pH,
temperatura, etc.) determinaran la estructura de la comunidad microbiana, por lo
tanto es deseable conocer las condiciones O6ptimas de crecimiento de los
microorganismos de interés con el objetivo de alinear éstas condiciones a las de

operacion, para obtener de esta forma un mejor desempefio del dispositivo.

1.2.4 Sustratos

El Bio-H, puede ser producido en las CEMs a partir de diferentes sustratos:
organicos fermentables, no fermentables y aguas residuales (Kadier et al., 2014).
Por el tipo de sustratos que emplea esta tecnologia, ademas de producir un
biocombustible tiene como ventaja la remocién de materia organica de diversos
tipos de efluentes, revalorizando los desechos que se generan diariamente. La
Tabla 3 muestra algunos de los sustratos mas empleados en las CEM, asi como la

respuesta en produccion de Bio-H; considerando el voltaje aplicado al sistema.
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Tabla 3 Sustratos empleados en la CEM.

Eap QH2

SUSTRATO (V) (m3/m3- d) REFERENCIA
Acido acético 1.10
Acido propiénico 0.72
Acido butirico 0.6 0.45 Cheng & Logan, 2007
Acido lactico 1.04
Acetato 0.5 0.02 Rozendal, 2006
Etanol -200 mV* - Parameswaran et al., 2009
Glucosa 0.9 1.87 Selembo et al., 2009
Celulosa 0.6 0.11 Cheng & Logan, 2007
Efluentes Sinteticos 05 1.11 Lalaurette et al., 2009
lignocelulésicos
Efluentes de 06 1.41 Lu et al., 2009

fermentacion

E.p: Potencial aplicado, Qu,: Velocidad de produccion volumétrica de H,. *Potencial del anodo vs.
Ag/AgCl.

En la Fig. 7 se pueden observar las interacciones que existen entre los
microorganismos de una comunidad para el consumo de un sustrato individual, lo
cual da una idea de la importancia de los cultivos mixtos cuando se utilizan
mezclas de sustratos, ya que un solo tipo de microorganismo no es capaz de
realizar todas las reacciones que se requieren en un proceso para transformar los
sustratos en corriente (Kiely et al.,, 2011; Parameswaran et al., 2009; Kadier et al.,
2014; Ruiz et al., 2014).
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Fig. 7 Interacciones microbianas en el consumo de sustratos en una CEM.

1.2.5 Disefio y operaciéon de una CEM

Los primeros reportes de la literatura datan de celdas en las que se pueden
observar dos compartimientos (camara anddica y catddica), sin embargo, con el
paso de los afos se han realizado modificaciones a la arquitectura de la celda,
dejandola en algunos casos como celdas de una camara (Cheng & Logan, 2011),
o adicionando puertos que se emplean para toma de muestra asi como para
alimentar al sistema en caso de un proceso en continuo (Logan et al., 2008).

Cada uno de los disenos de celdas usados al momento presenta ciertas ventajas y
desventajas; en el caso de las celdas que se conforman de dos camaras se tiene
el inconveniente de que la membrana que divide el sistema crea gradientes de pH
que afectan a la comunidad microbiana, aunado a esto la distancia que existe
entre los electrodos ofrece una resistencia a la transferencia de masa, y por ende
la reaccion de formacion de H, se ve afectada, ademas de generar una caida
ohmica del voltaje impuesto. Adicional a la resistencia mencionada, en el sistema

se presentan otro tipo de resistencias, como la resistencia a la transferencia del
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electréon de la bacteria al electrodo, las resistencias propias del sistema ocasionan
una pérdida de potencial lo cual provoca un aumento del consumo energético del
proceso. Por otro lado las celdas de un compartimiento presentan como
desventaja que el Bio-H; producido se recupera en una mezcla, y en el mejor de
los casos dicha mezcla contiene solamente CO,. Sin embargo, por las condiciones
de operacién y el tipo de indculos empleados en estos sistemas, la mezcla de gas
suele contener también CHy, lo cual requiere de la implementacion de procesos de
purificacion del gas, lo cual aumenta los costos del proceso.

Como ya se mencion6 anteriormente, para las configuraciones de dos camaras es
necesario emplear una membrana que divida al sistema, las membranas que se
han usado al momento son de intercambio catiénico y aniénico con lo cual se
limita la transferencia de masa de moléculas de carga especifica de una camara a
la otra de acuerdo al tipo de membrana empleada. Las primeras membranas
utilizadas fueron de intercambio cationico tales como Nafion, CMI-7000 y Fumasep
FKE, sin embargo, por los gradientes de pH que suelen generarse con este tipo de
membranas, es que algunos grupos de investigacion han optado por emplear
membranas de intercambio anionico como la AMI-7001, que a pesar de tener
como objetivo el intercambio de aniones, permite el paso de los iones H* los
cuales debido a su tamafio (6 x 10° A) son capaces excepcionalmente de
franquear las membranas anionicas (Liu et al., 2010).

Otra parte esencial del sistema son los electrodos: anodo (carga positiva) y catodo
(carga negativa). De acuerdo a lo reportado en la literatura, para el anodo se ha
recurrido a materiales a base de carbono, ya que estos presenta una buena
conductividad, biocompatibilidad y una gama de morfologias (tela, fieltro, papel,
etc.) que facilitan su manejo en el sistema, ademas de ser de bajo costo. Por otro
lado, para el caso del catodo suelen emplearse materiales a base de platino por su
capacidad catalizadora, sin embargo, este material representa una limitante en el
escalamiento del proceso, debido al alto costo del metal, por lo que una alternativa
es emplear biocatalizadores, tales como electrodos a base de carbono con
biopelicula (Rozendal et al., 2007).
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La aplicacion de voltaje al proceso es indispensable para que la reaccion se
efectue, esto se debe a que las reacciones de consumo de los sustratos que
generalmente se emplean en estos sistemas no son termodinamicamente
favorables cuando la energia libre de Gibbs de las reacciones es alterada por la
concentracion de hidrogeno presente. El voltaje aplicado al sistema se calcula a
partir del sustrato a degradar y generalmente el voltaje aplicado en la practica
suele ser un poco superior puesto que se contemplan pérdidas por las resistencias
propias del sistema. Este parametro es uno de los mas relevantes del sistema
puesto que debe considerarse que el inéculo se ve afectado por el voltaje
aplicado, es decir, mientras que para un consorcio microbiano cierto voltaje puede
favorecer el desempefio del sistema, para otro esa misma cantidad de energia
puede limitar o inhibir por completo el desarrollo de los microorganismos (Velasco
et al., 2011). En la literatura se pueden observar casos en los que se suministra al
sistema hasta 1 V, sin embargo, este valor se encuentra aun por debajo del voltaje
necesario para efectuar la electrolisis del agua, que es de 1.2 V (Liu et al., 2010),

proceso en el cual también se genera H,.

1.2.6 Evaluacion del desempeino de una CEM

Para evaluar el desempefio de la CEM hay una serie de parametros que se
determinan con el fin de verificar el nivel de eficiencia al cual esta operando el
sistema; dichos parametros se pueden dividir en fisicoquimicos, biologicos vy
electroquimicos. Con base en los datos obtenidos de los parametros de la CEM es
posible realizar una serie de calculos que permiten conocer la recuperacion de
energia en forma de corriente y de Bio-H; respecto al sustrato y biomasa (Logan
et al., 2008):

Moles teéricos de H, con base en la DQO (n4): Relaciona los moles de H;
producidos a partir del sustrato consumido, considerando que por cada mol de
DQO removida se pueden producir hasta 2 moles de H; (Ec. 4).
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__2ADQO

Ny = Ec. 4
th PMo,

Donde:
PM,,: Peso molecular del oxigeno (32 g/mol).

Las moles tedricas de H, con base en la corriente (ncg): Moles de H, que
pueden ser recuperados con base en la corriente obtenida, considerando que se

requieren dos electrones para obtener un mol de H; (Ec. 5).

t
_ ol Ec.5

Donde:
dt (s): Intervalo en que los datos de la corriente son medidos.
F: Constante de Faraday (96485 C/mol €’).

Moles de H; producidos experimentalmente (nexp): Moles de H; recuperados en
el catodo y calculados a partir del volumen de agua desplazado en la bureta (Ec.
6).

n PV
exp — RT Ec. 6

Donde:

P: Presion (0.81 atm).

V: Volumen de Bio-H; producido.

R: Constante de los gases ideales (0.08206 L atm/mol K).
T: Temperatura del sistema (K).

Eficiencia couléombica (Cg): relacion entre los moles de H, obtenidos a partir de

la corriente producida y los moles calculados a partir del consumo de DQO (Ec. 7).

Nnce

CE__ Ec. 7

Ntn
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Recuperacion catédica de H; (rcat): relaciona los moles de H; recuperados en el
catodo (moles experimentales) con los moles que tedricamente podrian ser

obtenidos con base en la corriente producida (Ec. 8).

Nexp

Tcat = Ec. 8

Nce

Recuperacion total de H; (ry2): relaciona los moles de H; obtenidos
experimentalmente respecto a los moles producidos a partir de la DQO removida
(Ec. 9).

Ty, = Cg * Tear Ec.9

Carga tedrica (Qi): cantidad de electrones de acuerdo a la concentracién del
substrato consumido que pueden ser transferidos hacia el electrodo y atravesar el

circuito externo desde el anodo hacia el catodo.

Acetato:

CH3COO™ + 3H,0 - CO, + HCO3 + 8H" + 8¢
Propionato:

CH3CH,COO™ + 5H,0 = 2CO, + HCO3 + 14H" + 14
Butirato:

CH3CH2CH,COO" + 7H,0 = 3CO, + HCO3 + 20H" + 20e”
Lactato:

CH3CHOHCOO ™ + 4H,0 - 2C0O, + HCO3 + 12H" + 12¢°
Etanol:

CH3CH20H + 3H,0 = 2CO, + 12H" + 12¢°

Carga experimental (Qc): cantidad de electrones que efectivamente fueron

transferidos y es cuantificada como la corriente cronoamperométrica.
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Para evaluar el sistema se puede calcular la tasa de produccién de H,, asi como la
densidad de corriente, los cuales estan estrechamente relacionados con sustrato,
indculo y potencial impuesto. Dichos resultados permitiran comparar entre
sistemas y definir asi las mejores condiciones de operacion para cada caso

especifico.
1.2.7 Bases electroquimicas de la CEM

En los sistemas bioelectroquimicos como la CEM el calculo de la energia minima
que debe suministrarse en el proceso para que las reacciones se efectuen es un
punto importante. El voltaje aplicado esta en funcion del sustrato con el que se
opera la celda, por lo tanto la energia extra que se adiciona al sistema sera
diferente para sistemas con sustratos individuales o con una mezcla de ellos.

Para que una reaccion ocurra espontaneamente, la energia libre de Gibbs de la
reaccion (AGr°) debe ser negativa, como ejemplo para el caso de acetato bajo
condiciones biolégicas estandar (T= 25°C, P= 1 bar, pH= 7) la AGr° para la

oxidacion de acetato a Bio-H> es:

CH3COO" + 4H,0—»2HCO3- + H* + 4H, Ec. 10
(AGr°= +104.6 kJ/mol)

Dado que la reaccion tiene un AGr° positivo el acetato no puede naturalmente ser
oxidado a Bio-Ha, por lo tanto la aplicacion de energia adicional es necesaria para
sobrepasar este limite termodinamico en la formacién de hidrogeno. Para dirigir el
proceso de la celda de electrélisis microbiana es necesario aplicar cierto potencial

de equilibrio (Eeq) el cual variara de acuerdo a la materia que se desee oxidar;
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siguiendo con el caso del acetato bajo condiciones biologicas estandar el E¢q se

calcula de la siguiente manera:

o 3_ )

E, K =— = — mol — _(0,14V
€q nF 8 e~ x 96485—

mole™

Donde n es el numero de electrones involucrados en la reaccion. En el E¢q no se
observa una corriente eléctrica neta, por lo tanto se aplica un voltaje tal que
permita desplazar el potencial del electrodo desde el valor del equilibrio (-0.14 V
vs. EHS) a otro, en donde es posible cuantificar una corriente eléctrica.

El E¢q también puede ser calculado a partir de los potenciales teoricos del catodo
(Ecat) Y anodo (Ean) como se observa en la Ec. 9, para ello es necesario conocer
las semi-reacciones que se efectuan en la camara anddica y catodica, ya que a
partir de estas y de la ecuacion de Nernst se puede calcular E,, y Ecat (EC. 14 y
17).

Eeq = Ecat - Ean Ec. 12

CH3COO" + 4H,0 — 2HCO3- + 9H" + 8¢’ Ec. 13
_ __RT |CH;C00™|

Egn = Egn oF In <—|HCO3_|2|H+|9> Ec. 14

8.314—J

Eqn = 0187V — (o214

(® (96485 mofe‘)

)(298.15 K) ( 1|
n
[1]2]1x10~7|°

) = 0279V Ec. 15

2H" +2¢"—» H, Ec. 16
RT PH
Ecat =— 2 In (IH*‘TZ) Ec. 17
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_J
(8.314Kmol)(298.15 K) ( 1

E..=—
cat 2(96485 C_) |1x10~7]2
mol e

) — 0414V Ec.18

Eeq= (-0.414 V) — (-0.279 V) = -0.14 V Ec. 19

1.2.8 Estado del arte de la CEM

A una década del primer reporte de una CEM y de acuerdo a lo que se encuentra
reportado en la literatura, la investigacion en estos dispositivos ha tomado
direcciones distintas, sin embargo, todos los estudios se encuentran dirigidos
hacia la optimizacion de cada uno de los parametros de este dispositivo (sustrato,
in6culo, voltaje aplicado, material de electrodos y membrana, etc.); con el objetivo
final de obtener un sistema cuyo rendimiento permita escalar el proceso a un
mayor nivel, para hacer de ésta una tecnologia mas atractiva. En un estudio
publicado por Li & cols. (2013) se analizan los articulos y patentes desarrollados
sobre las CEMs a la fecha, a partir de esto los autores sefalan cuatro rutas en las
que se ha orientado la investigacion en las CEMs: modificacion de electrodos,
produccion de Bio-H,, aplicaciones futuras del sistema y energia de entrada.
Algunos de los parametros mencionados anteriormente asi como las respuestas
del sistema reportadas para diferentes casos se enlistan en la Tabla 4 y se
discutiran a continuacion.

Los primeros reportes de CEMs fueron realizados en sistemas en lote y
empleando membranas de intercambio para separar los procesos que ocurrian en
el anodo y catodo, sin embargo, con el paso del tiempo se han realizado
modificaciones al modo de operaciéon de la celda asi como a su configuracion,
obteniendo con ello buenos resultados, tales como los reportados por Cheng &
cols. (2011) quienes operaron un sistema en lote de una camara con una buena
respuesta en produccion de Bio-H, y densidad de corriente (Tabla 4).

El pH de operacion es un parametro muy importante en este tipo de sistemas, los
cambios efectuados en éste inciden directa e indirectamente en la comunidad

microbiana asi como en la respuesta del sistema a la producciéon de energia. La
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mayor parte de los trabajos con celdas reportan valores de pH neutro, sin
embargo, Hu & cols. (2008) probaron un sistema a pH 5.8 con el objetivo de
evaluar si los metandégenos podian ser inhibidos sin afectar a la comunidad
electroactiva; contrario a lo que se pensaba, los resultados indicaron que aun a pH
5.8 la formacién de gas metano en el espacio de cabeza era muy similar a la
obtenida en sus ensayos a pH neutro.

Considerando lo anterior podria decirse que los cambios en pH no afectaron
demasiado a la comunidad metanogénica, sin embargo, pudieron si afectar a la
comunidad electroactiva. En tal sentido, Lu & cols. (2009) emplearon un efluente
de una fermentacion tipo etanol, y evaluaron dos sistemas: una celda se operé con
el efluente sin un amortiguador para el cambio de pH, mientras que a la otra se le
adicion6 un amortiguador, los cambios de pH fueron considerables para la primer
celda descendiendo a valores de 4.5, reduciendo también la produccién de Bio-H;
de 1.41 a 0.0372 m® Ho/m® anolito-d.

Adicional al pH, el voltaje aplicado es otro parametro muy importante del sistema,
como ya anteriormente se menciond, la energia que debe aplicarse al sistema
para favorecer las reacciones esta en funcion del tipo de sustratos utilizados asi
como de las condiciones de temperatura. El voltaje aplicado también afectara en la
respuesta de la densidad de corriente, generalmente la tendencia indica que a
mayor potencial mayor produccion de densidad de corriente. En efecto, algunos
autores que han empleado 1 V vs. Ag/AgCl han obtenido respuestas en densidad
de corriente en el intervalo de 3 a 105 A/m? (Jia et al., 2010; Cheng et al., 2011).
Como se menciono anteriormente una de las rutas de investigacion de las CEMs
son las futuras aplicaciones del sistema, en este sentido es que algunos estudios
(Lu et al., 2009; Lalaurette et al., 2009; Ruiz et al., 2014) evaluan efluentes reales
y sintéticos de otros procesos con el objetivo de emplearlos como sustratos para la
CEM y de esta manera favorecer el escalamiento del proceso minimizando los
costos de operacion. Los efluentes que han sido probados en las celdas provienen
en su mayoria de procesos de fermentacion oscura, sin embargo, a la fecha se ha
evaluado la respuesta de las CEMs considerando solo algunos subproductos de

estos procesos (acetato, propionato, butirato, etc.) y poco se sabe sobre la
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respuesta que se tendria al suministrar otros metabolitos (lactato, etanol, formiato,
etc.) que también suelen obtenerse en los efluentes de fermentacion oscura.

Finalmente, la produccion de Bio-H; es otra de las rutas de investigacion de estos
sistemas, por lo cual cada una de las modificaciones que se realiza a la CEM se
hace considerando como se veran reflejados esos cambios en la formacion de
Bio-H,. A la fecha el mejor desempefio ha sido obtenido utilizando acetato como
sustrato, con una velocidad de produccién volumétrica de hidrégeno de 50 m%m?
anolito-d obtenidos en una CEM de dos camaras con flujo continuo y un voltaje

aplicado de 1V (Jeremiasse et al., 2010).
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Tabla 4 Parametros de operacion y desempeio de CEMs.

T Vol Desempeiio
, o .
Inéculo Sustrato pH (°C) L) Vap Qi J Yio Referencia
(m¥m3-d) (AIm?) (%)
AR industria papel Acetato 7 25 6.6 0.5 0.02 0.47 53 Rozendal et al., 2006
ARD ARD 7.1 30 058 0.5 0.01 0.35 8 Ditzig et al., 2007
ARD Acetato NR 30 0.028 0.8 3.12 0.037 93 Call et al., 2008
ARD Acetato 5.8 30 025 0.6 0.69 14 64 Hu et al., 2008
G. sulfurreducens Acetato 6.8 NR 0.018 0.7 1.9 411 NR Call et al., 2009
AR sintética Acetato 7 NR 0.72 1.0 0.095 3.19 21.2 Jia et al., 2010
ARD Acetato NR 30 0.02 1.0 17.8 104.5 NR Cheng et al., 2011
Efluente de clarificador I Efluente CSTR N
primario de PTAR EA 6.7 25 0.026 0.6 1.41 135 NR Lu et al., 2009
Efluente de clarificador  pqp 70 NR 0028 05  1.11 NR 82 Lalaurette et al., 2009
primario de PTAR
I Mezclas de
AR municipal de PTAR acido acéticoy 7.0 20 045 0.6 0.265 2.35 NR Ruiz et al., 2014
propionico
Efluente de una CEM Acetato 70 30 002 1.0 50 228 NR  Jeremiasseetal,

2010

Vap: Voltaje aplicado, Qu,: Tasa de produccion de H,, J: Densidad de corriente respecto al electrodo, Y,: Rendimiento de produccion
de H,, AR: Agua residual, ARD: Agua residual doméstica, PTAR: Planta de tratamiento de aguas residuales, CSTR: Reactor continuo
de tanque agitado, FA: Fermentacion alcohdlica, ESF: Efluentes sintéticos de fermentacién, NR: No reportado, *: Densidad de

corriente reportada en A/m°.



1.3 Justificacion

En la busqueda de alternativas renovables que contribuyan a satisfacer la
demanda energética mundial, surgen las CEMs como dispositivos atractivos para
su empleo dada la capacidad de producir hidréogeno, cuyo vector energético
presenta ventajas importantes respecto a los combustibles fosiles. Las CEMs
pueden emplear una gran variedad de sustratos, lo que representa una ventaja del
sistema; en este sentido resulta interesante acoplar los efluentes de fermentacién
oscura (otro sistema biolégico productor de Hy) como sustratos para la CEM, para
de esta forma incrementar la produccién global de Bio-H;, ademas de remover la
materia organica presente en los efluentes.

Considerando que los efluentes de los reactores productores de Bio-H; suelen
variar en composicion de acuerdo al tipo de operacion, es necesario evaluar el
comportamiento que una CEM tendria con este tipo de sustratos, en especifico
con la variacion de metabolitos como lactato y etanol que no siempre estan
presentes en este tipo de efluentes, pero que en caso de estarlo podrian modificar

completamente el desempefio del sistema.
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1.4 Hipétesis

La composicion de las mezclas definidas de AGVs, lactato y etanol afectara tanto
la produccion de Bio-H; como la generacion de corriente y se espera que en las
mezclas con una mayor concentracion de lactato respecto al etanol se obtengan
mayores rendimientos.

1.5 Objetivos

1.5.1 General

Evaluar el efecto de la variacion de la fraccion de etanol y lactato en una mezcla

definida de acetato, propionato y butirato, para la produccién de Bio-H,; en CEMs.

1.5.2 Especificos

« Evaluar el efluente de un reactor fermentativo productor de Bio-H, como

in6culo para una CEM.
+ Determinar la composicion de la mezcla inicial de AGVs (acetato,
propionato y butirato) para establecer la linea base de sustrato para cada

ensayo.

» Evaluar el efecto que pueden tener los componentes de la fermentacion

oscura, etanol y lactato, en una CEM.
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CAP. Il MATERIALES Y METODOS

2.1 Fuente de in6culo

Para llevar a cabo los ensayos, la comunidad microbiana se obtuvo a partir de dos

indculos, los cuales se describen a continuacion:

Efluente de un reactor fermentativo: Se recolectd el efluente de un reactor
CSTR productor de Bio-H,, el cual fue alimentado con suero de leche e
inoculado con 4.5 g de solidos suspendidos volatiles (SSV)/L de lodo
granular disgregado proveniente de un reactor UASB a escala industrial que
trata el agua residual de una industria confitera en el estado de San Luis
Potosi, México; las condiciones de operacion del reactor fueron las
siguientes: 37°C, TRH: 8 h, pH 5.5. La cosecha de la biomasa se realiz
durante las etapas estables del proceso, el efluente recolectado del reactor

CSTR se concentré hasta obtener 4.5 g de SSV/L para inocular las celdas.

Lixiviados de composta: Los lixiviados se obtuvieron a partir de composta
comercial la cual es previamente aclimatada para incrementar la biomasa
microbiana del medio y favorecer la seleccion de microorganismos
electroactivos.

Para obtener los lixiviados se realiz6 una mezcla de 600 mL de agua
desionizada, 200 mL de composta comercial (Humus de lombriz, Rancho
los molinos), 60 mM de KCl y 20 mM de CyH3NaO,-3H,0. La mezcla se
dejo en agitacion durante 12 hrs. Al finalizar el tiempo de aclimatacion, la
mezcla se centrifugd durante 2 min a 1000 rpm, para de estar forma
obtener el sobrenadante que fungié como inéculo en los ensayos y del cual

se adiciond a la camara anddica 110 mL.
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2.2 Anolito

La composicidn del anolito (camara anddica) vario de acuerdo a cada uno de los
dos inoculos empleados. Para los ensayos que se operaron con el indculo del
reactor fermentativo el anolito estuvo constituido por un medio de nutrientes
reportado por Teng et al., 2010 (en 1 L de buffer de fosfatos): NH4Cl, 310 mg; KClI,
130 mg; CaCl,, 10 mg; MgCl,-6H20, 20 mg; NaCl, 2 mg; FeCl,, 5 mg; CoCl;-2H,0,
1 mg; MnCl»-4H,0O, 1 mg; AICl3, 0.5 mg; (NH4)sM07024, 3 mg; H3zBO3, 1 mg;
NiCl,-6H,0, 0.1 mg; CuSO4-5H,0, 1 mg; ZnCl,, 1 mg.

Respecto a los ensayos inoculados con lixiviados de composta la camara anddica
no tuvo un medio de nutrientes, por lo que el anolito fue conformado unicamente
por el inoculo.

Adicional a los inéculos y al medio de nutrientes la camara anodica tuvo una
mezcla de AGVs (acetato, propionato y butirato a 2500 mg DQOI/L, en proporciéon
0.26:0.25:0.49) que una vez evaluada fungié como la linea base (CEM CTRL) para
las diferentes concentraciones de lactato y etanol que se probaron. La proporcién
de la mezcla de AGVs se fij6 con base en la concentracién promedio de AGVs de
efluentes de diferentes reactores fermentativos como se observa en la Tabla 5;
para establecer la proporcion un total de 10 estudios fueron considerados.
Utilizando también como indculo lixiviados de composta se montd una celda con
acetato como unico sustrato a una concentracion de 2500 mg DQO/L (CEM
ACETATO).
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Tabla 5 Concentracion de AGVs en efluentes de reactores fermentativos.
Acetato Propionato Butirato

Referencia gDQO/LL gDQO/L g DQOIL
Davila et al., 2008 3.86 0.22 9.34
Cota et al., 2009 5.35 6.00 20.88
Davila et al., 2009 6.69 9.75 18.27
Davila et al., 2011 2.45 5.12 8.78
Arriaga et al., 2011 0.56 1.38 0.65

. 2.41 0.18 8.84
Carrillo et al., 2012 > 74 0.93 - 386
Arreola et al., 2013 1.82 2.10 0.26
Carrillo et al., 2014 2.25 3.89 2.96
Arreola et al., 2014 0.64 0.50 0.70
Carrillo et al., 2014 1.61 0.44 2.58

Para definir las mezclas lactato-etanol (Tabla 6), se determiné un maximo y un
minimo de las concentraciones obtenidas en el efluente de un reactor fermentativo
operado en los laboratorios de la Divisién de Ciencias Ambientales de IPICYT; a
partir de éstos se definieron dos puntos intermedios dando un total de cuatro
ensayos (CEM M1 a M4).

Tabla 6 Composicion de las mezclas (g DQOI/L).
Ensayo Lactato Etanol

CEM M1 0.4377 0.5623
CEM M2 0.3326 0.6674
CEM M3 0.2548 0.7452
CEM M4 0.1950 0.8050

2.3 Catolito
El catolito en la CEM estuvo conformado de un buffer de fosfatos (pH, 7.0, 0.5 M)

el cual se prepard a partir de los siguientes reactivos (g/L): 4.33 NayHPO,, 2.69
NaH,PO, y 2.85 KCI.
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2.4 Estrategia experimental

La Fig. 8 muestra los ensayos efectuados asi como las condiciones de operacion
de cada uno de los sistemas. Como primera etapa se evalu6 el in6culo procedente
de la fermentacion oscura, para ello se fijo un voltaje de 0.6 V mientras que la
concentracion de la mezcla base de sustratos (acetato, propionato y butirato) vario
de 150 a 2500 mg DQO/L. En la segunda etapa se evalué la biopelicula
preformada sobre los electrodos de dos de los ensayos previos (500 y 2500 mg
DQO/L) en estos casos se aplicé también un voltaje de 0.6 V, sin embargo, a
diferencia de los ensayos de la primer etapa en éstos no se operd con
microorganismos planctonicos. Una vez concluidas las primeras dos etapas se
procedié a evaluar el inéculo obtenido de lixiviados de composta a dos diferentes
voltajes 0.6 V y 1.0 V, en esta ocasion se dej6 fija la concentracion de la mezcla
base de sustratos (2500 mg DQO/L). Como cuarta etapa se realizaron los cuatro
ensayos en los cuales se evaluaron las mezclas de lactato y etanol, en estos
ensayos las condiciones de operacién fueron las siguientes: como inéculo se usé
el lixiviado de composta, el voltaje impuesto fue de 1.0 V y la mezcla base de
sustratos (acetato, propionato y butirato) fue de 2500 mg DQOJ/L. Finalmente para
comparar la respuesta del sistema al variar la diversidad de sustratos adicionados
a la celda se monté un ensayo alimentado solamente con acetato, dicho ensayo

se indculo con lixiviados de composta y se aplicé 1.0 V.
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Evaluacion del
inéculo procedente
de la fermentacion

oscura

(0.6 V, Mezclas de
DQO: 150, 250, 500 y
2500 mg/L)

Operacion de CEMs
con biopelicula
preformada

(0.6 V, Mezclas de
DQO: 500 y 2500
mg/L, Indculo: efluente
de fermentador)

Evalucion de
lixiviados de
composta (CEM
CTRL)

(0.6 y 1.0V, Mezcla
de DQO: 2500 mg/L)

!

Evaluacion de
mezclas de etanol y
lactato (CEM M1-M4)

(1.0 V, Mezcla total de
DQO: 3500 mgl/L,
Inéculo: lixiviados de
composta)

Evaluacion de CEM
con acetato (CEM
ACETATO)

(1.0V, 2500 mg
DQOIL, Inéculo:
lixiviados de
composta)

Fig. 8 Estrategia experimental.

2.5 Diseno de CEM y electrodos

Como se muestra en la Fig. 9 los ensayos se realizaron en celdas tipo H
constituidas por dos camaras de vidrio (volumen total por camara: 170 mL,
volumen de operacion: 110 mL), separadas por una membrana de intercambio
cationico marca ULTREX CMI — 7000 (Membranas International Inc. New Jersey,
EUA) que permite el paso de iones H* al catodo. Con el objetivo de aclimatar la

membrana, ésta se rehidratd con el catolito durante 24 horas previas al arranque

experimental.

Para la operaciéon de los sistemas se emplearon dos electrodos de diferentes

materiales, las caracteristicas de los mismos se describen a continuacion:

e Catodo: compuesto por una malla de platino (Alfa Aesar, Massachusetts,

EUA) con un area proyectada de 4 cm?.

e Anodo: conformado por fieltro de carbono (Grupo Rooe, Estado de México,

México) con un area proyectada de 4 cm?y un espesor de 0.5 cm.
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La distancia entre ambos electrodos es de aproximadamente 10 cm vy las
conexiones al circuito externo se hicieron con alambre de titano (0.8 mm diametro,
Alfa Aesar, Massachusetts, EUA).

Fig. 9 Celda de electrdlisis microbiana empleada; camara anddica (izquierda) y
camara catodica (derecha).

2.6 Condiciones de operacion

La CEM se operd como un sistema en lote sumergida en un bafo térmico a 35 °C
y conectado a un potenciostato (BioLogic Science Instrument, EC-Lab Version
10.12 software, Francia), el cual suministré un voltaje constante de 0.6 Vy 1.0 V.
Para evaluar las mezclas la camara catddica y anddica de la CEM contuvieron 110
mL del catolito y anolito respectivamente, ambas camaras fueron burbujeadas con
gas Ny durante 10 minutos para remover el O, presente ya que éste compite con
el electrodo por la captura de electrones.

Para cada mezcla se realizaron controles de CEM 1) en ausencia de in6culo y
sustrato, para descartar la produccién de H, por electrohidrdlisis de biomasa y/o
sustrato; 2) sin aplicacion de voltaje, para determinar la produccion de H; por
microorganismos no electroactivos; 3) celda con medio nutritivo, para descartar la
electrolisis hidrélisis del agua debido a los voltajes aplicados. Las CEMs se

mantuvieron en operacion por un periodo aproximado de 8 dias para el caso del
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in6culo del fermentador, mientras que las CEMSs inoculadas con lixiviados de
composta operaron durante 28 dias aproximadamente. El volumen de gas de cada
camara se midio diariamente, la composicién de los gases fue analizada usando
un cromatégrafo de gases. Al inicio y término de operacion de cada celda se

tomaron muestras para medir pH, DQO, SSV y consumo de sustratos.

2.7 Métodos de analisis

2.7.1 Técnicas analiticas

El seguimiento del Bio-H; producido en la camara catédica asi como del biogas en
la camara anddica se efectud durante el transcurso del ensayo mediante un
cromatografo de gases (GC, 6890N Network GC System, Agilent Technologies,
Waldbronn, Alemania) provisto de un detector de conductividad térmica y una
columna empacada Hayesep D (Alltech, Deerfield, lllinois, EUA) con las siguientes
dimensiones 10" x 1/8"" x 0.085"". Las condiciones de operacién del cromatografo
fueron las siguientes: Temperatura del inyector 250°C, temperatura de detector
250°C, temperatura de columna 60°C, el volumen de inyeccion 500 uL, nitrégeno
como gas de arrastre a un flujo de 12 mL/min, tiempo de analisis 13 min (Davila-
Vazquez et al., 2008).

Adicionalmente el volumen diario de Bio-H; y biogas producido se midi6é a través
del método de desplazamiento de agua (Davila-Vazquez et al., 2008).

Al inicio y término de cada ensayo se determindé el pH de ambas camaras
empleando un potenciometro (Thermo Electron Corporation, Orion Star, EUA), la
DQO soluble se analiz6 tomando como referencia el Standard Methods for
Examination of Water and Wastewater (APHA, 1998) con un digestor (Bioscience,
Inc. COD reactor), realizando las lecturas con un espectrofotdmetro (Thermo
Spectronic Aquamate).

Se efectud la cuantificacion de AGVs por comparacion con estandares de alta
pureza mediante un sistema de electroforesis capilar (Agilent 1600A, Waldbronn,

Alemania) usado con un buffer basico de aniones (Agilent, pH = 12.1) y una
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columna capilar de silice fundida (Agilent, id = 50 um, L = 80.5 cm, Largo efectivo
= 72 cm), la temperatura y voltaje aplicados en el analisis de electroforesis capilar
fue de 20 °C y -30 kV, respectivamente (Davila et al., 2008). Para la cuantificacion
de etanol se emple6 un cromatografo de gases (GC, 6890N Network GC System,
Agilent Technologies, Wilmington, DE) provisto de un detector de ionizacién de
flama y de una columna capilar HP-Innowax (30 m x 0.25 mm id, espesor de la
pelicula 0.25 ym, (Agilent technologies, Wilmington, DE). Las condiciones de
operacion del cromatégrafo fueron las siguientes: temperatura del inyector 220 °C,
temperatura del detector 250 °C, el volumen de inyeccion 1 pL, helio como gas de
arrastre a un flujo de 1.5 mL/min. La determinacion de SSV se realiz6 de acuerdo
a la técnica estandar (APHA, 1998) empleando para ello una mufla (Thermolyne
1400 Furnace).

Una muestra del bioanodo, el cual se fijo en glutaraldehido al 2%, se almacend al
finalizar cada ensayo para posteriormente efectuar 2 lavados de 5 minutos c/u con
soluciones de etanol al 30, 50, 70, 80, 90 y 100%, realizar un recubrimiento con
oro (Cressington Sputter Coater 108 auto, Recubridora- Au/Pt) y finalmente
observarlos al microscopio electrénico de barrido con aumentos de 100 X, 5000X,
y 10000X (Microscopio de ultra alta resolucion de emisiéon de campo Dual Beam —
Helios Nanolab 600).

2.7.2 Técnicas electroquimicas

La voltamperometria ciclica (VC), y cronoamperometria (CA) se realizaron
empleando el mismo potenciostato con el que se suministrd el voltaje a la celda.
La VC inicio en un potencial de circuito abierto (Eocy) = O y se dirigio en direccion
anodica hasta un potencial de inversién de + 1.0 V vs. Ag/AgCl y de ahi en
direccion catédica hasta un potencial de — 1.0 V vs. Ag/AgClI para regresar al valor
inicial; los ciclos se obtuvieron por duplicado a una velocidad de barrido de 10
mV/s 6 1 mV/s. La cronoamperometria es una técnica que relaciona la evolucion
de la corriente en un lapso de tiempo, se realizé suministrando un voltaje de 0.6 y

1.0 V segun fuera el caso, registrando la corriente generada cada 10 min.
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CAP. Il RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1 Evaluacién del inéculo procedente de la fermentacién oscura y de la

biopelicula preformada

Con el objetivo de evaluar el desempefio del consorcio microbiano procedente de
la fermentacion oscura para su empleo en la produccion de Bio-H; en la CEM, se
realizaron cuatro pruebas iniciales, en las cuales el in6culo procedente del efluente
de un reactor fermentativo (4.5 g SSV/L) y el voltaje (0.6 V) se mantuvieron
constantes mientras que la DQO soluble del sistema varié. Los valores que se
probaron fueron los siguientes: 150, 250, 500 y 2500 mg DQOI/L, se optd por
trabajar en estos valores de DQO soluble dado que es lo que se encuentra
reportado en la literatura. Las concentraciones menores (150 y 250 mg DQOI/L) se
han empleado en celda de combustible microbiana (Teng et al., 2010) en cuyos
casos se evaluaron mezclas de AGVs. Por otro lado, las concentraciones mayores
de DQO soluble (500 y 2500 mg DQOI/L) se han reportado en CEM alimentadas
con AGVs de forma individual (Chae et al., 2010). Cabe resaltar que en todas las
mezclas evaluadas en el presente trabajo, la relacién de los sustratos utilizados en
base DQO (0.26:0.25:0.49, acetato, propionato y butirato, respectivamente) se
mantuvo fija.

En los cuatro ensayos evaluados no se presenté produccion de Bio-Hz, mientras
que los SSV se redujeron al final de cada ensayo. Estos resultados dieron como
indicio que el voltaje empleado pudo haber sido muy elevado para el indculo y que
gran parte de la comunidad microbiana se habia inactivado, aunado a esto la DQO
soluble final aumentd, lo que sustenta la hipétesis de que se dio una lisis celular
que permitié la liberacion de metabolitos solubles que aumentaron la DQO del
sistema.

Por otro lado, como puede verse en la Fig. 10 la maxima densidad de corriente
para todas las mezclas (CEM 150: 34 mA/m?, CEM 250: 37 mA/m?, CEM 500: 24.5
mA/m? y CEM 2500: 12.5 mA/m?) fue muy inferior a los valores reportados en la
literatura (720 mA/m? Lu et al., 2009; 2350 mA/m? Ruiz et al., 2014) y en cuyos
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casos el voltaje aplicado fue el mismo (0.6 V vs. Ag/AgCIl) que se uso en el
presente ensayo, sin embargo, es importante mencionar que dado que en todos
los ensayos se genero un incremento en la corriente esto indico que efectivamente

en el indculo se encontraban presentes especies electroactivas.
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Fig. 10 Evolucion de la densidad de corriente en el tiempo de las CEMs con
diferentes concentraciones de DQO (mg/L) probadas.

Al término de los ensayos de 500 y 2500 mg DQO/L se optd por probar los
electrodos colonizados de éstos en celdas con medios frescos, la misma
concentracion de sustratos para cada uno y sin microorganismos en suspension,
lo anterior considerando que la biopelicula formada en el electrodo podria
incrementar tanto la generacion de corriente como de Bio-H,. Los resultados que
se obtuvieron indicaron que la comunidad microbiana que no se encontraba
adherida al electrodo también estaba jugando un papel importante en el
desempeno del sistema, puesto que al igual que en los primeros ensayos no se
observo formacion de Bio-Hy, y por el contrario la generacion de corriente

disminuy6 considerablemente (Fig. 11).
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Fig. 11 Desempeiio de las CEMs con electrodos previamente colonizados.

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede plantear la hipotesis de que la
mayor parte de la comunidad microbiana que se encontraba conformando el
in6culo del fermentador no era del tipo electroactiva, puesto que las densidades de
corriente obtenidas fueron muy bajas. De esta forma se demuestra que el efluente
de un reactor fermentativo puede tener una comunidad microbiana apta para la
produccion fermentativa de H, pero no necesariamente sera un indculo adecuado

para una CEM.

3.2 Evaluacién del inéculo lixiviados de composta a dos diferentes voltajes

Al analizar los resultados con el efluente del fermentador productor de Bio-H, todo
indicaba que el inéculo que se estaba empleando no contaba con la comunidad
microbiana adecuada para el correcto desempefio de una CEM, por lo tanto, en su
lugar se decidio utilizar lixiviados de composta, un indculo del cual se conoce su
capacidad electroactiva (Paz, 2014).

Una vez definido el nuevo inéculo se montaron dos ensayos, en los cuales se dejo

fija la concentracién de DQO (2500 mg/L) para la mezcla que funge como linea
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base (acetato, propionato y butirato), en esta ocasion ademas del potencial que se
habia estado utilizando (0.6 V) se evalu6 un potencial mayor (1.0 V), considerando
que de acuerdo a lo reportado con este in6culo se ha obtenido una mejor

respuesta a potenciales mayores (Paz, 2014).
3.2.1 Evolucién de la densidad de corriente

La Fig. 12 muestra el desempefio en la generacion de corriente de los dos
ensayos en los que se aplicaron dos voltajes diferentes y la duracion de los
mismos, en ambos casos es claro que las maximas densidades de corriente, 2200
mA/m? (CEM 0.6 V) y 2180 mA/m? (CEM con 1.0 V) obtenidas fueron muy
superiores a las alcanzadas en los ensayos con el indculo proveniente de la
fermentacién oscura. Es importante destacar que aun cuando en la CEM operada
a 0.6 V se generara un maximo en la densidad de corriente ligeramente mayor a la
de la CEM 1.0 V, ésta ultima resultd mas efectiva en generacién de corriente,
puesto que mantuvo valores de densidad de corriente de entre 500 y 2180 mA/m?

por un periodo de 15 dias.
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Fig. 12 Densidad de corriente generada en las CEMs en las que se empleb como
inéculo lixiviados de composta a un voltaje aplicado de 0.6 y 1.0 V.

3.2.2 Produccioén de Bio-H»

Aunado a la generacidn de corriente en estos ensayos se detecto la presencia del
gas hidrégeno en la camara catédica. Como se muestra en la Fig. 13 la
produccion acumulada de hidrégeno fue considerablemente mayor para el sistema
operado a 1.0 V en donde se obtuvieron 35.8 mL al final del ensayo, mientras que
la CEM 0.6 V generd 3.6 mL. Al considerar el tiempo y volumen del anolito a partir
del cual se generd el gas de interés se calculd la velocidad volumétrica de
produccion de Bio-H, la cual para las CEM 0.6 y 1.0 V fue de 0.0110 y 0.0325
m®m? anolito-d, respectivamente. Las tasas de produccién de Bio-H, obtenidas en
estos ensayos se encuentran dentro del rango de las reportadas en sistemas con
una configuracién similar: 0.02 m*/m>-d, anodo: fieltro de grafito, catodo: malla de
titanio con revestimiento de platino Rozendal et al. 2006; 0.04 m®*m?3-d, anodo:
fibras de carbono, catodo: tela de carbono con platino Lu et al., 2009; 0.05 m3/m?>-
d, anodo: fieltro de carbono, catodo: placa de titanio con revestimiento de platino

Chae et al.,, 2008. Este parametro, al igual que la densidad de corriente, nos
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permite comparar entre sistemas y es un punto importante al considerar el

escalamiento del proceso.
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Fig. 13 Produccion de Bio-H,; acumulado como funcion del voltaje.

La produccidon de Bio-H; en estos sistemas esta directamente relacionada con la
cantidad y diversidad de microorganismos con los cuales se inocula la celda. El
inoculo inicial generalmente se reporta como un porcentaje del volumen total de
trabajo, sin embargo, determinar la biomasa en términos de SSV nos da una idea
mas clara de la cantidad de microorganismos con los que se esta operando.
Considerando los SSV con los que se inoculé la CEM 0.6 V (0.467 + 0.09 g
SSV/L) y CEM 1.0 V (1.633 £ 0.61 g SSV/L) la produccion de Bio-H, para cada

sistema es de 70 y 200 mL/g SSV, respectivamente.

3.2.3 Composicion de biogas en la camara anédica

La composicion del biogas en la camara anddica esta estrechamente relacionada
con la generacién de Bio-H; mientras que la presencia de CO; es un producto qué

se sabe va de la mano con la obtencién de Bio-H,. La produccién de CH4 es un
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proceso no deseado, dado que esto nos indica que en la comunidad microbiana se
encuentran microorganismos metanogénicos que afectan al sistema. Lo anterior
puede darse a través de dos mecanismos, por un lado se consumen electrones
generados durante la oxidaciéon de la materia organica y de esta forma dichos
electrones dejan de cruzar por el circuito eléctrico para recombinarse con los iones
H* en la camara catodica. Por otro lado, la comunidad metanogénica consumira
parte del sustrato, por lo que los microorganismos electroactivos tendran una
menor disponibilidad de este. Las dos maneras en las que se afecta el sistema
tienen la misma consecuencia, una menor producciéon de Bio-Ho.

Es de esperarse que con el in6culo y las condiciones de anaerobiosis que se esta
trabajando al poco tiempo de operacion se dé la produccién de CHy, por ello hay
algunos autores que han propuesto distintos tratamientos para inhibir a la
comunidad metanogénica (Chae et al., 2010), sin embargo, antes de optar por
alguno de estos, debe considerarse que al igual que los metanogénicos las
bacterias electroactivas también pueden ser afectadas por dichos tratamientos.

En el caso de los ensayos evaluados la produccion de biogas fue de 9.2y 17.8 mL
para las CEM 0.6 V y 1.0 V respectivamente, la composicion del biogas fue
predominantemente metano (mayor al 60% del volumen total) el cual desde que
se presento en el sistema (dia de operacion 4-5) permanecio hasta finalizar el

ensayo.

3.2.4 Remocién de DQO y consumo de AGVs

Una de las ventajas de la CEM, independientemente de la produccién de Bio-Hy,
es la eficiencia de remocion de DQO que, a diferencia de los sistemas de
fermentacién oscura, suele alcanzar valores altos (99 + 0.3% Wu et al., 2013).
Para la CEM a la que se le aplicé un voltaje de 0.6 V se obtuvo una eficiencia de
remocion del 85% mientras que la CEM a 1.0 V logré una eficiencia del 92%.

Los resultados anteriores concuerdan con la determinacion de AGVs de los
ensayos (Tabla 7), por un lado la CEM 1.0 V en la que se tuvo una remocion de

DQO mayor se logré un consumo completo de acetato y propionato, mientras que

42



la CEM 0.6 V al finalizar el ensayo aun presentaba remanentes de los tres AGVs

suministrados (acetato, propionato y butirato).

Tabla 7 Concentracion de los metabolitos presentes en las CEMs.

CEM 0.6 V CEM1.0V
Concentracion Concentracion
AGV (mg/L) (mg/L)
Inicio Final Inicio Final
Acetato 1023.73 43.94 1473.55 0
Propionato 459.65 125.86 526.36 0

Butirato 652.42 49.60 654.01 73.59

De acuerdo a lo reportado por Lu & cols. (2009), el consumo de la materia
organica suministrada a la celda aumenta conforme se incrementa el voltaje
aplicado a la misma, lo cual concuerda con los resultados de la Tabla 7, en la cual
puede observarse que el consumo de AGVs fue mayor para la CEM a la cual se le
aplicé un voltaje mayor (1.0 V). Respecto a la remocion individual de los sustratos
utilizados en el presente ensayo, puede observarse que el orden de consumo es
acetato, propionato y butirato. La remocion de acetato, que es el sustrato que se
consumié en mayor medida, fue de 96% para la CEM 0.6 V y de 100 % para la
CEM 1.0 V. Lu & cols. (2009) observaron una tendencia igual en el orden de
consumo de los AGVs, asi como una remocién de acetato del 97% al aplicar 0.8 V
vs. Ag/AgCl.

Es importante comprobar que la oxidacion de los sustratos sea completamente
efectuada por la comunidad microbiana y no por la electrdlisis de los AGVs que
podria efectuarse debido a la estimulacibn por la aplicacion de energia
dependiendo del valor de voltaje aplicado (Tuna et al., 2009). Para descartar la
degradacion abidtica del medio, se realiz6 un ensayo control sin el inéculo y con
los AGVs en el medio. Durante el transcurso de dicho ensayo no se presenté una
produccion de Bio-H,, por lo que en el sistema utilizado y bajo las condiciones
empleadas es posible descartar la produccion de Bio-H, por una ruta distinta a la

que es promovida o catalizada por los microorganismos.
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3.2.5 Cambios de pH en el sistema

Al comenzar la operacion de las celdas en las que se evalu6 la mezcla base
(acetato, propionato y butirato) el pH de ambas camaras se encontré cercano al
valor neutro (Tabla 8). Sin embargo, hay que considerar que el metabolismo
microbiano puede originar cambios del pH del sistema a través del tiempo, al

generarse o consumirse metabolitos como es el caso de los AGVs.

Tabla 8 Determinacion de pH de la camara anddica y catddica del sistema.

i CEM 0.6V CEM1.0V
Camara
Inicio Final Inicio Final
Anolito 6.79 8.64 6.86 8.26
Catolito 6.9 11.6 6.91 12.64

Un aumento de pH fue registrado para ambas camaras en el sistema, ya se ha
reportado en la literatura (Nam & Logan, 2012; Rozendal et al., 2006) que el
aumento de pH en estos sistemas se incentiva cuando se utilizan membranas de
intercambio idnico sobre todo en el caso de las membranas de intercambio
cationico. Dado que en este estudio el anolito presenta grandes cantidades de
cationes (Ca®, K', Na*) debido a su preparacion, es de esperarse que estos
migren en mayor medida que los H* hacia el compartimiento catédico, aunado a
esto una mayor tasa de consumo de H' en la camara catddica respecto a su
produccion en la camara anddica termina ocasionando un incremento de pH
importante. Por otro lado en la camara anddica se podria estar presentando un
efecto de redisolucion del CO, generado a partir de la oxidacion de la materia
organica cual libera iones HCO3  al medio. Si a esto le adicionamos que a partir de
las reacciones de oxidacion de los AGVs se liberan éstos iones, entonces
tendremos como consecuencia un aumento de pH también en la camara anddica.

Los cambios de pH afectan generalmente a la comunidad microbiana, sin
embargo, en este caso el incremento de pH del medio no detuvo la actividad

microbiana ligada a la produccion de Bio-Ha, pero pudo haberla limitado.
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3.2.6 Analisis electroquimico de la CEM: Voltamperometria ciclica

Se realizé la técnica de VC para cada uno de los dos ensayos al inicio y final de
los mismos (Fig. 14), esta técnica permite determinar la actividad catalitica de la
biopelicula. Durante el barrido de potencial para la CEM 0.6 V y CEM 1.0 V al
inicio de los ensayos la maxima corriente producida al evaluar el sistema hacia
potenciales positivos fue de 0.06 mA y 0.5 mA, respectivamente, mientras que al
finalizar éstos la maxima corriente aumenté a 1.43 mA para la CEM 0.6 V y
disminuy6 a 0.23 mA para la CEM 1.0 V.

Para el caso de la CEM 0.6 V en la que se dio un aumento en la corriente al final,
el resultado se atribuye a la presencia de una biopelicula catalitica en el anodo
que permitié un aumento en el paso de la corriente una vez que el electrodo se
encontraba colonizado. Por otro lado, la disminucién de corriente para la CEM 1.0
V al finalizar el ensayo pudo ser ocasionado por un desprendimiento de la
biopelicula originado posiblemente por el alto potencial suministrado, lo cual
concuerda con el resultado biolégico del analisis de SSV, en el cual se determiné

que la biomasa planténica aumenté.
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Fig. 14 Respuesta de VC, antes y después de la aplicacion del voltaje, a una
velocidad de barrido de 10 mV/s, en un intervalo de -1.0a1.0V. CEM 1.0V
(Izquierda), CEM 0.6 V (Derecha).
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3.3 Producciéon de gases con acetato y mezclas de AGVs, lactato y etanol

Una vez que se definié tanto la concentracion de la mezcla base de AGVs (2.5 g
DQOJ/L: acetato, propionato y butirato en proporcion DQO 0.26:0.25:0.49) asi
como el voltaje suministrado al sistema (1.0 V), se evaluaron las cuatro mezclas
de lactato y etanol (CEM M1 a M4), en las cuales la proporcion de éstos dos
sustratos vario, manteniendo constante la concentracion de DQO (1 g/L).

La Fig. 15 muestra la produccion de Bio-H; acumulado en la camara catodica de
cada uno de los ensayos efectuados. La CEM ACETATO produjo 66.9 mL en 25
dias mientras que la CEM CTRL (mezcla base: acetato, propionato y butirato)
generd un volumen total de 35.8 mL de Bio-H; durante un lapso de 27 dias, esto
indicd que al aumentar la cantidad de sustratos en la mezcla la produccién de Bio-
H, cayd en aproximadamente un 50%. En los ensayos en los que se evaluaron las
mezclas de lactato y etanol (CEM M1 a M4), pudo observarse que la produccién
de Bio-H; disminuy6 conforme se incrementd la proporcion de etanol en la mezcla,
a un grado tal que en la CEM M4 no se generd Bio-H,. La produccion de Bio-Hz
arranco entre los dias 7 y 10 de cada ensayo, a excepcion de la CEM M3 en cuyo
caso la formacién de Bio-H, se presenté desde el dia 3, en éste ultimo ensayo

aunque el arranque fue rapido la generacion del gas fue baja (4.8 mL).
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Fig. 15 Produccion de Bio-H; acumulado en la camara catodica.

Es interesante resaltar que la primera mezcla evaluada (CEM M1) tuvo una
produccion de 31.2 mL de Bio-H;, muy similar al ensayo CEM CTRL, lo cual indic
que al aumentar la complejidad de la mezcla de 3 a 5 sustratos no repercutié de
forma considerable en el sistema, lo cual si ocurrié al aumentar de 1 a 3 sustratos.
El volumen total producido es una de las respuestas mas importantes de este
sistema, sin embargo, al evaluar el desempefo del dispositivo, al igual que ocurre
con otros procesos es importante considerar no solo la cantidad que se obtiene del
producto de interés (Bio-H;) sino también el tiempo en que se genera dicho
producto. La velocidad de produccion de Bio-H, nos permite entonces normalizar
los datos obtenidos (considerando volumen de anolito y tiempo de produccién del
gas) y comparar entre los diferentes ensayos, de esta forma podemos observar en
la Tabla 9 que la CEM ACETATO produjo una mayor cantidad de Bio-H, de forma
mas rapida.

Adicional a la CEM CTRL se realizaron dos ensayos mas para descartar la
produccion de Bio-H; por otra ruta que no fuese la microbiana, a uno de ellos no

se le aplicé voltaje, mientras que al otro no se le adiciondé inéculo, para de esta
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forma descartar la produccién de Bio-H; por electrélisis del agua debido al voltaje
suministrado a la celda. Estos ultimos controles no presentaron formacion del gas
de interés por lo que con esto se puede confirmar que el Bio-H, producido en los

ensayos se debe completamente a un proceso microbiano.

Tabla 9 Velocidad de produccion de Bio-H.

ENSAYO (m® Hy/ rgglznolito-d)
CEM ACETATO 0.0464
CEM CTRL 0.0325
CEM M1 0.0218
CEM M2 0.0159
CEM M3 0.0048
CEM M4 0

La formacion de biogas en la camara anddica incrementé a lo largo de los
ensayos, la composicion de éste fue en su mayoria de CH4. El ensayo CEM M2
fue el que mayor volumen de biogas produjo (81.4 mL), lo cual indica que la
mezcla de la CEM M2 favoreci®6 mayormente a la comunidad metanogénica
presente en el sistema (Tabla 10). Del ensayo CEM CTRL a la CEM M2 el
volumen de biogas fue en aumento mientras que a la par en estos mismos
ensayos la produccion de Bio-H, disminuyd, sin embargo, en los ensayos M3 y M4
tanto el biogas como el Bio-H, disminuyeron, lo cual indicO que a estas
concentraciones el etanol posiblemente afectdé a la comunidad metanogénica

mientras que a las fermentadoras y electroactivas las inhibié por completo.

Tabla 10 Volumen acumulado de Biogas en la camara anddica.
Biogas CH,4 CO;

ENSAYO (ml) (ml) (L)
CEM CTRL 17.8 10.3 7.5
CEM M1 56.2 37.7 18.5
CEM M2 81.4 52.9 28.5
CEM M3 1.5 8.3 3.2
CEM M4 13.7 11.8 1.9
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3.4 Consumo de sustratos y cambios de pH

La eficiencia de remocion de DQO en estos sistemas es alta, hay autores que
reportan remociones de DQO de practicamente 100% (Wu et al., 2013). Como se
muestra en la Tabla 11 la CEM CTRL fue la que presenté la mayor remocion de
DQO seguida de la CEM M1, mientras que conforme se incremento la fraccion de
etanol en la mezcla las eficiencias de remocion de DQO disminuyeron (CEM M1:
88.5%, CEM M2: 66.4%, CEM M3: 61.3% y CEM M4:51%). Sin embargo, a pesar
del efecto negativo en la remocién de DQO estas eficiencias son alentadoras
considerando que el sustrato es una mezcla compleja. Lu & cols. (2009)
emplearon un sistema cuyo sustrato era una mezcla de AGVs y reportaron una
remocion total de DQO de ~30%, por otro lado existen reportes de celdas en modo
continuo que se han operado con una mezcla de AGVs obteniéndose eficiencias
de remocioén de ~70% (Escapa et al., 2013). A partir del analisis de los AGVs pudo
observarse que el consumo de estos sustratos fue practicamente completo para
todas las CEMs, incluso en todos los ensayos en los analisis finales no se detecto
etanol, lo cual indica que el sustrato se consumio, sin embargo, a pesar del
consumo de sustratos la produccion de Bio-H, disminuyd drasticamente. Lo
anterior podria justificarse de la siguiente manera: una vez que el etanol se
adicion6 a la CEM éste fue transformado en acetato e Hy, lo ideal seria que los
electrones generados a partir de la oxidacion de estos subproductos hubiesen sido
aprovechados completamente por la comunidad electroactiva, sin embargo, ya
que no se suprimid6 a la comunidad metanogénica en el sistema éstos
consumieron parte del H, para formar CHy4, lo cual afectdé negativamente a la
eficiencia couldbmbica y a la formaciéon final de H, en la camara catddica
(Parameswaran et al., 2009). Lo anterior se puede corroborar en las secciones
siguientes, conforme la cantidad de etanol aumentdé en la mezcla una menor
cantidad de electrones pudieron cruzar el circuito eléctrico (Fig.16).

Por otro lado, Parameswaran & cols. (2009), senalaron que los metandgenos
acetoclasticos compiten con las bacterias electroactivas para oxidar el acetato,

dado que la velocidad media de maxima concentracion (Ks) es de 177-427 mg
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DQO/L para los metandgenos acetoclasticos y de 0.64 mg DQO/L para las
bacterias electroactivas, esto indica que la comunidad metanogénica acetoclastica
podra consumir el acetato en mayor medida, de aqui la importancia de remover a
las arqueas metanogénicas para favorecer la produccion de H.

De lo anterior se concluye que cuando se suministra etanol a una CEM se crea
una competencia entre electrogenos y metandgenos en donde estos ultimos son

favorecidos si no se aplica un inhibidor (Kiely et al., 2011).

Tabla 11 Remocién de la DQO en cada ensayo.

DQO

ENSAYO removida
(%)
CEM ACETATO 55.5
CEM CTRL 92.0
CEM M1 88.5
CEM M2 63.4
CEM M3 61.3
CEM M4 51.0

La Tabla 12 muestra los cambios de pH que se presentaron en los sistemas, como
puede observarse en ambas camaras el pH aumentd, para el caso de la seccion
anddica incrementd ~ 1-2 unidades, mientras que en la camara catodica el
aumento fue mas considerable llegando a valores cercanos a 13. En este sentido,
Nam & cols. (2012) reportaron en sus ensayos valores finales de pH en la camara
catodica de 12.2, sefialando que la alcalinizacion del medio es debido al rapido
consumo de protones en esta camara. El aumento de pH puede justificarse por el
uso de una membrana de intercambio idnico como ya previamente se explico
(Torres et al., 2009), sin embargo, se puede observar una tendencia ya que,
conforme se incrementd la proporcién de etanol los cambios de pH se redujeron.
Estos cambios de pH que tienen una tendencia ligada a las fracciones de lactato y
etanol en la mezcla se deben en su mayoria a las reacciones de consumo de
éstos sustratos lo cual se puede explicar de la siguiente manera: a partir de la

reaccion de oxidacion de lactato se obtiene propionato y acetato, el primero sufre
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nuevamente una oxidacién para obtenerse mas acetato, asi como iones HCOj3™ en
el caso del acetato, mientras que de la oxidacion de etanol se obtiene acetato y de
éste mas iones HCO3; . La relacion global que guarda el lactato y el etanol
respecto a la produccién de iones HCO3™ es 3:2, esto justifica entonces un mayor
aumento de pH en la camara anddica de las primeras mezclas evaluadas que eran
las que contenian una mayor concentracion de lactato. Por otro lado, podemos
vincular la produccion de iones HCO3;™ en la camara anddica con el aumento de
pH en la camara catddica ya que los iones HCO3; amortiguaron el medio
consumiendo los H* que se generaron en la camara anddica, lo cual limitd la
transferencia de H* a la cdmara catédica. De esta forma los protones que se
estaban reduciendo para formar el gas H; no se estuvieron reponiendo a la misma
velocidad y por lo tanto el aumento de pH fue considerable. Contrario a lo que se
obtuvo en el presente estudio, hay algunos reportes que sefialan una disminucion
de pH en la camara anddica justificando esto con una acumulacion de protones en
dicha camara, ocasionado por la baja transferencia de los mismos hacia el
compartimiento catddico (Wang et al., 2010). Considerando que los gradientes de
pH pueden inhibir la funcion de los componentes biolégicos, ademas de ocasionar
perdidas de potencial, se ha optado por emplear membranas de intercambio
anionico, ya que este tipo de membranas permite el transporte de iones con carga
negativa, tales como fosfatos y bicarbonatos, que pueden facilitar la transferencia

de protones de un compartimiento al otro (Torres et al., 2009; Liu et al., 2010).

Tabla 12 Cambios de pH en los ensayos con variaciones de lactato y etanol.

ENSAYO ANOLITO CATOLITO
Inicio Final Inicio Final
CEM ACETATO 7.85 7.34 7.05 10.13
CEM CTRL 6.86 8.26 6.91 12.64
CEM M1 6.8 8.46 7.01 12.02
CEM M2 7.1 7.76 6.9 11.34
CEM M3 6.9 8.3 6.93 8.55
CEM M4 6.83 8.1 6.9 8.42
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3.5 Analisis electroquimico: Cronoamperometria y Voltamperometria ciclica

La cronoamperometria permite evaluar el desempefio del sistema en la
generacion de corriente (Fig. 16). La corriente cronoamperométrica fue detectable
por periodos entre 15 y 25 dias de duracion, la fase de latencia fue de entre 3y 5
dias para la mayoria de los ensayos con excepcion de la CEM M3 la cual no
presentd un perfil semejante a los ensayos previos, practicamente no se observo
una corriente estable en los cronoamperogramas, lo cual puede atribuirse a la
cantidad de biomasa y de sustrato que se suministra al sistema, posteriormente se
observa una fase de declive en la que la corriente llega a la linea base, lo cual
indica que el sustrato disponible para los microorganismos fue consumido. De las
mezclas evaluadas la CEM M2 fue la que logré la mayor densidad de corriente
(~2500 mA/m?), sin embargo, esta no fue la que presenté la mejor produccién de
Bio-H,. De acuerdo a la literatura (Liu et al., 2010), la generacién de corriente es
proporcional al volumen de Bio-H; obtenido, es decir, estas respuestas del sistema
se encuentran ligadas ya que no es posible la reduccion de los protones en el
catodo sin electrones que estén atravesando el circuito eléctrico, por lo tanto
cuanto mayor sea el paso de electrones por el circuito mayor sera el H, que puede
ser formado. Sin embargo, existen casos en donde las resistencias propias del
medio (distancia entre electrodos, formacion de metabolitos y biomasa, etc.)
pueden limitar la transferencia de protones hacia el catodo, por lo que a pesar de
tener valores de corriente altos la produccion de Bio-H, puede ser baja.

Por otro lado es posible relacionar los perfiles de corriente a los datos de consumo
de AGVs ya que las densidades de corriente obtenidas corroboran que se estuvo
efectuando una transferencia de electrones adecuada, electrones que por
supuesto se liberaron de la oxidacion de los sustratos. La disminucion en los
niveles maximos de corriente obtenida que se dio para los ensayos CEM M3 y M4
puede justificarse con el efecto negativo del etanol sobre las bacterias encargadas
de transferir los electrones al anodo. De la cronoamperometria de la CEM
ACETATO destaca el tiempo de generacion de corriente (15 dias), el cual es

menor al periodo de operacién de los sistemas alimentados con las mezclas de
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sustratos, lo anterior es de esperarse ya que los sustratos mas complejos deben
ser primeramente transformados por una comunidad fermentativa (Logan et al.,
2008), lo cual implica un mayor tiempo de operacién. De acuerdo a Liu & cols.
(2010) el acetato es el sustrato modelo en los sistemas bioelectroquimicos, tiene
como ventaja, respecto a otras moléculas, un requerimiento menor de energia
para sobrepasar las barreras termodinamicas que limitan la reaccion de evolucion
de H2.

3000
= CEM CTRL
2500 et CEM M1
—a—CEM M2
2000 1 e CEM M3
= CEM M4

1500 -
==o==CEM ACETATO

1000

Densidad de corriente (mA/m?2)

500

0 5 10

.15 20 25 30
Tiempo (d)

Fig. 16 Evolucion de la densidad de corriente en el tiempo.

Adicional al analisis de cronoamperometria en el aspecto electroquimico se
realizaron voltamperometrias ciclicas tanto al inicio como al final de cada ensayo
con el objetivo de evaluar la actividad catalitica de las biopeliculas formadas sobre
la superficie de los electrodos. Como se observa en la Fig. 17 durante el barrido
de potencial los ensayos CEM M1 y M2 obtuvieron las mayores corrientes hacia
potenciales positivos (~0.2 mA), mientras que al termino de los ensayos las

corrientes de cada ensayo estuvieron en el rango de 0.1-0.2 mA.
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En este tipo de analisis se espera que al finalizar el ensayo la corriente maxima
obtenida sea mayor a la inicial debido a la presencia de la biopelicula catalitica,
pero en algunos casos la corriente final es menor que la inicial como se observa
en la CEM M2 (Fig. 17-B), lo cual puede atribuirse a un posible desprendimiento
de la biopelicula formada sobre el electrodo o a la pérdida de la actividad de dicha
biopelicula.

Adicional a los datos obtenidos a partir de las VC, el valor del potencial de circuito
abierto (Eocv) puede relacionarse a la biopelicula formada sobre el electrodo, es
de esperarse que el valor del Eocy se vuelva mas negativo al término de cada
ensayo ya que esto indica la colonizacién de las fibras. En la Tabla 13 puede

observarse los cambios en el Eqcy al inicio y termino de cada ensayo.

Tabla 13 Valores de potenciales de circuito abierto (Eocv).

ENSAYO Eocv (V)
INICIO FINAL
CEM CTRL -0.057 -0.094
CEM M1 -0.013 -0.073
CEM M2 -0.161 -0.168
CEM M3 0.118 -0.216
CEM M4 0.115 -0.012
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Fig. 17 VVC registradas a 10 mV/s en el rango de potencial de -1 a 1 V. La linea
roja representa la VC del inicio y la linea negra la VC al final del ensayo. (A) CEM
M1, (B) CEM M2, (C) CEM M3 y (D) CEM M4.
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Algunos autores optan por utilizar este tipo de técnicas electroquimicas para
cuantificar la biopelicula depositada sobre el electrodo, correlacionando la
densidad de corriente que hay en los picos de oxidacién y reduccion del
voltamperograma (Verea Valladares, 2014), sin embargo, este tipo de calculos se
vuelve complicado cuando se trabaja con mezclas biologicas y por lo tanto no se
tiene un medio definido y una cepa pura, lo cual se confirma con las VC de la Fig.

17 en donde no es posible ubicar los picos de oxidacién/reduccion.

3.6 Desempeiio del sistema: Recuperacion de energia

Para evaluar de forma global el desempefio de los sistemas se calcularon los
parametros que se muestran en la Tabla 14 de acuerdo a lo reportado por Logan
et al.,, 2008. En el aspecto electroquimico la forma en que se puede comparar
entre sistemas es a través de la eficiencia coulémbica (Cg) ya que este parametro
relaciona las moles de H, que pueden ser formadas por la corriente producida
(nce) y las moles de H; que se pueden generar a partir del sustrato consumido (n
th); la Cg obtenida en los ensayos se encuentra dentro de lo reportado por
Rozendal & cols. (2008) quienes también utilizaron un sistema con membrana de
intercambio catidnico aplicando 1 V vs. Ag/AgCl al sistema, a partir de lo cual
obtuvieron una Cg de 23%, sin embargo, otros autores reportan Cg mayores (68%
Chae et al., 2008; 97% Call & Logan, 2008), lo cual puede atribuirse a un
tratamiento previo al indculo en el cual se favorecié a la comunidad electroactiva
para reducir la perdida de electrones por reacciones no deseadas como es el caso
de la formacién de CHa.

La recuperacion de H; en el sistema puede ser calculada de forma especifica para
la seccidon catodica (Rcat) 0 de forma global (Ry2), la recuperacion total relaciona
los moles de H, obtenidos a través del volumen desplazado en la bureta (ny2) y los
ni. En este sentido, la recuperacion de H; disminuyd drasticamente (23.42% a
3.93%) al incrementar propionato y butirato a la mezcla, por el contrario se
observoé un ligero incremento (5.22-5.54%) al adicionar a la mezcla base (acetato,

propionato y butirato) lactato y etanol; de acuerdo a lo reportado en la literatura
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mayores valores de Ry2 son obtenidos cuando se trabaja con sustratos
individuales (23%, Rozendal et al., 2007) contrario a lo que sucede al utilizar
mezclas de sustratos (4%, Lu et al., 2009). La carga teodrica (Q;) es la cantidad de
electrones de acuerdo a la concentracion del substrato consumido que pueden ser
transferidos hacia el electrodo y atravesar el circuito externo desde el anodo hacia
el catodo, mientras que la carga experimental (Q¢) es la cantidad de electrones
que efectivamente fueron transferidos y es cuantificada como la corriente
cronoamperomeétrica. Como puede verse en la Tabla 14 la mayor Qe, obtenida en
la CEM M2, fue de sélo una sexta parte de la Q; lo cual indica nuevamente un
desvié importante de electrones hacia otras reacciones, para mejorar estos
resultados algunos autores sugieren adicionar un mediador redox al sistema para
incrementar la transferencia de electrones al electrodo (Lovley et al., 2008).

El rendimiento de Bio-H; respecto a la DQO consumida (Yngzs) indicd que la CEM
ACETATO fue el sistema que tuvo la mejor eficiencia de conversidén de sustrato,
por lo que por cada gramo de DQO consumida es posible obtener ~457 mL
cuando se opera la celda unicamente con acetato. Al comparar entre las mezclas
evaluadas de lactato y etanol, la CEM M2 fue el sistema con mejor rendimiento
(108 mL Hy/g DQO); al comparar los rendimiento de la CEM ACETATO y la CEM
M2 es claro que el incremento en la diversidad de sustratos afecta en la
produccion de Bio-Ho.

La energia recuperada en el sistema (Wu2, Wche) €S una respuesta muy
importante a considerar cuando se planea escalar el proceso, ya que como en
estos sistemas se suministra un cantidad considerable de energia externa es
necesario identificar si los gastos de energia extra no sobrepasan a los beneficios
obtenidos por la energia generada. De forma global en la Tabla 14 se muestra que
los rendimientos del sistema fueron disminuyendo conforme se incrementd la
cantidad de sustratos administrados, la diversidad de sustratos posiblemente
origind que una comunidad microbiana mas diversa se desarrollara y que ésta
misma aprovechara los e y H" en mayor medida que la comunidad electroactiva.

Al comparar entre las mezclas evaluadas (CEM M1 a M4) el efecto del etanol en
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las mezclas fue evidente ya que los rendimientos se vieron afectados
negativamente conforme la fraccion de etanol aumento en las mezclas.

Como se menciond anteriormente, una de las direcciones de investigacion de
estos sistemas son las aplicaciones futuras del mismo, en este sentido los
estudios que se han efectuado al momento para mejorar algunos parametros de la
CEM son importantes, sin embargo, la mayoria de estos estudios han empleado
acetato como sustrato modelo y pocas son las referencias que se tienen sobre el
comportamiento de una CEM alimentada con efluentes reales o mezclas de
sustratos basados en éstos (Lu et al., 2009; Lalaurette et al., 2009; Ruiz et al.,
2014); dado lo anterior los resultados obtenidos en este estudio son de interés
pues indican que una mezcla de AGVs, lactato y etanol puede fungir como
sustrato promisorio para una CEM.

La produccion de Bio-H; y la densidad de corriente obtenida es aun limitada en
comparacion con otros estudios que han empleado sustratos individuales (17.8
m*/m3-d y 104.5 A/m?, Cheng et al., 2011; 50 m*m*-d y 22.8 A/m?, Jeremiasse et
al., 2010), sin embargo, éstos se encuentran dentro de los valores reportados
(0.015 m¥m3-d y 0.3 A/m?, Heidrich et al., 2013; 0.022 m*/m>-d y 0.22 A/m?, Gil et
al., 2013; 0.015 m*m>-d y 0.36 A/m?, Escapa et al., 2015). Para CEMs a escala
que operan con efluentes reales, existe la oportunidad de mejorar estos
rendimientos si se realizan cambios al sistema considerando las aportaciones que
se han realizado al momento; en la configuracion de la celda es posible reducir el
espacio entre electrodos para disminuir las pérdidas de H* (Cheng & Logan,
2011), asi como emplear membranas de intercambio anidénico sobre las de
intercambio cationico con el objetivo de prevenir incrementos de pH en la camara
catddica (Rozendal, 2007).
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Tabla 14 Desemperio global del sistema.

Q YHais YHaix
Ensayo o G 68 © 0 © ('t m mLg - mlig o e
AocTaro 3015 7769 2342 391434 53249 00464  456.77 i 0.5146 i

oo 1275 3080 393 344024 71873  0.0325 7662 35455 02753  0.2640
CEMM1 1994 2619 522 477030 73671 00218 101.84 28269 02399  0.9665
CEMM2 3270 1694 554  4769.04 82868 00159 108.04 80.81  0.1745  1.3562
CEMM3 805 1130 091 476800 262.60 00048  17.74 45202 00369 02128
CEMM4  16.72 0 0 476719 385.10 0 0.00 0 0 0.3025

Ce : Eficiencia couldmbica, re : Recuperacion catddica, ryp: Recuperacion total de hidrogeno, Qr : Carga tedrica
alimentada, Q. : Carga experimental, Q: Tasa de produccién de hidrégeno, Yu,s : Rendimiento de Bio-H, respecto al
sustrato consumido, Yy,x : Rendimiento de Bio-H, respecto a la biomasa inoculada, Wy, : Energia recuperada en Bio-
H,, Wens: Energia recuperada en CH,.
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3.7 Estudio de la biopelicula por microscopia electrénica de barrido

Las tomas realizadas por MEB evidenciaron la presencia de una comunidad
microbiana adherida a las fibras de fieltro de carbén, en las CEM M1 a M4 (Fig.
18). Es posible notar una alta presencia de microorganismos con morfologia de
bacilos cortos adheridos a las fibras del electrodo, éstos se encontraban
ampliamente embebidos en una matriz de exopolisacaridos (EPS). Cuando se
trabaja con mezclas de sustratos es de esperarse que la biopelicula que se
desarrolla en el sistema sea mayor y mas diversa, contrario a lo que suele suceder
en sistemas que emplean sustratos individuales. De acuerdo a lo reportado por
algunos autores (Call et al., 2009; Paz, 2014; Carmona et al., 2015) las CEMs con
mezclas de sustratos originan biopeliculas mas densas con estructuras amorfas
que se encuentran envolviendo a los microorganismos, estas estructuras cubren
una mayor superficie del electrodo dejando una pequefa area del mismo libre; por
otro lado cuando se utilizan sustratos individuales, como es el caso del acetato, es
mas frecuente observar capas de microorganismos apilados unos sobre otros,
originando con ello una mayor area libre en el electrodo.

De forma panoramica la CEM CTRL (Fig. 18-E) vy la CEM M1 (Fig. 18-A)
presentaron una baja colonizacién de las fibras, sin embargo, fueron precisamente
estos ensayos los que generaron la mejor produccion de Bio-H;, lo cual es un
indicio de que las comunidades adheridas a los electrodos en los otros ensayos
(CEM M2, M3 y M4) eran en menor proporcion electroactivas.

La Fig. 18-F muestra las fibras del electrodo de la celda que fungié como control
de electrdlisis del agua, la cual no se inéculo, por lo tanto conforme lo que se

esperaba la colonizacion del electrodo fue practicamente despreciable.
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Fig. 18 Micrografia electrénica de barrido del fieltro de carbén colonizado. (A)
CEM M1, (B) CEM M2, (C) CEM M3, (D) CEM M4, (E) CEM CTRL (F) CEM CTRL
ELECTROLISIS DEL AGUA.
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CAP. IV

4.1 CONCLUSIONES

El inéculo proveniente de la fermentacibn oscura posee microorganismos
electroactivos dado que generd una respuesta en la corriente, sin embargo, esta
respuesta fue muy baja y ligado a ello no se obtuvo produccion de Bio-H; lo cual
sugiere que la proporcién de la comunidad electroactiva en el indculo era baja. Por
otra parte, es posible que el voltaje que se suministré al sistema fuera tan alto que
ocasiondé que la comunidad microbiana se inactivara, en este sentido son
necesarios estudios futuros sobre la evaluacién del voltaje idéneo en una CEM

para los in6culos procedentes de la fermentacion.

Respecto al empleo de los electrodos previamente colonizados los resultados
negativos en la produccién de Bio-H; que se obtuvieron demostraron que los
microorganismos planctonicos que se retiraron del sistema jugaban un papel clave
tanto en la transformacion del sustrato como en la transferencia de electrones al

bioanodo.

A partir de los ensayos inoculados con lixiviados de composta en los que se
evaluaron dos voltajes (0.6 y 1.0 V) y a los cuales se suministré6 una mezcla de
acetato, propionato y butirato, se pudo concluir que el suministro de 1.0 V fue mas
adecuado para el sistema, lograndose con éste una mayor produccién de Bio-Hy,

generacion de corriente y remocion de DQO, respecto al ensayo de 0.6 V.

Al evaluar las mezclas de lactato y etanol se comprobé la robustez de una CEM
para degradar una amplia gama de sustratos, considerando asi a los efluentes de
fermentacién como sustratos promisorios para su empleo en estos sistemas. Sin
embargo, se observd una tendencia negativa en la produccion de Bio-H; y
densidad de corriente conforme se incrementd la fraccién de etanol en la mezcla a

un grado tal que la produccién de Bio-H; se detuvo, por lo cual al considerar el
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acoplamiento de la fermentacion oscura a una CEM se deben tener en cuenta las
concentraciones de AGVs y solventes en el efluente para evitar dafos

permanentes a la comunidad electroactiva de la CEM.

Investigaciones futuras son necesarias para optimizar los procesos que ocurren en
una CEM una vez que ésta se encuentra alimentada de otro proceso como es el
caso de la fermentacién oscura con el objetivo de maximizar la produccién de Bio-
H, para que estos sistemas se vuelvan una alternativa mas rentable y que permita

su escalamiento.

4.2 PERSPECTIVAS

Como perspectiva de este trabajo se tiene realizar controles individuales de los
sustratos evaluados (etanol y lactato) con el objetivo de analizar los efectos que
cada uno de éstos tiene sobre la comunidad y el desempefio del sistema.

Por otro lado se plantea el empleo de un efluente real de un fermentador como
unico sustrato para la CEM con el fin de optimizar la produccion global de Bio-Ha.
Se tiene como perspectiva evaluar las resistencias del sistema, para de esta forma
realizar las modificaciones pertinentes a la celda con el objetivo de minimizar las

pérdidas de potencial por las caidas 6hmicas.
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Produccion cientifica

-XVI Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria, del 22 al 26 de Julio de
2015, Guadalajara, Jalisco. Efecto de la composicién de mezclas de metabolitos
procedentes de la fermentacidbn oscura para su uso en la produccion de
biohidrogeno en celdas de electrdlisis microbianas. Modalidad cartel acreedor al

tercer lugar en el area de Bioenergia y Biocombustibles.

-6° Simposio de Avances de Tesis del Posgrado en Ciencias Ambientales, IPICYT,
San Luis Potosi. Efecto de la composicion de mezclas de metabolitos procedentes
de la fermentacion oscura para su uso en la produccion de biohidrégeno en celdas

de electrolisis microbianas. Modalidad cartel.
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