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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion estd orientado al uso de celdas de combustible
microbianas con sustrato inorganico, medio tiosulfato de sodio a pH 3.5 y condiciones
anaerdbicas usando cepas acidofilas de la especie Acidithiobacillus ferrooxidans en el
anodo como catalizador para la produccion de energia eléctrica. En el catodo se emple6 dos
soluciones: sulfato férrico o sulfato de cobre pentahidratado, independiente en celdas
separadas. El objetivo fue evaluar los cambios quimicos en una celda microbiana
generadora de electricidad a partir de tiosulfato. Para esto se estandarizaron técnicas
analiticas cuantitativas para tiosulfatos, sulfatos, sulfitos, azufre elemental, cobre (I1),
hierro (I1) y hierro total. Adicional a esto se estandarizaron las técnicas en medio tiosulfato
con bacterias y control. Los resultados cualitativos y cuantitativos en la cAmara anddica
revelaron que tanto en la CCM 1, CCM 2, CCM 3 y sus respectivos controles hubo
presencia de iones sulfatos, azufre elemental; sin embargo, en la CCM 2 se generd 10.37 ¢/l
de azufre elemental a diferencia de la CCC 2 (3.45 g/l). En la camara catddica cuando se
empled solucién férrica (CCM 1 y CCM 3) se determind iones ferroso y férrico sin
mostrarse diferencia alguna con respecto a sus controles. En cuanto a sulfatos se determind
que en la CCM 1 (4.28 g/l — etapa A y 2.69 g/l — etapa B) y CCM 2 (1.51 g/l) hubo una
minima variacion de concentraciones con respecto a la CCC 1 (4.90 g/l — etapa A 'y 3.28 g/I
— etapa B) y CCC 2 (1.74 g/) lo cual nos podria indicar que el tiosulfato sigue una ruta
oxidativa biolégica, mientras que en el control se daria mediante reacciones espontaneas de
oxidacion. La adicion de iones ferroso en la cdmara anddica de la CCM 3 gener6 96.48 mJ
de energia y mostro una alta eficiencia coulémbica 66.87% a comparacion de la CCM 1y
CCM 2. La cronoamperometria realizada al medio tiosulfato y solucion férricaen la CE con
bacterias permitid inferir la presencia de microorganismos con capacidad de generar

electricidad evidenciandose en las graficas amperaje & tiempo con respecto a un control.

Palabras claves: Celdas de combustible microbianas, Bacterias acidéfilas, Bioelectricidad,

Tiosulfato.



ABSTRACT

The present research work is oriented to the use of microbial fuel cells with inorganic
substrate, sodium thiosulfate medium, at pH 3.5 and anaerobic conditions using acidophilic
strains of the species Acidithiobacillus ferrooxidans at the anode as a catalyst for the
production of electrical energy. In the cathode, two solutions were used: ferric sulfate or
copper (Il) sulfate pentahydrate, independent in separate cells. The objective was to
evaluate the chemical changes in a microbial cell generating electricity from thiosulfate.
For this, quantitative analytical techniques were standardized for thiosulfates, sulfates,
sulphites, elemental sulfur, copper (1), iron (II) and total iron. In addition, techniques in
thiosulfate medium with bacteria and control were standardized. The qualitative and
quantitative results in the anodic chamber revealed that both in the CCM 1, CCM 2, CCM 3
and their respective controls there was presence of sulfate ions, elemental sulfur; however,
in CCM 2, 10.37 g/l of elemental sulfur was generated, unlike CCC 2 (3.45 g/l). In the
cathode chamber when ferric solution was used (CCM 1 and CCM 3) ferrous and ferric
ions were determined without showing any difference with respect to their controls.
Regarding sulfates, it was determined that in the CCM 1 (4.28 g/l - stage A and 2.69 g/l -
stage B) and CCM 2 (1.51 g/l) there was a minimum variation of concentrations with
respect to the CCC 1 (4.90 g/l - stage A and 3.28 g/l - stage B) and CCC 2 (1.74 g/I) which
could indicate that the thiosulfate follows a biological oxidative route, while in the control
it would occur through spontaneous reactions of oxidation. The addition of ferrous ions in
the anodic chamber of the CCM 3 generated 96.48 mJ of energy per bacteria and showed a
high coulombic efficiency 66.87% compared to the CCM 1 and CCM 2. The
chronoamperometry performed on the thiosulfate medium and ferric solution in the EC
with bacteria allowed inferring the presence of microorganisms capable of generating

electricity evidencing in the amperage and time graphs with respect to a control.

Keywords: microbial fuel cells, acidophilic bacteria, bioelectricity, thiosulfate.



I. INTRODUCCION

En los ultimos afios, nuestro ecosistema se ha visto afectado por las serias consecuencias
causadas por la contaminacion ambiental. Se ha detectado una problematica de gran
impacto mundial como el consumo de energia a partir de recursos fosiles generando altas
concentraciones de dioxido de carbono en la Tierra, y una problemaética en nuestro pais por
la explotacion de minerales sulfurados originando los drenajes &cidos de mina. Estos
drenajes son el resultado de la oxidacion quimica y bioldgica de microorganismos
adaptados en condiciones acidas y temperaturas moderadas que en contacto con el oxigeno
del aire generan &cido sulfarico, ademéas de presentar un pH muy bajo, lo que permite la
presencia de metales disueltos como selenio (Se), molibdeno (Mo), aluminio (Al),
magnesio (Mn), zinc (Zn), arsénico (As), cromo (Cr), vanadio (V), cobre (Cu) y hierro (Fe),
asf como otras especies solubles entre estos sulfato (SO4*) (Montero y Martinez, 2014). La
reaccion es llevada a cabo por microorganismos que oxidan a los compuestos inorganicos
reducidos de azufre y sobre todo acondicionadas a pH &cidos conocidos como bacterias
acidofilas. Estas se caracterizan por ser quimiolitotrofas de azufre debido a que generan
energia a partir de la oxidacion de compuestos inorganicos de azufre tales como tiosulfato
(Espinosa et al., 2010). Habitan en ambientes extremadamente &cidos y son los causantes
del problema medioambiental del drenaje &cido de minas.

Bajo este contexto es importante investigar y plantear alternativas innovadoras para
resolver los problemas de contaminacién por drenajes &cidos de mina, aprovechando la
biomasa existente en esas condiciones y los diversos sustratos presentes haciendo énfasis
en el tiosulfato como contribuyente de los efluentes acidos de mina y asi producir energia

limpia.

Una solucion a esta problematica son los sistemas bioelectroquimicos (SBE) que desde los
ultimos 10 afios han Ilamado la atencién de los investigadores puesto que son tecnologias
modernas con multiples aplicaciones, principalmente de convertir la energia quimica de
residuos organicos e inorganicos en electricidad o producir hidrégeno u otros productos

quimicos empleando microorganismos como catalizadores con esto nos referimos a las



celdas de combustible microbiana (CCM) o celda de electrdlisis microbiana (CEM)
respectivamente (Logan, 2006; Pant, 2012; Wang, 2013).

Es necesario hacer una comparacion de estos dos tipos mas estudiados de SBE clasificados

por el modo de operacion y aplicacion.

Las CCM son dispositivos que producen energia eléctrica resultado de la 6xido — reduccion
originado por la catalisis oxidativa microbiana de un sustrato (combustible) en el &nodo y la
reduccién de protones hidrégeno, electrones y oxigeno hasta la formacion de agua u otro

aceptor de electrones en el catodo (Aguilar — Gonzalez et al., 2016).

Consiste, al igual que todos los SBE, de un anodo y un catodo que estan unidos a través de
un cable externo que cierra el circuito eléctrico. Los electrodos pueden estar en una o dos
camaras separadas por una membrana de intercambio de protones (Aguilar — Gonzalez et
al., 2016; Bond y Lovley, 2003).

En la camara anddica los microrganismos crecen y oxidan la materia organica o inorganica
en condiciones anaerdbicas y producto de su catéalisis transfieren los electrones hacia el
anodo ya sea de manera directa o indirecta (Romero et al., 2012) asi también liberan
protones y CO, al medio. Los electrones viajan a través del circuito externo y son captados
por un aceptor de electrones en el catodo lo que crea un flujo de corriente eléctrica.
Simultdneamente los protones producidos en la camara anddica atraviesan la membrana de
intercambio de protones llegando a la cdmara catddica lo cual reducen el oxigeno para
generar agua. Cabe recalcar que la generacion de corriente eléctrica es producida cuando el
oxigeno u otras especies aceptoras como nitratos o sulfatos, estan presentes, caso contrario,
la generacion de corriente no es espontanea (Pant et al., 2012). Aquel microorganismo con
la capacidad de producir energia eléectrica y transferir los electrones fuera de célula se
denomina exoelectrégeno (Logan y Regan, 2006b).

En contraste con la CCM, la CEM requiere suministro de energia eléctrica para generar
productos quimicos principalmente inorganicos como el hidrégeno, perdxido de hidrdgeno,

hidroxido de sodio, entre otros (Logan, 2008).



De manera similar a cualquier SBE consiste en dos electrodos: un anodo y un cétodo, un
circuito externo donde fluyen los electrones hasta el catodo. En la camara anddica, los
electrones generados por la oxidacion del sustrato presente son producto del suministro de
una cantidad de energia externa y la generada por las bacterias ya que el proceso no es

espontaneo.

Una caracteristica comdn de ambos tipos de SBE es la ausencia del microorganimo en el
catodo (Aguilar — Gonzélez, 2016).

Una de las ventajas méas sobresaliente de las CCM a comparacion con la CEM es la
produccion de energia eléctrica empleando sustratos que pueden ser tdxicos para el medio
ambiente y aprovechar los microorganismos existentes, de las cuales sélo se tiene

investigado no mas del 10%.

En trabajos de investigacion de Saavedra (2012) y Koivuniemi (2016) han empleado azufre
y tetrationato respectivamente como sustratos en una CCM; sin embargo, poca informacion
se conoce al uso del tiosulfato como combustible haciendo uso de esta tecnologia. En este
trabajo emplearemos al ion tiosulfato (S,03%) como sustrato en una Celda de Combustible

Microbiana.

De acuerdo a la informacién bioquimica, fisioldgica y los recientes datos genomicos
disponibles se han postulado al menos cuatro posibles vias para la oxidacion del tiosulfato.
En la primera via (1) el tiosulfato (S,0s%) seria oxidado hasta azufre elemental (S°) y anién
sulfito (SOs%); en la segunda (2), hasta anién sulfito (SOs%) y acido sulfhidrico (H2S)
pasando por tetrationato o disulfano (S40¢>) como componente intermediario, en la tercera
via (3) el tiosulfato sera hidrolizado hasta dos moléculas de sulfato (SO.%), y finalmente en
la cuarta via (4) el tiosulfato serd oxidado hasta sulfato que previamente pasara por

tetrationato como componente intermediario (Arias et al., 2015).
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Figura 1. Cuatro posibles vias de oxidacion del anion tiosulfato. Fuente: modificado de Arias et al.,
2015.

Entre los microorganismos mas estudiados e incorporados en una CCM se tiene a los
siguientes géneros de bacterias: Geobacter (Huitzil, 2010; Malvankar & Lovley 2012),
Shewanella (Rahimnejad et al., 2012), Pseudomonas (Cornejo, 2017), asi también el
empleo de arqueas y levaduras como Saccharomyces cerevisiae (Rahimnejad et al, 2012),
pero hay un género mejor acondicionado a medios extremadamente acidos como los
aciddfilos. De acuerdo a Dopson et al. (2016) se caracterizan como acidéfilos porque tienen
un crecimiento 6ptimo por debajo y/o igual a pH 5. Algunos acidéfilos captan ion ferroso,
azufre, compuestos inorganicos reducidos de azufre y carbono organico como parte de su
metabolismo celular, asi como para realizar las funciones principales, y ademas toleran

altas concentraciones de metales (Koivuniemi, 2016).

La bacteria extremofila mas estudiada para la oxidacion bioldgica de minerales de azufre
metalico, Acidithiobacillus ferroxidans. Es un quimiolitotrofo obligado, aerobio y Gram
negativo en forma de bastén. Emplea ion ferroso y una diversidad de compuestos reducidos

de azufre como fuente de energia (Pronk et al, 1990).



En este trabajo se enfatizard en el uso del sustrato, representado por un compuesto
inorganico reducido de azufre, a través del microorganismo acidéfilo especifico para
degradar el combustible y producir electricidad ya que se busca evaluar los cambios

quimicos del tiosulfato incorporado a una CCM.

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad se ha elevado el indice de contaminacién por sustancias de desechos
vertidos a los estanques de agua, rios, lagos, arroyos y mantos acuiferos; asi también el uso
excesivo de petrdleo y sus derivados como fuentes de generacion de energia eléctrica ya

que causan el deterioro medioambiental.

En particular, los drenajes acidos de antiguos yacimientos de carbdn y mineria metalica son
una de las principales fuentes de contaminacion de las aguas superficiales y subterraneas en
el mundo. Estos drenajes de mina son toxicos en diversos aspectos para la vida del hombre,
la fauna y la flora, puesto que, contienen metales disueltos y constituyentes organicos
solubles e insolubles, que generalmente proceden de labores mineras, procesos de
concentracion de minerales, presas de residuos y escombreras de mina (Aduvire, 2006).
Los drenajes &cidos son generados por la explotacion de minerales sulfurados o el mismo
azufre (S) en contacto con el oxigeno atmosférico, agua y bacterias producen &cido
sulfurico siendo propicio la solubilidad a metales pesados como el cobre, plomo, arsénico,

hierro, entre otros a pH bajos (Chaparro, 2015).

Como en la mayoria de paises, no todas las minas en el Peru producen acido. Existen tres
factores principales que tienden a contribuir a la generacion de aguas acidas y a la calidad

del drenaje de las minas en el Peru:

e La compleja configuracion geoldgica, principalmente un material o roca de

explotacion minera;

e La variada mineralogia con potencial para contribuir con diferentes contaminantes

en el tiempo, y en diferentes lugares;



e Laasociacion del mineral con la pirita como el principal mineral sulfurado.
Los componentes principales para la generacion del drenaje acido de mina son:
e Minerales sulfurosos reactivos;

e Agua o atmosfera hiumeda; y

e Un oxidante, especialmente oxigeno o fuentes quimicas.

La velocidad y la magnitud con que se generan estos drenajes acidos de mina son
afectadas por factores secundarios:

e Bacterias (Thiobacillus ferroxidans)
e pH 6ptimo: 2.5

e Temperatura 6ptima de crecimiento: 30 — 35 °C

Figura 2. Drenaje 4cido de mina. Mina Santa Cecilia, Puno - Perd. Color rojizo por la formacién de hierro y

4cido sulfdrico. Fuente: Guerrero, 2012.



Figura 4. Los drenajes &cidos de mina de la Faja Piritica Ibérica presentan una elevada acidez y altas

concentraciones metalicas. Fuente: Horizonte Minero.

El Per( cuenta con aproximadamente 180 minas operativas de las cuales se clasifican en
grande, mediana y pequefia mineria. EIl MINEM informa que un total de 25 a 30 minas
presentan esta problematica del drenaje &cido; y es probable que existan otras concesiones
que actualmente generen acido, pero no estén registradas por lo que no se posee

informacién al respecto.

Segun informacion del MINEM en la Guia Ambiental para el Manejo de Drenaje de Acidos
de Minas en el Perl no existia hasta el 2006 el tratamiento del drenaje acido, a excepcion
de una compafiia de mediana mineria. Estos drenajes acido de mina (DAM) o roca (DAR)

terminan en aguas naturales, lagos o rios perjudicando el ecosistema (Aduvire, 2006).

Usualmente el tratamiento de estos drenajes acidos de mina se divide en dos grupos:
activos y pasivos. El tratamiento activo requiere supervision constante del sistema, uso de
electricidad, insumos quimicos, remocion de subproductos, entre otros. Mientras que el

tratamiento pasivo es una de las herramientas mas atractivas por la industria minera, sobre
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todo en la fase de abandono y desmonte ya que hay minima intervencion humana, rara vez
se requiere manejo de subproductos. No es necesario el uso de reactivos quimicos ni de
electricidad. Estos tratamientos implican altos costos y poco viables para paises en vias de
desarrollo (Chaparro, 2015).

Otra de la problematica es el uso de combustible fosil — carbdn, gas y petréleo — como

materia prima indispensable para la produccion de energia eléctrica.

Segun el MINEM, en la informacion publicada dentro del Plan Energético Nacional 2014 —
2025 estima que el uso de los combustibles fésiles sera indispensable como consumo final
de energia durante ese periodo.

Por otro lado, los investigadores Chu & Majumdar (2012) publicaron un articulo titulado
Opportunities and challenges for a sustainable energy future donde analiza la problematica

energética mundial y plantea soluciones ante esta problematica mundial.

Bajo este contexto, es necesario hacer uso de biotecnologias que permitan la incorporacién

de los drenajes acidos de mina como fuente de energia.

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

Ante la Problematica planteada en 1.1, este proyecto trata de desarrollar la produccién de
energia eléctrica haciendo uso de tiosulfato catalizado por bacterias acidofilas
Acidithiobacillus ferrooxidans. El disefio y empleo de una celda de combustible microbiana
a nivel de laboratorio generadora de electricidad a partir del ion tiosulfato ya que es uno de
los contribuyentes del drenaje acido de mina. Esta produccion de energia contribuiria de

una forma sostenible y amigable con el medio ambiente.

La celda de combustible microbiana (CCM) forma parte de los sistemas bioelectroquimicos
(SBE), que puede convertir la energia quimica de un sustrato organico o inorganico en
energia eléctrica a traves de reacciones 6xido reduccién. Esta biotecnologia puede emplear

diversos sustratos solubles e insolubles presentes en aguas residuales, drenajes acidos de



mina, aguas domésticas, aguas residuales industriales, pero todavia estd en etapa de
investigacion (Logan, 2006; Farias et al., 2015-2016).

A manera de comparacion existen otras tecnologias como fuentes de energia eléctrica entre
ellas las convencionales y no convencionales. Mencionando a las fuentes de energia
convencionales tenemos a la energia hidraulica, nuclear y térmica no renovable. Como
fuente de energia no convencional a la Energia edlica, energia solar fotovoltaica y energia
geotérmica. Las fuentes convencionales de energia son las mas usadas a nivel mundial por
tener buena eficiencia, pero recientemente han dejado de ser viables por el agotamiento de
materia prima, costos, espacio para infraestructura y la alteracion en el medio ambiente. En
contraste, las fuentes no convencionales de energia tienen menor participacion en la
generacion de energia eléctrica a nivel mundial, debido a que es poco eficiente al
transformar la fuente primaria de energia eléctrica, costos elevados de extraccion y
produccidn, no tiene mucho avance tecnoldgico por la falta de investigacion y la energia

util que se puede aprovechar es limitada (Pronk et al., 1990).

Entre las ventajas de la energia por bacterias encontramos que operan eficientemente a
temperatura ambiente o temperaturas bajas, siendo la fuente principal de energia los
desechos organicos o inorgéanicos que probablemente alteren el medio ambiente. Otro de
los beneficios de esta energia es que no necesitan mantenimiento por lo que pueden

funcionar por varios afios (Romero et al., 2012).

1.3. IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

La importancia del estudio radica fundamentalmente en el impacto social y ambiental en la
produccién de energia empleando la energia a través de bacterias, ya que podemos
aprovechar como materia prima aguas acidas de mina y la biomasa presente en esas
condiciones teniendo en cuenta que el trabajo presentado es una prueba a nivel de

laboratorio.

En lo que respecta al impacto ambiental, la fuente primaria de materia es inagotable ya que

podemos hacer uso no sélo de combustibles organicos sino también de materia inorganica
9



ademaés que contribuyen a la biorremediacion de rios y otras fuentes de agua. Contribuye a
la fijacion de dioxido de carbono lo que permite disminuir el efecto invernadero (Pronk et
al., 1990).

Il. MARCO TEORICO

2.1. CELDASELECTROQUIMICAS

Se define celdas electroquimicas de corriente continua a los dispositivos donde se
generan reacciones quimicas a partir del suministro de energia eléctrica o bien se
produce corriente eléctrica a partir de reacciones éxido — reduccion (Figura 5). Estos
dispositivos se clasifican en dos tipos de celdas: electroliticas y voltaicas o galvanicas.

) CELDA
CELDA
REACCIONES ENERGCIA - VOLTAICA O

ELECTROLITICA i 3 i
QUIMICAS ELECTRICA CALVANICA

Figura 5. Esquema de conversion de energia eléctrica en energia quimica y viceversa.

2.1.1. Celdas electroliticas

En una celda electrolitica se suministra energia eléctrica para dar origen a las reacciones
quimicas no espontaneas (favorecen la formacion de reactivos). Se compone de una
sola cdmara o recipiente donde se introduce el material quimico con dos electrodos
conectados a una fuente de corriente continua. En general, se emplean electrodos inertes
que no participan en el proceso quimico. El catodo es el electrodo negativo donde
viajan los iones con carga positiva y ocurre la reduccion. Los iones de carga negativa se
dirigen al anodo que es el electrodo positivo y ocurre la oxidaciéon. Los electrones
generados en el anodo viajan a través del conducto externo hacia el catodo. La
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electrdlisis es el proceso quimico que acontecen en las celdas electroliticas (Figura 6)

(Whitten et al., 2008).

Bomba que empuja
los electrones hacia
el catode y los

retira del dnodo Anodo Catodo
Oxidacion Reduccidn
X > X + & M*+ & > M

Figura 6. Esquema de una celda electrolitica. Fuente: Cedrén et al., 2011.

Una variante a esta celda electrolitica es la llamada celda para analisis electroquimico la
cual se emplea para estudiar las propiedades eléctricas de una solucion empleando
técnicas electroquimicas como la voltamperometria, cronoamperometria, entre otras.
Esta celda presenta 3 electrodos: trabajo o indicador, referencia y contraelectrodo o

auxiliar las cuales estan conectados a un potenciostato (Gémez et al., 2002).

Potenciostato

T HH!

\‘;’) (@
! -
1 2 3 :

1. Muestra de trabajo

2. Electrodo de referencia

‘IcéIIJEI I‘ 3. Contraelectrodo (Pt)

electroguimica V. Voltimetro
d G. Amperimetro

Figura 7. Componentes de una celda electrolitica para analisis electroquimico (Camargo et al., 2009).
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2.1.1.1. Técnica electroquimica: Cronoamperometria

La cronoamperometria se agrupa dentro de las técnicas potenciostaticas la cual aplica un
pulso de potencial constante en un intervalo de tiempo. La sefial emitida registra el cambio

de la corriente en funcion al tiempo (Martinez, 2006).

ECH ty

4 f

Gréfico 1. (a) Esquema del pulso en potencial aplicado a la interfase de la solucién durante un tiempo t.
(b) Respuesta obtenida en el cambio de corriente en funcion al tiempo (t) Fuente: Martinez, 2006.

2.1.2. Celdas voltaicas o galvanicas

A diferencia de las celdas electroliticas, las celdas galvanicas producen energia eléctrica
a partir de las reacciones de oxidacién — reduccién espontanea (favorecen la formacion
de productos). Consta de dos camaras o recipientes donde el &nodo y el catodo se
encuentran separados y la transferencia de electrones se da a través de un circuito
externo que unen ambos electrodos-. Las soluciones anddicas y catodicas se unen
mediante un puente salino el cual tiene tres funciones principales: permitir el contacto
entre las soluciones del &nodo y catodo, evitar la mezcla de ambas cdmaras, y mantener

la neutralidad de las cargas de cada camara (Whitten et al., 2008).

12



(1) (4]
Leyenda:
1: Camara anddica 4: Camara catédica 7: Puente salino
2: Electrodo anodico 5: Electrodo catédico 8: Conducto externo
3: Solucién anddica 6: Solucidn catodica 9:Voltimetro

Figura 8. Componentes de una celda galvanica. Fuente: Cedrén et al., 2011.

2.2.  SISTEMAS BIOELECTROQUIMICOS (SBE)

Desde los primeros experimentos realizados con microorganismos capaces de producir
electricidad e incorporados en una celda de combustible microbiana (Berck y Canfield,
1964) surgio el interés por investigar la diversidad de sustratos simples (Cheng y
Logan, 2007) o complejos como combustibles (Pant et al., 2010) y microorganismos
que se encuentran en forma natural y abundante, tales como lodos anaerdbicos
provenientes de aguas residuales de curtiduria (Katuri et al., 2012), aguas residuales
municipales (Zhang et al., 2013b), aguas residuales mineras (Angelov et al., 2013),
material de desecho de rellenos sanitarios, sedimentos de rios o sedimentos marinos,
entre otras fuentes (Fuentes — Albarran et al., 2012), lo que permiti6 el desarrollo de los

sistemas bioelectroguimicos (SBE) (Tremblay y Zhang, 2015).

Los SBE se pueden definir como una tecnologia moderna con diversas aplicaciones en

el campo de la bioelectroquimica, como la produccion energia eléctrica, el tratamiento
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de aguas residuales y la sintesis de productos quimicos de alto valor (Farias et al, 2016)
todo ello gracias a la catélisis de sistemas biolégicos (microorganismos o enzimas) con
capacidad oxidativa de un sustrato en el anodo y una reduccion en el céatodo (El
Mekawy et al, 2015; Farias, 2016).

2.2.1. Tipos de sistemas bioelectroquimicos (SBE)

De acuerdo al empleo del biocatalizador, los SBE se pueden clasificar en dos grandes
grupos: celdas de combustible microbiana (CCM) y celda de combustible enzimatica
(CCE) (Pant, 2012). De acuerdo al modo de aplicacion, esto es, el uso de esta corriente
eléctrica producida los SBE se pueden subdividir en: CCM (generacion directa de
energia), celda de electrdlisis microbiana (CEM) o electrosintesis microbiana (ESM)
(produccion quimica), celda de desanilizacion microbiana (CDM) (desalinizacion del
agua) y celdas solares microbianas (CSM) (produccién de electricidad o productos
quimicos) (Pant et al, 2012, Wang y Ren, 2013).
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Grafico 2. Nimero de articulos publicados sobre sistemas bioelectroquimicos que contienen las frases

“microbial fuel cell” (MFC), “microbial electrolysis cell” (MEC), “microbial electrosynthesis” (MES) or

“microbial desalination cell” (MDC). Fuente: Wang, 2013.

Segun los reportes investigados en el Grafico 2, de los 4 tipos de SBE se tienen mayor

conocimiento sobre las CCM; sin embargo, en paises latinoamericanos el desarrollo de
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ésta prometedora tecnologia esta en proceso de investigacion y potenciar al maximo su

aplicacion.
2.3. ANTECEDENTES SOBRE CELDAS DE COMBUSTIBLE

MICROBIANA (CCM)

A finales del siglo XVIII, el médico Luigi Galvani realizo los primeros experimentos
sobre bioelectricidad. El observo accidentalmente que al aplicar una corriente eléctrica
sobre una rana disecada las patas se contraian, a este fendmeno eléctrico lo llamé
“electricidad animal” (Galicia, 2016; Villar et al., 2014).

Otro experimento importante la denominada pila de Volta, precursor de la bateria fue
realizado por Alessandro Volta. Este hallazgo fue importante para la historia de la
ciencia puesto que se produjo flujo estable de electricidad. La pila estuvo compuesta
con discos de plata y zinc, colocados de forma alterna y separados por discos de carton

embebidos en salmuera (Saavedra, 2012).

En 1911, Michael Cresse Potter profesor de botanica de la Universidad de Durham
publico en la revista Proceedings de la Royal Society un articulo denominado: “Efectos
eléctricos que acompafian a la descomposicion de compuestos orgdnicos” (Galicia,
2016; Potter, 1911). Fue uno de los primeros experimentos sobre producir electricidad a
partir de Escherichia coli usando electrodos de platino (Del Campo, 2015; Potter,
1911). Sin embargo, hasta ese momento la capacidad microbiana no se incorporo en un
disefio de celda de combustible microbiana (Farias, 2016) y tampoco tom6 mucho
interés porque la diferencia de potencial generado era de magnitud pequefia (Del
Campo, 2015).

En 1931, Barnet Cohen, a partir de los experimentos realizados por Potter, desarrollo
una serie de celdas medias microbianas (s6lo cAmara anddica), que conectadas en serie
eran capaces de producir mas de 35 V de potencial, pero una corriente de 2 mA (Cohen,
1931; Galicia, 2016).
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Entre los afios 1950 y 1960, tiempos en la que se desarrollaba el primer proyecto de una
celda de combustible de hidrégeno, la NASA present6 un proyecto patrocinado por Los
Estados Unidos. Este trabajo consistio en transformar los desechos organicos en
electricidad para su utilizacion en viajes de larga duracion (Galicia, 2016; Suzuki,
1976).

Posteriormente, en 1962 los investigadores Davis y Yarborough adicionaron
Escherichia coli en una celda de combustible microbiana usando glucosa como sustrato,
esto generd pequefas cantidades de corriente. Sin embargo, con la adicion de azul de
metileno a dicho sistema se obtuvieron elevadas corrientes. Esto se explica por la
ineficiencia de la transferencia directa de electrones desde los microorganismos al
electrodo, mientras que la presencia de un mediador, como el azul de metileno,
contribuye a la generacion de una eficiencia mucho mayor en la celda (Allen y
Bennetto, 1993; Del Campo, 2015).

Recién en la década de 1970, S. Suzuki dio a conocer el primer prototipo de una celda
de combustible microbiana semejante al de la actualidad; sin embargo, poco se conoce
del trabajo que realizd. Aunque a finales de la década de 1970 se realizé el primer
modelo computacional de la celda de combustible biol6gico (Di Salvo et al., 1979a; Di
Salvo et al., 1979a).

Durante los afios de 1980, la idea planteada por S. Suzuki fue retomada y estudiada al
detalle por MJ Allen, y méas tarde por H. Peter Bennetto ambos pertenecientes del
King’s College London, hubo un interés significativo en el uso de las celdas de
combustible como un posible recurso para la produccion de electricidad en paises de
desarrollo (Allen y Bennetto, 1993; Galicia, 2016).

Otro hecho importante en esa década fue que se comenzd a conceptualizar el término
microorganismos como catalizadores en celdas de combustible microbioldgicas (Roller
et al, 1938).

Con las posteriores investigaciones de Habermann y Pommer, se dio a conocer que la

celda de combustible microbiana (CCM) podria utilizarse para tratar agua residual
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doméstica (Habermann, 1991). Hace algunos afios, se llevo a cabo estudios que han
demostrado la posibilidad de producir electricidad en paralelo que se logra el
tratamiento de aguas residuales (Rodrigo et al, 2007). Asi también, se han realizado
estudios del disefio de una celda de combustible microbiana y las variables que afectan
la eficiencia de estos actualmente conocidos como sistemas bioelectroquimicos (Farias,
2016).

Por otro lado, el interés por el uso de microorganismos con capacidad de producir
electricidad y remocion de desechos o compuestos es cada vez mas estudiada en la
actualidad (Tremblay y Zhang, 2015).

2.3.1. Definicion

Las Celdas de Combustible Microbianas (CCM) conocida también por sus siglas en
inglés MFC (Microbial Fuel Cell) son consideradas un tipo de sistema
bioelectroquimico capaz de transformar la energia quimica de un sustrato organico o
inorganico (Ni et al.,, 2016), catalizado por ciertos microorganismos, en energia
eléctrica (Logan, 2006).

2.3.2. Funcionamiento de la Celda de Combustible Microbiana

Los electrones liberados del metabolismo bacteriano son transportados hacia el anodo a
través de biofilm o nanocables “pili” (Romero et al, 2012), mediante microorganismos
electrigenos (Bond y Lovely, 2003) o por ayuda mediadores quimicos (Delaney et al,
1984). Estos electrones viajan a través de un circuito externo que conecta el &nodo con
el catodo, pasando por una resistencia que convierte a energia eléctrica (Romero et al,
2012). Los electrones que migran al catodo son captados por un aceptor de electrones

(normalmente oxigeno ya que es usual trabajar en condiciones aerdbicas) (Logan 2006).
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2.3.3. Disefio de la Celda de Combustible Microbiana

2.3.3.1. Configuracién de dos cadmaras de una CCM

Generalmente, una CCM (Figura 9) esta conformada por dos cdmaras, una anddica y
otra catodica separada por una membrana de intercambio de protones (MIP). Esta
membrana es una pelicula polimérica selectiva de Nafion® N° 117 (membrana
perfluorada nafion) que permite el paso solo de iones hidrégeno del anodo al catodo y
viceversa (Del Campo, 2015). En la camara anddica los microorganismos en
condiciones aerobias o anaerobias oxidan el sustrato y la cdmara catddica puede
contener agua o cualquier otro agente oxidante (Garcia — Mufioz et al, 2011; Logan,
2006).

Camara anodica Multimetro

Camara catddica

Membrana
selectiva
cationica

Figura 9. CCM con dos camaras separadas por Membrana de Intercambio de Protones (MIP). Fuente:
Modificada de Chaudhuri and Lovley, 2003.

A modo de ejemplo, en la Figura 10 se muestra el funcionamiento de una CCM
empleando compuestos inorganicos de azufre como combustible bacteriano, el cual a

través de su metabolismo celular produce iones sulfato y libera electrones, los cuales

21



viajan a traves del biofilm, generados por estos microorganismos, hasta el electrodo
negativo. El anodo estd conectado con el catodo mediante un circuito externo que
contiene una resistencia y un multimetro en donde se lee el potencial de celda. Los
electrones que llegan al catodo reducen el ion férrico a ferroso. Simultaneamente los
cationes en la cdmara anddica y aniones en la cAmara catddica atraviesan la membrana

de intercambio de iones con el fin de neutralizar cargas (Li et al., 2013b).

e ; =
ISCs Anions FeZ*
k |
|
|
|
|
Cations
S0,2 ; Fe*
|
Biofilm I
i _n"‘l

. MMembranz de . T
Camara  ingercambic de Cémara
anodica iomes catddica

Figura 10. Funcionamiento de una CCM usando como sustrato: compuestos inorganicos de azufre

(I1SCs —siglas en inglés) y camara doble. Modificada a partir de Ni. G. et al., 2016.

2.4. GENERACION DE VOLTAJE
La conversion de energia quimica en energia eléctrica se da por un proceso termodinamico
espontaneo, es decir, la energia libre de Gibbs es menor a cero (AG) expresada en Joules (J),
como medida del trabajo maximo de la reaccion en una CCM (Bard y Faulkner, 2001). Se

calcula mediante la siguiente formula:

AGr=AGr’ + RT In (Q) Ecuacion 1

Donde:
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AGr (J): es la energia libre de Gibbs para las condiciones especificas
AGI (J): es la energia libre de Gibbs en condiciones estandar: 298.15 K, 1 bar de presion y
una concentracion de 1 M para todas las especies
R (8.31447 J mol™ K™): es la constante universal de los gases
T (K): es la temperatura absoluta
Q (sin unidades): es el cociente de la reaccion calculada como las actividades de los
productos divididas por las de los reactivos.
En casos de CCM es mas conveniente evaluar la reaccion en términos de la fuerza
electromotriz total de la celda (fem), Esm (V), €s el resultado de la diferencia de potencial
entre el catodo y el &nodo.
Puesto que la energia libre de Gibbs esta relacionada con el trabajo producido por la celda,
tenemos:

W = EfemQ = - AGr Ecuacion 2

Donde q = nF es la carga transferida en la reaccion, expresada en Coulomb (C), que es
determinado por el numero de electrones transferidos en la reaccion (n) por cada mol de
sustrato y F es la constante de Faraday (9.64853x10* C/mol). Entonces, se tiene la siguiente
ecuacion:

AGy
Ep,= -
fem nF

Ecuacion 3
Si todas las reacciones son evaluadas en condiciones estandar, de tal manera que Q = 1,
entonces:

AGY

nF Ecuacién 4

a0 _
Efem_

Donde, En: fuerza electromotriz estandar de la celda (V)

Empleando las ecuaciones anteriores se puede expresar la reacciéon global en términos de

potenciales:

Efem = E°fem — RT In (Q) Ecuacion 5
nF
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La ecuacion 5 es conocida como la Ley de Nerst (Ortiz — Martinez, 2015).

Donde:

E%m = Potencial al equilibrio estandar de la semirreaccion (V)

Efem = Potencial del electrodo (V)

R = Constante de los gases ideales (8.31447 J mol™ K™)

T = Temperatura (K)

n = NUmero de electrones intercambiados

F = Constante de Faraday (96,485 C/mol)

Q = Cociente de la concentracion del compuesto en estado oxidado y la concentracién en el
estado reducido.

La fem de la celda se calcula como:
Efem = Ecat — Ean Ecuacion 6

La ventaja de la ecuacion 6 es que es positiva para una reaccion favorable y genera
directamente un valor de fem para la reaccion. Esta fem calculada proporciona un limite
superior para el voltaje de celda, el potencial real derivado de una CCM serd menor debido

a varias pérdidas potenciales explicadas méas adelante (Logan, 2006).

2.4.1. Potenciales estdndar de electrodo
El tiosulfato como combustible de la CCM puede producir sulfitos, sulfatos, azufre
elemental hasta tetrationato como intermediario de compuestos inorganicos reducidos de

azufre. En la Tabla 1 se muestra una lista de semirreacciones que podrian ocurrir en el
anodo (Suzuki, 1999; Hansford y Vargas, 2011; Saavedra, 2012).
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Tabla 1. Potenciales redox estandar de compuestos inorganicos reducidos de azufre en solucion acuosa.
Fuente: Zhdanov, 1975.

Semirreacciones E° (V vs ENH)
SO, + 8H" + 10e” = H,S(y) + 4H,0 0.304
SO,” + 8H" + 6e" = S° + 4H,0 0.357
SO;” + 6H" + 4¢" = S° + 3H,0 0.449
SO~ + 2H* + 2¢" = SO + H,0 0.17
S,05% + 6H" + 4" = 25° + 3H,0 0.465
S,06” + 12H* + 10e” = 4S° + 6H,0 0.416

S406> + 2" = S,045% 0.219; 0.08; -0.10

V: Voltaje (Voltios), ENH: Electrodo Normal de Hidrégeno (Electrodo estdndar de hidrégeno), vs: versus

En la Tabla 2 se muestra una comparacion de semirreacciones y potenciales tedricos de

electrodo a condiciones tipicas de una CCM de sustrato inorganico y sustrato organico.

Tabla 2. Potencial redox estandar y tedrico para reacciones y condiciones para CCM a 25°C. Fuente:
Modificado de Logan, 2008.

E° E°
Semirreacciones (V vs ENH) Condiciones (V vs ENH)
SO,% + 8H" + 6e” = S°+ 4H,0 0.357  [SO,”]=10Mm;pH=1.6 0.211
2HCO; + 9H" + 8¢ = CH,COO +4H,0  0.187  [HCOs]=5mM, [CH,COO]=5mM  -0.300
pH=7
6CO2 + 24H" + 4e” = C4Hy,0¢ + 6H,0 0.0014 pH=7 -0.428
O,+ 4H" + 4e" = 2H,0 1.229 pO,=0.2,pH=7 0.805
O, + 4H" + 4e" = 2H,0 1.229  p0,;=0.2,pH=23 1.083
O,+ 2H" + 4" = H,0, 0.695 pO, =0.2, [H,0,] =5mM; pH=7 0.370
Fe(CN)g*+ e = Fe(CN)s* 0.361  [Fe(CN)s°]=[Fe(CN)s“] 0.361
MnOye + 4H" + 26" = Mn** + 2H,0 1.29 [Mn?] = 5mM; pH = 7 0.470
Fe* + e = Fe* 0.77 [Fe**] = [Fe*']; pH &cido 0.77

E: Electrodo, V: Voltaje (Voltios), ENH: Electrodo Normal de Hidrégeno (Electrodo estandar de hidrégeno),
VS: Versus
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Tomando como ejemplo las siguientes semirreacciones:
SO;” +H,0=S0, +2H" +2¢"  -0.17 V (Anodo: oxidacion)
Fe** +e = Fe*' 0.77 V (Céatodo: reduccién)
El potencial al equilibrio del anodo por la oxidacion del sulfito es:
Ean= E%, — (RT/2F) In ([SO,7][ H'T? / [SO57]) Ecuacion 7
El potencial al equilibrio del catodo por la reduccion del ion férrico es:

Eca= E2a — (RT/F) In([Fe®*]/[Fe*] Ecuacién 8

2.4.2. Factores que disminuyen el voltaje

Tedricamente para desarrollar una CCM deberia tener un voltaje maximo (fem) 1.1V.
Sin embargo, la medida del voltaje de una CCM es relativamente baja, esto debido a
una serie de pérdidas de voltaje entre ellas mencionamos a las pérdidas 6hmicas,

pérdidas de activacion, pérdidas metabodlicas bacterianas y pérdidas de concentracion.

» Pérdidas 6hmicas o llamadas también polarizacion 6hmica en una CCM abarca
tanto a la resistencia al flujo de electrones a través de los electrodos y las
interconexiones, asi como a la resistencia al flujo de iones a través de la
membrana de intercambio de protones y a los electrolitos anddicos y catddicos
(Laminie y Dicks, 2000; Hoogers, 2003). Las pérdidas éhmicas se pueden
reducir por medio de disminucion de la distancia entre los electrodos, usando
una membrana con una resistividad baja comprobando todos los contactos, y si
es practico incrementar la conductividad de la solucion maxima tolerada por las
bacterias (Logan, 2006).

> Pérdidas de activacion o también conocidas como polarizacion de activacion
se manifiesta durante la transferencia de electrones desde o hacia el compuesto
que reacciona en la superficie del electrodo. Este compuesto puede estar
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presente sobre la superficie del electrodo, como mediador de electrones en la
solucion o como aceptor final de electrones en el cdtodo. A menudo las pérdidas
de activacion muestran un fuerte incremento en corrientes bajas y un aumento
constante paralelo incrementa la densidad de corriente. Es posible obtener bajas
pérdidas de activacion mediante el aumento de la superficie del electrodo,
mejorando la catalisis de los electrodos e incrementando la temperatura de
operacion y mediante el establecimiento de una biopelicula (biofilm)
enriquecida en el electrodo (u electrodos) (Logan, 2006).

Pérdidas metabolicas bacterianas. Para generar energia metabolica, la bacteria
transporta electrones de un sustrato a un potencial bajo a través de la cadena
transportadora de electrones hacia u aceptor de electrones (oxigeno o nitrato) a
un potencial mas alto. En una CCM, el anodo es el aceptor final de electrones y
su potencial determina la ganancia de energia para las bacterias. Cuanto mayor
sea la diferencia de potencial redox y el potencial del &nodo, ser& posible una
mayor ganancia de energia metabdlica en las bacterias, pero serd menor el
méaximo voltaje realizado por la CCM. Para aumentar al maximo voltaje en una
CCM, el potencial del &nodo debe mantenerse lo méas bajo (negativo) como sea
posible. Sin embargo, el potencial del &nodo es demasiado bajo, el transporte de
electrones se inhibe y la fermentacion del sustrato (si es posible) puede
proporcionar una mayor energia a los microorganismos. Segun Logan el
impacto de un potencial bajo en el anodo y su posible impacto en la estabilidad

de la generacion de energia debe ser abordado en nuevos estudios.

Pérdidas de concentracion, conocidas también como polarizacion por
concentracion, ocurre cuando la tasa de transporte de masa de las especies de o
desde el electrodo limitan la produccion de corriente (Lamminie y Dicks, 2000;
Hoogers, 2003). Las pérdidas de concentracion se producen principalmente a
altas densidades de corriente, debido a la limitada transferencia de masa de las
especies quimicas por difusion en la superficie del electrodo. Las pérdidas de

concentracion en el anodo son causadas por una descarga limitada de especies
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oxidadas desde la superficie del electrodo o por un suministro limitado de
especies oxidadas y reducidas en la superficie del electrodo, la cual puede
producir un incremento en el potencial de electrodo. En el lado del catodo puede
producir un efecto contrario provocando caida de potencial en el &nodo (Logan,
2006).

2.5. DESEMPERNO DE UNA CELDA DE COMBUSTIBLE MICROBIANA
(CCM)

Cuando se habla de CCM tenemos que precisar las variables eléctricas que afectan a
dichos sistemas, se consideran mencionar la densidad de potencia y eficiencia

coulémbica (Saavedra, 2012).

2.5.1. Densidad de Potencia (DP): es la cantidad de energia generada por
unidad del &rea del electrodo (Wang et al., 2010).

Matematicamente se define como el cociente del voltaje de celda al cuadrado por
unidad de 4rea (m?) del electrodo anddico y la resistencia externa () o el cociente del
voltaje de celda al cuadrado por el volumen (m®) del compartimento anédico y la
resistencia externa (€2). Las unidades de la densidad de potencia son en W/m? o W/m?

(Luo et al, 2010; Saavedra, 2012).

Dpsup = A Ecelda2 Ecuacién 9
Aénodo- Rext-
DPsup: AEcelda2 Ecuacion 10
Vénodo- Rext-

Donde:

DPg,p: densidad de potencia en funcion al area superficial del electrodo (W/m?)
DP.: densidad de potencia en funcién al volumen de sustrato (W/m®)

AEceida - potencial de celda (V)
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Avnodo: area del elecrodo (m?)
Rext.: resistencia externa (€2)
Vinodo: VOlumen del &nodo (m?®)
2.5.2. Eficiencia coulombica (EC)

Es un pardmetro que permite obtener la fraccion de energia eléctrica que se puede generar
en la celda de combustible microbiana a partir de un sustrato determinado (Revelo et al,
2013). Su medicién es importante porque posibilita comparar el desempefio de diferentes
celdas de combustible microbianas. La EC se define mateméaticamente como la relacion
entre el nimero de coulombios realmente transferidos al anodo desde el sustrato y el
nimero maximo posible de coulombios transferidos si todo el sustrato fuera capaz de

producir corriente.

EC (%) = Coulombios recuperados x 100 Ecuacion 11
Coulombios totales en el sustrato consumido

Los Coulombios recuperados es el total de coulombs calculados por la integracién de la
corriente en el tiempo (Pistonesi et al, 2010).

Donde:

I: corriente expresado en mA/cm? (area superficial del electrodo)

t: tiempo en horas

Los coulombios en el sustrato consumido es la cantidad tedrica de coulombs, calculada a
partir de (Logan, 2008):

Coulombios totales en el sustrato consumido = F.b.v,,.AC Ecuacion 12
M;
Donde:

F: constante de Faraday (96,485 C/mol. )
b: nimero de moles de electrones generados por mol de sustrato

Van: Volumen total de la cAmara anddica (L)
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AC: Diferencia de concentracion del sustrato (g/L)
Ms: Masa molecular del sustrato (g/mol)

Ordenando las ecuaciones 9 y 10 tenemos que la eficiencia coulémbica se calcula como:

EC= Mslt Ecuacion 13
FbVyAC

2.6. MICROORGANISMOS CON CAPACIDAD ENERGETICA

Las bacterias son microorganismos cosmopolitas, es decir, se encuentran en diversos
habitats desde acuaticos hasta subterraneos y existe un grupo muy en particular de
microorganismos con capacidad de producir electricidad. Estudios cientificos han
revelado que las especies Geobacter Sulfurreducens, Shewanella Oneidensis,
Geobacter Metallireducens son capaces de generar electricidad, aunque en la actualidad
se desconoce su mecanismo (Huitzil, 2010).

Actualmente las investigaciones mas sobresalientes en celdas de combustible
microbiana son empleando la familia Geobacterareace como catalizador ya que
presentan nanocables conductores “pili” de electrones; sin embargo, uno de los géneros
conocidos como Acidithiobacillus son capaces de metabolizar el tiosulfato como fuente
de energia, entre estos sobresalen A. caldus, A. thiooxidans y A. ferrooxidans siendo
esta Ultima la mas estudiada por su importancia en el campo de la biotecnologia
(Huitzil, 2010; Ponce, 2007).

2.7. BACTERIAS ACIDOFILAS: ACIDITHIOBACILLUS

FERROOXIDANS

El género Acidithiobacillus integra a un numeroso grupo de bacterias caracterizadas por ser

bacterias Gram negativas, presenta una forma de baston que mide 0.3 um de ancho y 1.3
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pum de largo, tiene un flagelo que le da motilidad en medios liquidos, son aciddfilas y

quimiolitotroficas estrictas (Saavedra, 2012).

» Bacterias oxidantes de azufre y hierro
Las Acidithiobacillus ferrooxidans son bacterias capaces de oxidar el azufre, sulfuros
metalicos y otros compuestos inorganicos reducidos de azufre, entre ellos tiosulfato. Estas
sustancias participan como dadores de electrones las cuales son indispensables para estas
debido a su crecimiento quimiolitotrofico aerobio o anaerobio (Dopson, 2012; Ponce,
2007).

» Habitat
Las bacterias que oxidan minerales sulfurados se encuentran en habitats microbioldgicos
extremadamente complejos, es decir, diferentes composiciones mineralégicas y ambientes
climaticos (Saavedra, 2012).
Existen pocos grupos de investigadores que se han enfocado en el descubrimiento y la
caracterizacion de acidofilos con la capacidad de oxidar el hierro y azufre como se reporta
en la Tabla 3. Estos aciddfilos extremos crecen de manera dptima entreunpH de 1 — 45y
presentan adaptacion a ciertas temperaturas. (Saavedra, 2012; Dopson y Johnson, 2012).
La especie Acidithiobacillus ferrooxidans es considerada mesofila ya que crece a

temperaturas menores a 40 °C, y se adapta a pH entre 2 — 4 (Menadier, 2009).
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Tabla 3. Microorganismos Acidofilos oxidantes de azufre y hierro. Fuente: Watling, 2006.

Microorganismo

Acidianus ambivalens
Acidianus brierleyi
Acidianus infemus

Acidianus tengchongensis

Acidimicrobium ferrooxidans

Acidiphilum spp
Acidiphilum SJH

Acidiphilum acidophilum

Acidithiobacillus albertensis

Acidithiobacillus ferrooxidans

Acidithiobacillus thioxidans

Acidithiobacillus caldus

Acidolobus aceticus

Alicyclobacillus spp

Alicyclobacillus
disulfidooxidans

Alicyclobacillus tolerans

Sustrato de crecimiento
reportado

S° oxidacion y reduccion

Sulfitos

Fe oxidacion
Mixotrofia

Fe oxidacion y reduccion,
sulfuros (pobre)

Heterdtrofos obligados
S° oxidacion
Fe (111) reduccion
Autotrofo facultativo
S° oxidacion
Fe (1) reduccién
Autdtrofos

S° oxidacion, sulfuros

(Af. Fe (1) oxidacion; Fe (I11)
reduccion como anaerobio

facultativo)
Mixotrofo
S° oxidacion, sulfuros
Heterétrofo
S° reduccioén a H,S

S° oxidacion, sulfuros

(Ad. facultative autotroph.:

At. mixotrofo, Fe (111)
reduccion)
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Caracteristicas

Hipertermofilos

pH éptimo 1.5 -2.5

Termdfilo moderado; pH
optimo 2

Mesoéfilos

pH éptimo 2 - 3

Mesofilos

pH 6ptimo 2 - 3

Mesoéfilos

pHrango 2 -4

Termdfilo moderado; pH

optimo 2 -2.5

Hipertermdfilo

Meséfilos —Termofilos

moderados; pH 6ptimo 3.8

pHrango 1.5-25



Ferrimicrobium acidiphilum

Ferroglobus placidus
Ferroplasma acidarmanus
Ferroplasma cyprexacervatum
Ferroplasma acidophilum
Ferroplasma MT17

Hydrogenobaculum
acidophilus

Leptospirillum ferriphilum
Leptospirillum
thermoferroxidans
Leptospirillum ferroxidans
Metallosphaera sedula
Metallosphaera prunae
Metallosphaera hakonensis

Sulfobacillus acidophilus

Sulfobacillus
thermosulfidooxidans

> Metabolismo

Heterdtrofo
Fe (I1) oxidacion, sulfuros
Fe (1) reduccién
Fe oxidacion
Posible autétrofo

Fe oxidacion

Pirita oxidacion pobre

S°, H oxidacion para producir
acido sulfarico

Fe oxidacion

Pirita

Fe oxidacion, pirita

S° oxidacion

Sulfuros

Fe (I1) y S oxidacién; Fe (111)
reduccioén, sulfuros

S°y Fe (1) oxidacion

Mesofilo; pH 6ptimo 1.7 - 1.8

Termofilo; pH neutral
Termofilos moderados

pHrango 1l -2

Terméfilo; pH éptimo 3 - 4
Mesofilos, algunas cepas
termotolerantes
pHrango 1.6 — 1.9
Mesofilo; pH dptimo 1.5 - 1.7
Termofilos
pHrango1l-4

Termo6filos moderados

pHrango1-2.5

En ambiente anaerobio Acidithiobacillus ferrooxidans usa oxigeno como aceptor de

electrones y en condiciones aerobias emplea hierro como aceptor de electrones. Tiene

cualidades quimiolitétrofas porque es capaz de oxidar al hierro y azufre en soluciones de

acido sulfarico en presencia de oxigeno. La energia que obtiene de la oxidaciéon de
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compuestos azufrados y/o hierro la emplea para la fijacion del dioxido de carbono, CO,, y
crecimiento celular (Diaz, 2007; Saavedra, 2012). Otra de las facultades de esta especie es
que puede oxidar sulfuros metalicos a sulfatos solubles en soluciones acidas lo cual es
mediada por ion ferrico que es reducido quimicamente a ion ferroso y reoxidado por
Acidithiobacillus ferrooxidans.

En la Figura 11, se muestran las diversas transformaciones quimicas que pueden sufrir los

compuestos azufrados por las bacterias acidofilas.

_FE-H: H_D +FE“
@nhﬂ:h Arcido inzoluble
de minerales de minerales de
(H:5) de sulfuro sulfuro Sa0"
-1) -2) (-1} (-2 & +G)

+Fe' B
H:5. HE.'G=', S0y
_ -3 & +a), [+
L Elemental % C % (+6)

5(0)
s / aSOP
aSOP

Varios
-2) politionatos
(-2 & +4)
\ S0, S0P
2SRB (+6)

Figura 11. Transformaciones de compuestos inorganicos de azufre en ambientes extremadamente &cidos.
aSOP: procariotas &cidas que oxidan azufre; aSRP: procariotas acidas que reducen azufre y aSRB: procariotas

acidas que reducen sulfato. Modificado de Vairavamurthy et al., 1993. Fuente: Dopson y Johnson, 2012.
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Las bacterias sulfooxidantes son capaces de utilizar los compuestos reducidos inorganicos
de azufre como fuente energia para su metabolismo celular. Usualmente estas bacterias
usan el sulfuro de hidrégeno (H,S), azufre elemental (S) y el tiosulfato (S,037) que en
condiciones adecuadas de crecimiento el producto final de la oxidacion es el sulfato (SO4").
Sin embargo, en el caso de sulfuro y tiosulfato, bajo ciertas condiciones de cultivo es
posible la formacion de azufre elemental como producto parcial de la oxidacion de estos

compuestos (Alcéantara, 2000).

> Sustrato: tiosulfato

El ion tiosulfato (S,037) es el combustible que se empleara en el anodo de una Celda de
Combustible Microbiana. Este anidn se considera metaestable ya que en condiciones acidas
puede descomponerse a politionatos y sulfatos, pero en esta en pH superior a 7, es posible
la presencia de tiosales (Fernandez, 1986). El anion tiosulfato estd constituido de dos
atomos de azufre no equivalentes. El atomo de azufre central tiene un nimero de oxidacion

de +6 y el &tomo de azufre unido, el nimero de oxidacién de -2.

El tiosulfato es considerado un compuesto de deterioro ambiental y al igual que otros
compuestos de azufre son altamente corrosivos. Es uno de los causantes de las aguas acidas
de mina ya que junto con otros compuestos de azufre inorganicos se convierten hasta
formar acido sulfurico (Arias et al, 2015; Suzuki, 1999) ocasionando serios problemas en el

medio ambiente.

Cabe recalcar que el azufre es necesario para el metabolismo celular de los seres vivos ya
que forma parte de los aminoacidos cisteina y metionina. El 1% del peso de las bacterias es
azufre que lo incorpora por una reaccion de reduccion asimilativa del sulfato (Cancino,
2002; Lee et al., 1995).
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V.

HIPOTESIS

e El ion tiosulfato en presencia de Acidithiobacillus Ferrooxidans, en el &nodo,
serd oxidado hasta azufre y ion sulfato, cuando en el catodo se ingrese solucion
conteniendo iones férricos o cupricos los cuales serdn reducidos hasta iones

ferrosos o iones cuprosos respectivamente.

OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar los cambios quimicos en una celda de combustible microbiana generadora
de electricidad a partir de tiosulfato de sodio con el fin de determinar la posible via

de oxidacion.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estandarizar métodos analiticos para la determinacién de analitos que se producirian
de la reaccion de tiosulfato de sodio en una celda de combustible microbiana.
Estandarizar el medio tiosulfato para determinar los analitos producidos.

Cuantificar los analitos producidos en el anodo y catodo de una Celda Combustible
Microbiana, Celda de Combustible Control y Celda Electrolitica.

Identificar los cambios quimicos del tiosulfato en las Celdas de Combustible
Microbiana.

Determinar cudl de las tres Celdas de Combustible Microbiana es mas eficiente.
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V. MATERIALES Y METODOS

La seleccion de microorganismos acidofilos, el desarrollo, construccion y manejo de las
celdas de dos camaras y pruebas de cronoamperometria en una celda electroquimica fueron
realizadas en el laboratorio de Biotecnologia Ambiental — Laboratorio de Investigacion y
Desarrollo (LID) de la Facultad de Ciencias y Filosofia (Facien); los datos de voltaje y
muestras para investigar los cambios quimicos que ocurren en estas celdas de dos cAmaras
y electroquimica fueron realizados en los laboratorios de Quimica y Quimica Instrumental
de la Seccién de Quimica del Departamento de Ciencias Exactas de la Facultad de Ciencias

y Filosofia. En ANEXO 1 se detallan los materiales de laboratorio y reactivos empleados.

51. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
e FLUJOGRAMA DEL PROCESO
El trabajo de investigacion se llevo a cabo en dos etapas.

Primera etapa

Estandarizacion

— T

Estandarizacion de métodos Estandarizacion del medio
analiticos: tiosulfato para la
. determinacion de los analitos
Fe (LI), Fe Eotal, Cu (1), S,057, producidos.
SO,7, SO5” y S elemental.

!

Analisis estadistico
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Segunda etapa

Muestras

/\

Celdas de Combustible
Microbianas y Celda de
Combustible Control

l

Analisis de voltaje:

Densidad de Potencia (DP) y
Eficiencia Coulémbica (EC)

Celda Electrolitica (CE)

l

Técnica electroquimica:
Cronoamperometria

Analisis cualitativo y
cuantitativo

5.1.1. ESTANDARIZACION DE LOS METODOS ANALITICOS

Se realizd la estandarizacion de los métodos analiticos los cuales se emplearian para la
determinacion de los analitos en las celdas de combustible microbiana y celda de

combustible control. Se empled como solvente el agua para preparar las soluciones patron

Fue necesario realizar la estandarizacion para asegurar que los métodos empleados son los
adecuados para las pruebas posteriores en las CCM, CCC y CE siendo nuestro interés en

realizar las cuantificaciones en dichas celdas de dos camaras y celda electrolitica

respetivamente.

51.1.1. Determinacion permanganimétrica de Fe (11) por el
método Zimmermann — Reinhard (Standard Methods for

the Examination of Water and Wastewater, 1998)
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Esta determinacion se realizé para cuantificar la concentracion de Fe (1) mediante una

titulacién redox usando como valorante permanganato de potasio (KMnQOy,).

Estandarizacion del valorante: Previo a la determinacion de Fe (I1) es necesario preparar y
estandarizar el valorante, se procedid a preparar la solucién de KMnO,4 0.2 N, se peso
3.1606 g de KMnQ, se disolvid en agua destilada. Se trasvasé a una fiola de 1 litro y
enraso6 con agua destilada. Todo el contenido se vertié a un vaso de 1 litro y se dejé hervir
sobre una plancha eléctrica entre 1 % - 2 horas. Se dejo reposar 24 horas en un lugar
oscuro. Se filtr al vacio en un recipiente de base porosa. Se envaso y guardd en un frasco
0scuro.

Se valoro la solucion de KMnO4 empleando oxalato de sodio como patrén primario (libre
de humedad y seco). Se tomo lectura de los volumenes gastados (ml) en la valoracion y
realizd tres repeticiones para garantizar la correcta concentracion de KMnOy,
Estandarizacion de Fe (I1): Una vez que se obtuvo la concentracion real del permanganato
de potasio se procedid a preparar concentraciones conocidas de sulfato ferroso
heptahidratado (FeSO,4.7H,0) entre el intervalo de 5-15 g/l con el fin de corroborar la
concentracion de Fe (I1). Se prepararon 100 ml de solucion de Fe (11) de concentraciones
conocidas de 5, 9, 10, 12 y 15 en g/l. En un erlenmeyer 250 ml se afiadié 25 ml de la
solucién de Fe (I1), 100 ml de agua destilada y 5 ml de soluciéon manganeso fosférico.
Luego se valor6 con solucion KMnO, hasta que cambiara a un color rosa tenue
permanente. Se tomo lectura de los volimenes gastados en la valoracién y el ensayo fue

realizado cuatro veces.
5.1.1.2. Determinacion de Fe total: Titulacion con dicromato de
potasio (Standard Methods for the Examination of Water and

Wastewater, 1998)

El método consisti6 en determinar la concentracion de Fe total mediante una valoracion con

solucién dicromato de potasio (K,Cr,07) 0.1 N.
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Se prepararon 25 ml de solucién de Fe (I1) de concentraciones conocidas de 1, 4, 8, 12 y 16
en g/l. En un de erlenmeyer de 25 ml se colocd 1 ml de solucion Fe total, 1 ml de &cido
clorhidrico concentrado, se cubrio la boca del erlenmeyer con una luna de reloj y se calento
en la plancha hasta ebullicion, se afiadio solucion de SnCl, 20% hasta de colorar el hierro.
Se lavd la tapa y las paredes del matraz con agua destilda. Se afiadié 2 ml de HgCl, y 2 ml
de solucién H,SO4:H3PO,4 (1:1) y 3 gotas del indicador difenilamina. Se titulé con la
solucion K,Cr,07 0.1 N hasta coloracion azul o violeta verdosa persistente. Se tomo lectura

de los volumenes gastados (ml) en la valoracion y el ensayo se realiz6 por triplicado.

5113. Determinacion de hierro (111)

Se determin6 como la diferencia de hierro total y hierro (11).

51.14. Determinacion lodométrica de cobre (Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater,
1998)

El método consistio en determinar la concentracion de cobre (11) mediante una titulacién
redox con tiosulfato de sodio (Na,S;03) 0.1 N.

Estandarizacion del valorante: Previo a la determinacion experimental de cobre (11) se
preparé y estandariz6 el valorante Na,S;03 0.1 N.

Se peso6 24.8 g de Na,S,03 anhidro y se enraso a 1 litro con agua destilada tibia. Se emple6
KIO3; como patron primario. Se tomo lectura de los volimenes gastados (ml) en la
valoracion y el ensayo se realizo por triplicado.

Estandarizacion de Cu (11): Una vez que se obtuvo la concentracion real del tiosulfato de
sodio se procedio a preparar concentraciones conocidas de sulfato de cobre pentahidratado
(CuS0,4.5H,0) entre el intervalo de 5-20 g/l con el fin de corroborar la concentracion de Fe
(I1) en dicha muestra. Se prepararon 100 ml de solucion Cu (11) de concentraciones 5, 6, 8,
10, 15y 20 en gl/l.

En un erlenmeyer de 250 ml se afiadié 25 ml de la solucion Cu (1) y 5 ml de &cido acético
glacial. Se adicion6 5 g Kl disueltos en 10 ml de agua destilada. Se cubrié el matraz con
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una luna de reloj y se dejo reposar por dos minutos. Luego se procedio a valorar con
Na,S;03; 0.1N hasta un color amarillo claro. Se agregd 3 ml de almidén y se continu6
titulando hasta que el color vire a azul claro, en dicho momento se adiciond 2 g de
tiocianato de amonio pulverizado y finalmente se titula hasta la desaparicion total del color
azul. Se tomo lectura de los volimenes gastados (ml) en la valoracion y el ensayo se realiz6

por triplicado.

5.1.15. Determinacion de azufre elemental: Extraccion y
determinacion cuantitativa de azufre elemental — Método 8.5
(Propuesta de Reglamento del Parlamento europeo y del

consejo relativo a los abonos, 2001).

El método consistié en la extraccion del azufre elemental con disulfuro de carbono previa

eliminacién de los compuestos solubles y seguida de la gravimetria del azufre extraido.

Se pes6 cantidades conocidas de azufre en polvo: 1, 0.5 y 0.05 en g depositadas en un
cartucho coénico de papel filtro. Se lavo con agua caliente el contenido del contenido del
cartucho para eliminar todos los compuestos solubles. Se secé en la estufa a 90 °C durante

1 hora, e introdujo el cartucho en la cAmara de extraccion del aparato de Soxhlet.

En un matraz redondo de base plana de 250 ml se afiadié unas cuantas perlas de vidrio, se

tard y pesé. Se vertié 200 ml de disulfuro de carbono.

Se conectd el aparato de Soxhlet y se extrajo el azufre durante 6 horas. Para recuperar el

solvente se destilo hasta que el contenido del matraz se solidifique en una masa esponjosa.

Se secO el matraz en la estufa a 90°C hasta obtener una masa constante y tomo lectura de

dicha masa.

5.1.1.6. Determinacion de sulfatos en minerales: Método

gravimétrico (Jeffery G. et al., 1989).

41



El método consistid en la determinacion cuantitativa de sulfato soluble mediante la técnica

gravimétrica.

En primer lugar, procedio a preparar 100 ml de concentraciones conocidas de sulfato de
sodio anhidro (Na;SO,): 5, 7, 10, 13 y 16 en g/l. Posteriormente se calcul6 el volumen de
BaCl,.2H,0 al 5% necesario para hacer precipitar el contenido de sulfatos presentes en
cada solucion preparada. Se tar6 4 capsulas de porcelana previamente calentado en el
mechero por 1 hora, se enfri6 en el desecador y pes6. En un vaso de precipitado de 150 ml
se afiadié 25 ml de solucion de sulfato, 75 ml de agua destilada, 3 gotas de anaranjado de
metilo y 1 ml de HCI concentrado. Se calent6 hasta ebullicion y afiadio el volumen hallado
BaCl,.2H,0 al 5% con agitacion constante. Se dej6 calentar a temperatura aproximada de
70 °C por 1 hora. Luego se filtré por gravedad en caliente y usé papel Whatman 42, sin
cenizas, se enjuago el precipitado con agua caliente 5-6 veces. Se llevd a calcinar la capsula
usando el mechero bunsen bajo la campana extractora de gases. El proceso fue realizado
por 1 hora, luego se dejé en la mufla a 900 °C durante 2 horas. Se tomd lectura de la masa
de la cépsula con cenizas que por diferencia de pesos se determin6 la masa de cenizas. El

ensayo fue realizado cuatro veces.

51.1.7. Determinacion de sulfitos: Método gravimétrico

Meétodo gravimétrico (Jeffery G. et al., 1989).

El método consistié en la determinacion cuantitativa de sulfito por oxidacion a sulfato y

precipitacion como sulfato de bario.

Se procedi6 a preparar 50 ml de concentraciones conocidas de sulfito de sodio (Na,SO3)
anhidro: 1, 2,3,4y5en g/l.

En un vaso de 50 ml se colocé 2.2 ml de solucidn de sulfitos y se colocé en bafio maria. Se
afiadié una solucion de peroxido de hidrogeno amoniacal en exceso (volumenes iguales de
20 volimenes de peroxido de hidrogeno y solucion amoniacal 1:1). Se diluyd con 10 ml de
agua destilada y adicion6 1 ml de BaCl,.2H,0 al 5% con agitacion constante. Se dejo
calentar a temperatura aproximada de 70 °C por 30 minutos. Luego se filtré en caliente con
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papel Whatman 42, sin cenizas, se enjuago el precipitado con agua caliente 5-6 veces. Se
realiz6 la verificacion de sales de cloro afadiendo nitrato de plata. En una capsula de
porcelana, previamente pesada, se introdujo el papel filtro doblado y seco. Se calcind la
capsula por media hora en mechero Bunsen. Luego se dejé por dos horas en la mufla a
900°C. Se tomo lectura de la masa de la capsula con cenizas que por diferencia de pesos se

determind la masa de cenizas. El ensayo fue realizado cuatro veces.

5.1.1.8. Determinacion de tiosulfatos: Método gravimétrico

Método gravimétrico (Jeffery G. et al., 1989).

El método consistié en la determinacion cuantitativa de tiosulfato a sulfato y determinacion
como sulfato de bario.

En un vaso de 50 ml se coloc6 2.2 ml de solucion de tiosulfato de sodio en bafio maria. Se
afiadié una solucion de peroxido de hidrogeno amoniacal en exceso. Se diluyé con 10 ml de
agua destilada y adicion6 1 ml de BaCl,.2H,0 al 5% con agitacion constante. Se dejo
calentar a temperatura aproximada de 70 °C por 30 minutos. Luego se filtré por gravedad
en caliente y usé papel Whatman 42, sin cenizas, se enjuagé el precipitado con agua
caliente 5-6 veces. Se realizd la verificacion de sales de cloro afiadiendo nitrato de plata.

En una cépsula de porcelana, previamente pesada, se introdujo el papel filtro doblado y
seco. Se calcind la cépsula por media hora en mechero Bunsen. Luego se dejo por dos
horas en la mufla a 900°C. Se tomo lectura de la masa de la capsula con cenizas que por

diferencia de pesos se determiné la masa de cenizas. El ensayo fue realizado cuatro veces.
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5.1.2. ESTANDARIZACION DE METODOS ANALITICOS EN

MEDIO TIOSULFATO

Se realiz0 la estandarizacion de tiosulfato mediante la técnica en el apartado 5.1.1.8, en este
caso se evalud en nutrientes para bacterias aciddfilas, es decir, medio tiosulfato de sodio en
presencia de bacterias acidofilas. Se considero cinco concentraciones conocidas del medio
tiosulfato en el rango de 1 a 5 g/lI. Se trabajo con diferentes volumenes de muestra teniendo
en cuenta que se emplearia celdas de dos camaras de volumen 10 ml cada una. Fue
necesario realizar la estandarizacion de este método para asegurar que seria adecuado para
las pruebas posteriores en la CCM y CCC siendo nuestro interés en realizar las
cuantificaciones dichas celdas de dos camaras. Las determinaciones se realizaron al tiempo

cero y después de 24 horas.

5.1.3. ANALISIS ESTADISTICO DE LAS ESTANDARIZACIONES

El anélisis estadistico se aplicé a los resultados de los apartados 5.1.1 y 5.1.2. Los datos
que se obtuvieron de las variables cuantitativas, dependiendo del método, fueron:
concentracion g/l, masa de residuo de azufre en g los cuales se ingres6 al software
Minitab version 18.

Se empled la prueba T apareada (Bower, 2001) para determinar si la media de una

muestra difiere significativamente de un valor especifico.
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5.14. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL EN CELDAS DE
COMBUSTIBLE MICROBIANA (CCM), CELDAS DE
COMBUSTIBLE CONTROL (CcO) y CELDA

ELECTROLITICA (CE)

514.1. Experimentacion en Celdas de Combustible

Microbiana (CCM) de dos camaras

Se instald e hizo funcionar dos celdas: una celda de combustible microbiana con indculo de
bacterias Acidithiobacillus ferrooxidans en el &nodo y una celda de combustible control sin
bacterias. Se utilizé como electrodo fieltro de carbono 1 cm? para ambos compartimentos.
Cabe recordar que el catodo no lleva bacterias en ninguna de las celdas.

Las CCM fueron llenadas con 5 ml del medio tiosulfato (0 5 ml de medio tiosulfato y
solucion ferrosa) (ver al detalle en el apartado 5.1.4.2) y 5 ml del in6culo de
Acidithibacillus ferrooxidans (no se empleé un método para contarlas) en la camara
anodica y 10 ml de la solucion de férrica (o cuprica) en la cdmara catodica. Se procedié a
burbujear N, y CO, (80% nitrégeno y 20% de didxido de carbono) durante 10 minutos para
generar la anaerobiosis en la camara anddica y se sellaron todos los orificios con plastiflim
para mantener dichas condiciones; mientras que los agujeros de la camara catodica se

dejaron sin sellar para mantener las condiciones aerobias.

La camara anddica de la CCC no fue inoculada con cepas Acidithibacillus ferrooxidans. En
ésta se afiadié 10 ml del medio tiosulfato (0 10 ml de medio tiosulfato y solucion ferrosa)
en la camara anodica y 10 ml de solucion férrica (o 10 ml de solucion cuprica) en la camara

catddica siendo utilizada como control del experimento.

Ambas celdas fueron monitoreadas con un multimetro conectado a la resistencia del
circuito eléctrico de las camaras anddica y catddica, tomando los datos de voltaje

manualmente cada 2 horas y anotandolos en el cuaderno de trabajo.
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5.1.4.2. Condiciones de trabajo y composicion quimica en
los compartimentos de las CCM y las CCC

¢ Las tres Celdas de Combustible Microbiana (CCM) analizadas trabajaron bajo las
siguientes condiciones:
En la cAmara anddica se afiadié 5ml de indculo de bacterias acidéfilas Acidithiobacillus
ferrooxidans (no se us6 un método para contarlas), 5 ml del medio tiosulfato (0 5 ml de
medio tiosulfato y solucion ferrosa) se trabajé a temperatura ambiente de 23 - 25 °C, a pH
3.5 el cual fue medido con un potenciometro de pH y se desempefidé a condiciones
anaerobicas, es decir, en ausencia de oxigeno ya que éste fue desplazado por el burbujeo de
N2 y CO, durante 10 minutos.
En la cAmara catodica no se afiadio indculo de bacterias sino 10 ml de solucion férrica (o
solucidn cuprica), se trabajo a temperatura ambiente alrededor de 23 y 25 °C, a pH 3.6 el
cual fue medido con un potenciémetro de pH y se desempefié a condiciones aerdbicas, es

decir, en presencia de oxigeno.

% Las tres Celdas de Combustible Control (CCC) analizadas trabajaron bajo las
siguientes condiciones:

En la cdmara anddica no se agregd inoculo de bacterias sino se afiadio 10 ml de medio
tiosulfato (o 10 ml de medio tiosulfato y solucién ferrosa), en cuanto a temperatura: 23 —
25°C, pH: 3.5, condiciones anaerdbicas y composicién quimica permanece igual a un
anodo de la CCM.
En la cAmara catodica no se afiadio indculo de bacterias sino 10 ml de solucion férrica (o
solucion cuprica), se trabajo a temperatura ambiente alrededor de 23 y 25 °C, a pH 3.6 el
cual fue medido con un potenciometro de pH y se desempefié a condiciones aerobicas, es

decir, en presencia de oxigeno.
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5.14.3. Experimentacion en la Celda Electrolitica (CE)
para analisis electroquimico

Se instal6 dos celdas de vidrio de una sola cdmara para andlisis electroquimico: una celda
electrolitica con in6culo de bacterias acidofilas Acidithiobacillus ferrooxidans (no se
empled un método para contarlas) y otra sin inoculo de bacterias.

La CE con bacterias fue llenada con 18 ml de medio tiosulfato, 18 ml solucién férrica 'y 4
ml de indculo de bacterias Acidithiobacillus ferrooxidans. En la CE control se introdujo 20
ml de medio tiosulfato y 20 ml solucion férrica.

Ambas celdas electroliticas para analisis electroquimico presentaron la configuracion de
tres electrodos: electrodo de referencia, contraelectrodo de carbdn y electrodo de trabajo
(fieltro de carbono). Se procedié a burbujear N, y CO, (80% nitrogeno y 20% de didxido
de carbono) durante 10 minutos para generar la anaerobiosis y se sellaron los orificios con
plastifilm. Los terminales de los tres electrodos utilizados fueron conectados a un
potenciostato Model 273A Potentiostat/Galvanostat - Princeton Applied Research para la
medicién de la cronoamperometria. Se midié a temperatura ambiente y procedi6 a aplicar

un potencial de 440 mV constante durante 1 hora.

5.14.4. Condiciones de trabajo, composicion quimica y
caracteristicas en la Celda Electrolitica (CE) para analisis

electroquimico

+ La Celda Electrolitica (CE) analizada se trabajo bajo las siguientes condiciones:

En la CE con bacterias: Se coloc6 18 ml de medio tiosulfato, 18 ml solucion férricay 4 ml
de in6culo de bacterias acidofilas Acidithiobacillus ferrooxidans (no se empled un método
para contarlas), pH 3.5, temperatura ambiente 23 — 25 °C y se desempefio a condiciones
anaerobias, es decir, en ausencia de oxigeno ya que éste fue desplazado por el burbujeo de
N, y CO, durante 10 minutos.

En la CE control: Se empled las mismas condiciones de la CE con bacterias a diferencia
que esta celda no se inocul6 bacterias. En este caso se afiadié 20 ml de medio tiosulfato y

20 ml solucioén férrica.
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5.1.45. Material de trabajo

Se dispuso un total de 16 muestras de la camara anodica y catodica — compartimentos de la
Celda de Combustible Microbiana (ver ANEXO 7, pagina 126) (CCM 1, CCM 2, CCM 3)
y Celda de Combustible Control (ver ANEXO 7, pagina 126) (CCC 1, CCC 2, CCC 3), 1
muestra de la Celda Electrolitica (ver Figura 7) (CE) para andlisis electroquimico donde se
realiz6 la cronoamperometria, y los datos de voltaje (mV) de la CCM y CCC.

Las muestras fueron los componentes quimicos presentes en cada uno de los

compartimentos al final de la reaccion de celdas de combustible y celda electrolitica.

» CCM 1y CCC 1: Medio tiosulfato (cAmara anddica) y solucion férrica

(cAmara catddica)

El medio tiosulfato y solucién férrica (Tablas 4 y 5) es la composicion quimica en la
camara anodica y catddica respectivamente de la CCM 1y CCC 1 los cuales méas adelante

seran considerados como muestras.

La experimentacion en las celdas de dos camaras durd un total de 475 horas dividiéndose

en dos etapas.

Etapa A: El tiempo de reaccion para esta etapa se experiment6 desde las 209 horas hasta
las 307 horas. Al tiempo 209 horas se ingresdé 2 ml adicionales solucion férrica sélo a las
camaras catddicas. Finalizada la reaccion quimica de oxido reduccion a las 307 horas se
realizé el andlisis cualitativo y cuantitativo a cada uno de los compartimentos de la celda de

combustible microbiana y celda de combustible control.

En la Tabla 4 se detalla la composicién quimica inicial del &nodo y catodo enla CCM 1y
CCC 1. En el &nodo de la CCM 1 se colocé 5ml de medio tiosulfato y 5ml de in6culo de
bacterias y en el catodo, 10 ml de solucién féerrica; mientras que en el &nodo de la CCC se

afiadié 10 ml del medio tiosulfato y en el catodo 10 ml de solucion férrica.
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Tabla 4. Composicion quimica inicial en laCCM 1y CCC 1 — Etapa A.

Cémara anddica: Medio tiosulfato (g/l) Céamara catodica: Solucion férrica (g/l)

Na,S,04.5H,0 = 5 g
(NH,),SO, = 0.4 g
MgS0,.7H,0 = 0.4 g
KH,PO, =05 g

Fez(SO4)3 =6.92 g
(NH4)2SO4 =1.33 g
MgS0,.7H,0 = 0.53 g

TSB=0.25¢
ET=1ml ET=1ml
PH =35 pH =36

ET: Elementos traza, TSB: Tripticase Soy Broth (Caldo de soya tripticasa)

Etapa B: El tiempo de reaccion para esta etapa se experimentd desde las 308 horas hasta
las 475 horas. Al tiempo 308 horas se ingres6 2 ml adicionales de medio tiosulfato s6lo a
las cdmaras anodicas. Finalizada la reaccion quimica al cabo de 475 horas se realizo el

analisis cualitativo y cuantitativo a cada uno de los compartimentos de la celda de

combustible microbiana y celda de combustible control.

En la Tabla 5 se detalla la composicién quimica inicial del anodo y catodo en la CCM 1y

CCC1.

Tabla 5. Composicion quimica en laCCM 1y CCC 1 — Etapa B.

Cémara anddica: Medio tiosulfato (g/1) Camara catodica: Solucion férrica (g/l)

Na,S,03.5H,0 = 5¢g
(NH,),S0,=0.57¢g
MgS0,.7H,0=0.535 g
KH,PO,=0.655¢g

FeZ(SO4)3 =6.92 g
(NH4)2$O4 =1.33 g
MgS0,.7H,0 = 0.53 g

TSB=0.25¢
ET=125ml ET o1 mi
pH =35 pH = 3.6

ET: Elementos traza, TSB: Tripticase Soy Broth (Caldo de soya tripticasa)
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» CCM 2y CCC 2: Medio tiosulfato (camara anddica) solucién cuprica

(cAmara catodica)

El medio tiosulfato y solucidn clprica es la composicion quimica de la camara anddica y
catddica en la CCM 2 y CCC 2 los cuales mas adelante seran considerados como muestras.
Finalizada la reaccion quimica al cabo de 183 horas se realizé el analisis cualitativo y
cuantitativo a cada uno de los compartimentos de la celda de combustible microbiana y

celda de combustible control.

En la Tabla 6 se detalla la composicién quimica inicial del &nodo y catodo en la CCM 2 y
CCC 2. En el danodo de la CCM 2 se colocd 5ml de medio tiosulfato y 5ml de indculo de
bacterias y en el catodo, 10 ml de solucion clprica; mientras que en el &nodo de la CCC se

afiadié 10 ml del medio tiosulfato y en el catodo 10 ml de solucion clprica.

Tabla 6. Composicion quimica inicial en la CCM 2 y CCC 2.

Camara anédica: Medio tiosulfato Camara catodica: Solucién cuprica
(9/) (9/)
Na,S,03.5H,0 =5 g CuS0,.5H,0 = 1 g

(NH4)2504 =0.42 g
KH2PO4 =0.516 g

(NH4)2$O4 =1.33 g
MgS0,.7H,0 = 0.53 g

TSB=0.25¢
ET=1ml ET=1ml
pH =35 pH =36

ET: Elementos traza, TSB: Tripticase Soy Broth (Caldo de soya tripticasa)

» CCM 3y CCC 3: Medio tiosulfato y solucion ferrosa (cAmara anodica) y

solucion ferrica (caAmara catddica)

La composicion quimica inicial en la cAmara anddica y catddica en la CCM 3y CCC 3 se
muestra en la Tabla 7. En el &nodo de la CCM 3 se colocd 5ml de medio tiosulfato y

solucion ferrosa con 5ml de indculo de bacterias, y en el catodo, 10 ml de solucion férrica;
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mientras que en el &nodo de la CCC se afiadi6 10 ml del medio tiosulfato y solucion

ferrosa, y en el cadtodo 10 ml de solucidn férrica.

Finalizada la reaccion quimica al cabo de 145 horas se realizo el anélisis cualitativo y
cuantitativo a cada uno de los compartimentos de la celda de combustible microbiana y

celda de combustible control.

Tabla 7. Composicion quimica inicial en la CCM 3y CCC 3.

Cémara anddica: Medio tiosulfato y solucion Camara catodica: Solucidn férrica
ferrosa (9/l)
(9/1)
Na,S,03.5H,0 = Sg FeZ(SO4)3 =6.92 g
(NH,);S0, = 0.4 g MgSO0,.7H,0 = 0.53 g
MgSO,.7H,0 =049 TSB = 0.3125 g
KH,PO,=0.5g ET=1ml
ET=1ml DH = 356
pH =35

ET: Elementos traza, TSB: Tripticase Soy Broth (Caldo de soya tripticasa)

» CE: Medio tiosulfato y solucién férrica

La composicion quimica inicial del medio tiosulfato y solucion férrica se muestra al detalle
en la Tabla 8. Se introdujo 18 ml de medio tiosulfato, 18 ml solucion férrica y 4 ml de
indculo de bacterias acidéfilas Acidithiobacillus ferrooxidans (no se emple6 un método

para contarlas).

Finalizada la reaccion quimica al cabo de 1 hora se realiz6 el analisis cualitativo y

cuantitativo a los analitos presentes en la celda electrolitica.
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Tabla 8. Composicion quimica inicial de la CE.

Medio tiosulfato y solucién férrica

Medio tiosulfato (g/l) Solucién férrica (g/l)
Na,S,03.5H,0=5¢ Fe,(SO4);=6.92 g
(NH,),SO, = 0.456 g (NH4),S0,=1.33 g
MgSQO,.7H,0 =0.428 g MgSQO,.7H,0 = 0.53
KH,PO,=0.524 g TSB=0.25¢
ET=1ml ET=1ml
pH =35 pH =36

ET: Elementos traza, TSB: Tripticase Soy Broth (Caldo de soya tripticasa)

5.1.4.6. Andlisis cualitativo

Antes de proceder a realizar el andlisis cuantitativo en el anodo y catodo de la celda de
combustible microbiana CCM 1, CCM 2, CCM 3 con sus respectivos controles se llevo a
cabo el andlisis cualitativo. De igual manera se procedié analizar los iones presentes en la
celda electrolitica (CE).

Cada identificacién de iones por el andlisis cualitativo fue basada segun lo descrito por
Alexeiev, 1975.

e Descripcion del general de proceso
Las muestras colectadas (descritas en el apartado 5.1.4.5) se filtraron en caso de obtener
solidos en suspension, de lo contrario se procedio a trabajar sélo con el liquido. El solido se
uso para la extraccién de azufre elemental. La muestra liquida fue empleada para el analisis

cualitativo y cuantitativo el cual se describe a continuacion.
5.1.4.6.1. Identificacion de sulfuros

A dos gotas de muestra se afiadi6 una gota de nitroprusiato de sodio

(Na[Fe(CN)sNO].2H,0. La presencia de un color rojo — violeta indica una prueba positiva.
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5.1.4.6.2. ldentificacion de tiosulfatos
A dos gotas de muestra se adicion6 3 a 4 gotas de HCI 2N y se calentd hasta ligera
ebulliciéon. La formacion de un enturbiamiento blanco o amarillento (azufre) indica la
presencia de tiosulfatos.

5.1.4.6.3. ldentificacién de sulfitos y sulfatos
Como prueba confirmativa de tiosulfatos (segin el apartado 5.4.2), se prosiguid a la
identificacion de sulfitos y sulfatos. A dos gotas de muestra se afiadio solucion de SrCl, o
Sr(NOs), hasta precipitacion completa, y el precipitado formado se lavo varias veces con

agua destilada. El liquido turbio se separd en dos porciones:

» ldentificacién de sulfitos. A una porcidn se agreg6 2 o 3 gotas de solucion 2N de
HCI, y gota a gota solucion de yodo. Su decoloracion es indicio de la presencia de
sulfitos.

» ldentificacion de sulfatos. A la otra porcion se tratdé con dos gotas de solucion de

BaCl,.2H,0 y con un exceso de 2 N de HCI. Un precipitado blanco es indicio
positivo de la presencia de sulfatos.

5.1.4.6.4. Identificacién de hierro (1)
Dos gotas de muestra se trataron con una gota de NaOH 1M. En condiciones ordinarias, se

efectlia una oxidacion parcial, entonces la prueba positiva tiene un precipitado verde sucio.

Otra opcion: A dos gotas de muestra se colocéd una gota de ferricianuro de potasio

(Ks[Fe(CN)g]). La prueba positiva tiene un precipitado azul de Turnbull.

5.1.4.6.5. Identificacion de hierro (111)
A dos gotas de muestra se afiadié NaOH una gota de NaOH 1M. La prueba es positiva si da
un precipitado pardo — rojizo de hidréxido de hierro (111).
Otra opcidn: A dos gotas de muestra se afiadié una gota de tiocianato de potasio (KSCN).

La prueba positiva da una solucion color rojo sangre.
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5.1.4.6.6. Identificacion de cobre (1)
El ferrocianuro de potasio (Ks[Fe(CN)s]) a un pH < 7 forma con el Cu®* un precipitado
pardo rojizo de hexacianoferrato (I1) de cobre.

En un tubo de ensayo se colocé dos gotas de muestra y una gota de ferrocianuro de potasio.

5.14.7. Anélisis cuantitativo
Los materiales de laboratorio, reactivos, equipos e instrumentos son descritos
detalladamente en el ANEXO 1, pagina 95, y los procedimientos de las técnicas empleadas

en el analisis cuantitativo son descritos detalladamente en el ANEXO 2, pagina 97.
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6.1.

VI.RESULTADOS

ESTANDARIZACION DE LOS METODOS ANALITICOS

De la estandarizacion de los métodos analiticos se obtuvo que no existe diferencia
significativa en la repeticion de las concentraciones experimentales con respecto a las

concentraciones tedricas lo que mostro valor p > 0.01, al 90% de confianza.

El resultado del analisis estadistico de la estandarizacion a los métodos analiticos se
detalla en el ANEXO 3, pagina 101.

6.1.1. Hierro (1)

Los resultados correspondientes a la estandarizacion de hierro (I1) se muestran en la
Tabla 9 los cuales son expresados como concentracion en g/l. No hubo variacién entre

las repeticiones por lo que la desviacion estandar fue nula.

Tabla 9. Resultados de la estandarizacién de hierro (11) de concentraciones conocidas g/l.
C1 Cc2 C3 C4 C5
1.0108 1.8019 2.1974 2.4172 3.0325

C: concentracion experimental

Valor p (0.025) > 0.01, entonces se acepta la hipdtesis nula al 90% de confianza. Se
concluye que no existe diferencia significativa en la repetitividad de los resultados entre

las cinco concentraciones de Fe (I1).
6.1.2. Hierro total

Los resultados correspondientes a la estandarizacion de hierro total se muestran en la
Tabla 10 los cuales son expresados como concentracién en g/l. No hubo variacién entre

las repeticiones por lo que la desviacion estandar fue nula.
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Tabla 10. Resultados de la estandarizacion de hierro total de concentraciones conocidas g/l.
C1 C2 C3 C4 C5
0.5 1.5 35 5.0 6.5
C: concentracion experimental

Valor p (0.217) > 0.01, entonces se acepta la hipdtesis nula al 90% de confianza. Se
concluye que no existe diferencia significativa en la repetitividad de los resultados entre
las cinco concentraciones de Fe total.

6.1.3. Cobre (II)
Los resultados correspondientes a la estandarizacién de cobre (1) se muestran en la
Tabla 11 los cuales son expresados como concentracion en g/l + desviacion estandar.

No hubo variacion entre las repeticiones por lo que la desviacion estandar fue nula.

Tabla 11. Resultados de la estandarizacion de cobre (I1) a concentraciones conocidas g/l.
C1 c2 C3 C4 C5 C6

1.2591 1.5417 2.0300 2.5439 3.8158 5.877
C: concentracion experimental

Valor p (0.05) > 0.01, entonces se acepta la hipotesis nula al 90% de confianza. Se
concluye que no existe diferencia significativa en la repetitividad de los resultados entre
las cinco concentraciones de Cu (11).

6.1.4. Tiosulfatos
Los resultados correspondientes a la estandarizacidon de tiosulfatos se muestran en la

Tabla 12 los cuales son expresados como concentracion en g/l + desviacion estandar.

Tabla 12. Resultados de la estandarizacién de tiosulfato a concentraciones conocidas g/l.
C1 Cc2 C3 Cc4

1.74 +0.45 2.64 £0.06 3.52+0.05 5.84 + 0.05
C: concentracion experimental

Valor p (0.343) > 0.01, entonces se acepta la hipétesis nula al 90% de confianza. Se
concluye que no existe diferencia significativa en la repetitividad de los resultados entre
las cinco concentraciones de S,04%".
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6.1.5. Sulfatos

Los resultados correspondientes a la estandarizacion de sulfatos se muestran en la Tabla

13 los cuales son expresados como concentracion en g/l £ desviacion estandar.

Tabla 13. Resultados de la estandarizacion de sulfatos a concentraciones conocidas g/l.
C1 c2 C3 C4 C5

3.3843 £ 0.007 3.8497 £0.007 = 5.4978 £ 0.007 7.1484 £0.007 = 8.8048 +0.007
C: concentracion experimental

Valor p (0.056) > 0.01, entonces se acepta la hipotesis nula al 90% de confianza. Se

concluye que no existe diferencia significativa en la repetitividad de los resultados entre
las cinco concentraciones de SO4%.

6.1.6. Sulfitos

Los resultados correspondientes a la estandarizacion de sulfitos se muestran en la Tabla

14 los cuales son expresados como concentracion en g/l £ desviacion estandar.

Tabla 14. Resultados de la estandarizacion de sulfitos a concentraciones conocidas g/l.
C1 C2 C3 C4 C5

0.4770 £ 0.0561 0.9446 + 0.0620 1.4543 + 0.1369 1.9594 £ 0.0580  2.3475+ 0.0582
C: concentracion experimental

Valor p (0.013) > 0.01, entonces se acepta la hipdtesis nula al 90% de confianza. Se

concluye que no existe diferencia significativa en la repetitividad de los resultados entre
las cinco concentraciones de SO3%.

6.1.7. Azufre elemental
Los resultados correspondientes a la estandarizacién del azufre elemental (Tabla 15) no

hubo variacidn entre las repeticiones por lo que la desviacion estandar fue nula.

Tabla 15. Resultados de la estandarizacion de azufre elemental (S).

Masa de S (9) Masa de S extraido (g)
1.0223 0.9945
0.5593 0.5577
0.0557 0.0555
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Valor p (0.386) > 0.01, entonces se acepta la hipdtesis nula al 90% de confianza. Se
concluye que no existe diferencia significativa en la repetitividad de los resultados entre

las tres masas de S.

6.2. ESTANDARIZACION DE METODOS ANALITICOS EN MEDIO
TIOSULFATO

Los resultados revelaron gque la estandarizacion del medio tiosulfato no existe diferencia
significativa en la repeticion de las concentraciones experimentales al tiempo cero con
respecto a las concentraciones tedricas después de un dia, lo que mostré valor p > 0.01,

al 90% de confianza.
El resultado del andlisis estadistico se detalla en el ANEXO 4, pagina 108.

6.2.1. Tiosulfatos

Se evalu6 la técnica en medio tiosulfato en condiciones de esterilidad observada en la
Tabla 16. La determinacion de tiosulfato se realizd al tiempo cero (medio recién

preparado) y a las 24 horas.

Tabla 16. Determinacion de tiosulfato con medio tiosulfato no estéril.

Concentracion experimental

(C) de sulfatos t;=0h t,=24h
g/l
C1 1.39+0.07 1.20 +0.09
C2 2.56 + 0.07 Contaminada
C3 3.54+£0.05 3.54 + 0.04
C4 4.77 £ 0.06 4.27 + 0.05
C5 6.04 £ 0.17 4.97 £0.19

Se evalud la técnica en medio tiosulfato en condiciones de no esterilidad observada en
la Tabla 17. La determinacion de tiosulfato se realizd al tiempo cero (medio recién

preparado) y a las 24 horas.
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Tabla 17. Determinacion de tiosulfato con medio tiosulfato estéril.

Concentracion experimental (C)

de sulfatos t1=0h t2=24 h
g/l
C1 1.45+0.20 1.38+0.24
C2 2.30£0.06 2.33+£0.04
C3 3.65+0.11 3.07 £ 0.02
C4 4.92 +0.02 4.79 £0.08
C5 5.81 £ 0.03 5.83 £ 0.09

Se evaluo la técnica en medio tiosulfato con y sin elementos traza observada en la Tabla
18. La determinacion de tiosulfato se realiz6 al tiempo cero y a las 24 horas con la

concentracion de 5¢/1 de tiosulfato de sodio en medio tiosulfato estéril.

Tabla 18. Determinacién de tiosulfato 5g/l con medio tiosulfato estéril.

Tiempo (horas) Concentracion experimental Concentracion experimental
sulfatos con medio tiosulfato sulfatos con medio tiosulfato
conET SINET
g/l g/l
t,=0 5.81+0.03 6.34 £ 0.04
t,=24 5.83 £ 0.09 6.22+0.21

ET: elementos traza

6.3. TECNICAS CUALITATIVAS, CUANTITATIVAS Y ANALISIS DE
VOLTAJE A LA CELDA DE COMBUSTIBLE MICROBIANA DE DOS
CAMARAS

6.3.1. CCM 1: Medio tiosulfato (cAmara anodica) y solucion férrica (camara
catddica)

Etapa A: Los iones identificados cualiativamente en el anodo con bacterias, anodo control,
catodo y catodo control no mostraron diferencias por lo que los resultados se resumen en la
Tabla 19. En ambos anodos se encontré presencia de iones sulfatos, y en los catodos se

identificaron iones ferroso y férrico.
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Tabla 19. Pruebas cualitativas en cada una de las camaras de la CCM 1y CCC 1 — Etapa A.

INICIO FINAL

ANALITO Anodo Catodo Anodo Catodo
s? N T e — N D e —
S,03 Positivo ~ --mememeeeeee- Negativo ~ -------m-mme-
SO4 Positivo ~ -mmmmemeeeeee- Positivo ~ —-mmmeeemee-
SOz Negativo ~ --------mo-mom- Negativo ~ -------m-moe-

S 1O TY 111776 JO S Positivo

L — Negativo ~ -----------mmm- Positivo

En la Tabla 20 se muestran los resultados tedricos al inicio correspondiente a la
composicion quimica inicial en la CCM 1 (dnodo y catodo) y el andlisis cuantitativo
realizado al final de la reaccién en la CCM 1 — Etapa A donde se reveld la presencia de
sulfatos en el anodo; iones ferroso y férrico en el catodo. Los resultados en esta cAmara no

hubo variacién entre las repeticiones por lo que la desviacion estandar fue nula.

Tabla 20. Resultados cuantitativos en g/l de analitos presentes en la CCM 1 — Etapa A

INICIO FINAL
ANALITO Anodo Catodo Anodo Catodo

S,04" 72 - R R [V 0 J R ——
SO, 1:1: 7 4284023  -meeemmeeee-
e <005 -

=S [ — T E— 45

Fe | s | e | e 5.5

Fetotal = ------m-mmm- I 10

------- : analito ausente N.D.: No detectable

En la Tabla 21 se reportan los resultados tedricos al inicio, correspondiente a la
composicion quimica inicial en la CCC 1 (anodo y céatodo), y los resultados cuantitativos
realizados a la CCC 1 - Etapa A. Con estas pruebas se comprobd la produccién de sulfatos
un valor de 4.90 g/l en el &nodo. En cuanto a la produccion de azufre elemental, tanto en el

anodo con bacterias como anodo control se observo ligeramente solidos amarillos
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(caracteristico de azufre elemental) en suspension por lo que la extraccion de azufre fue
inferior a 0.05 g/l. En el catodo se cuantificé iones ferroso y férrico. Las determinaciones
en ésta camara no hubo variacion entre las repeticiones por lo que la desviacion estandar

fue nula.

Tabla 21. Resultados cuantitativos en g/l de analitos presentes en la CCC 1 — Etapa A.

INICIO FINAL
ANALITO Anodo Céatodo Anodo Céatodo

S,05” 721 J ND e
SO,~ 04682 - 490+£020  ------m-mee-
S s <005 -

S (I E— 45

Fe¥* | e | s | e 55

Fetotal ~  --------m--- 112 e 10

------- : analito ausente N.D.: No detectable

Etapa B: Los iones identificados cualitativamente en el anodo con bacterias, &nodo
control, catodo y catodo control no mostraron diferencias por lo que los resultados se
resumen en la Tabla 22. En ambos anodos hubo presencia de iones sulfatos, mas no de
iones tiosulfato lo que indicaria la oxidacion de este. Los sulfatos dieron un precipitado
blanco méas abundante que al inicio por lo que seria sefial de produccion de sulfatos a partir

de tiosulfato. En los catodos se identificaron iones ferroso y férrico.

Tabla 22. Pruebas cualitativas en la CCM 1y CCC 1 — Etapa B.

INICIO FINAL

ANALITO Anodo Céatodo Anodo Céatodo
S? Negativo ~ ---------m--em- Negativo | --------------
S,05 Positivo | -m--memeeeee- Negativo =~ ---------------
SO4 Positivo | --memmemee- Positivo  --mm--memeeee-
SOs3” Negativo ~  -------mm-mmme- Negativo =~ ---------------

S E— 1OTT 17177 N R Positivo

= Negativo ~ -----mmmmmmmme- Positivo
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El analisis cuantitativo a las muestras del &nodo con bacterias y catodo antes de iniciar y al
finalizar la reaccion (Tabla 23) revelaron la produccion de sulfatos un valor de 2.69 g/l,

menor cantidad con respecto al anodo control.

Tabla 23 Resultados cuantitativos en g/l de analitos presentes en la CCM 1 — Etapa B.

INICIO FINAL

ANALITO Anodo Catodo Anodo Céatodo
S,05 226 - ND -
SO, 475 - 269+0.09  ----memeeeee-
O e B <0.05 -

L 56 @ e 05+0

Fe* e e s 55+0

Fetotal ~  ------------ 56 - 60
——————— : analito ausente N.D.: No detectable

Con respecto a los analitos del catodo de la CCM 1y CCC 1 (Tabla 24) no mostraron
diferencias cuantitativas y tampoco hubo variacién entre las repeticiones por lo que la

desviacion estandar fue nula.

Tabla 24. Resultados cuantitativos en g/l de analitos presentes en la CCC 1- Etapa B.

INICIO FINAL

ANALITO Anodo Céatodo Anodo Catodo
S,05 226 | e ND | -
SO, 540 | emeeemeeeee- 328+0.35 -
o e B <005 | -

Fe* e 56 @ e 05+0

Fe* - 55+0

Fe total ~  --------mm-- 56 @ - 6+£0
——————— : analito ausente N.D.: No detectable

En base a la data de voltaje en funcion al tiempo de la celda con bacterias y celda control
(ANEXO 5, pagina 113) se esquematizo el Grafico 3 donde se observa que a las primeras
horas del ingreso de solucién catddica (Etapa A) se genera un incremento leve de voltaje a

diferencia cuando se ingresa medio tiosulfato sin bacterias en el anodo.
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Gréfico 3. Voltaje & Tiempo (209 — 475 horas) — Etapa A y B de una celda con bacterias y una celda control.

Anodo: medio tiosulfato y catodo: solucion férrica.

Se mostré6 un comportamiento similar al Grafico 3 cuando se esquematiz6 Densidad de

Potencia en funcion al tiempo (Grafico 4).
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Gréfico 4. Densidad de Potencia (DP) & Tiempo (209 — 475 horas) — Etapa A 'y B de una celda con bacterias

y una celda control. Anodo: medio tiosulfato y catodo: solucion férrica.

Se escogid un intervalo de tiempo donde aparece mayor estabilidad en cuanto a la densidad

de potencia y por consecuencia la energia generada resulta un valor positivo. El intervalo
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de tiempo para la Etapa A va desde las 213.49 horas hasta 216.49 horas tramo donde la
CCM produce densidad de potencia promedio es 4.77mW/m? a comparacion de la celda
control, 2.47mW/m?, ver Gréfico 5.
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Gréfico 5. Densidad de Potencia & Tiempo (213.49 — 216.49 horas) de una celda control y con bacterias en la

Etapa A. Anodo: medio tiosulfato y catodo: solucion férrica.

El intervalo de tiempo para la Etapa B va desde las 333.49 horas hasta 337 horas tramo
donde la CCM produce densidad de potencia promedio es 24.24mW/m? a comparacion de
la celda control, 3.41mW/m?, ver Gréfico 6.
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Gréfico 6. Densidad de Potencia & Tiempo (333 — 337 horas) de una celda control y con bacterias en la Etapa

B. Anodo: medio tiosulfato y catodo: solucion férrica.
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6.3.2. CCM 2: Medio tiosulfato (camara anddica) y solucién cuprica
(camara catodica)

Los iones identificados cualitativamente en el &nodo con bacterias, anodo control, catodo y
catodo control no mostraron diferencias por lo que los resultados se resumen en la Tabla
25. En ambos anodos hubo presencia de iones sulfatos, mas no de iones tiosulfato lo que
indicaria la oxidacién de este. Los sulfatos dieron un precipitado blanco mas abundante que
al inicio por lo que seria sefial de produccion de sulfatos a partir de tiosulfato. En los
catodos se identificaron iones ferroso y férrico.

Tabla 25. Pruebas cualitativas en la CCM 2y CCC 2.

INICIO FINAL
ANALITO Anodo Catodo Anodo Catodo
S* Negativo ~ -------mmmmem- Negativo | =---------mmmm-
S,05 Positivo | -mmeemeeee- Negativo ~ --=------------
SO4 Positivo | -mmemmeeeee- Positivo  --m-mememee-
SO;~ Negativo ~  ---------mmmee- Negativo ~ ---------mmmmm-
[ Gl —— 1o 11176 J Negativo

------- : analito ausente

En la Tabla 26 se muestran los resultados teoricos al inicio, correspondiente a la
composicion quimica inicial en la CCM 2 (anodo y céatodo), y el analisis cuantitativo
realizado al final de la reaccion en la CCM 2 donde se revelé un incremento en la
produccién de azufre elemental en el anodo con bacterias el cual se determind 10.37 g/l, y
< 0.005 g/l de cobre (I1) en el catodo.

Tabla 26. Resultados cuantitativos en g/l de analitos presentes en la CCM 2.

INICIO FINAL
ANALITO Anodo Céatodo Anodo Céatodo
S,05” 226 - ND e
SO, 049 | e 151+£013 -
S T 1037 e
[ e — 0.25
------- : analito ausente N.D.: No detectable
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Los resultados teoricos al inicio, correspondiente a la composicién quimica inicial en la
CCM 2 (&nodo y céatodo), y el analisis cuantitativo realizado al final de la reaccion en la
CCM 2 se reportan en la Tabla 27. En el anodo control se cuantificd 3.45 g/l de sulfatos y

en el catodo control < 0.005 g/l de cobre (I1).

Tabla 27. Resultados cuantitativos en g/l de analitos presentes en la CCC 2.

INICIO FINAL
ANALITO Anodo Céatodo Anodo Céatodo
S,03” 226 | - ND | -
SO, 049 e 1.74£0.05 = —eoomommeeen
S T 345 | e
(01— 025 | e e
——————— : analito ausente N.D.: No detectable

En base a la data de voltaje en funcion al tiempo de la celda con bacterias y celda control
(ANEXO 5, pagina 113) se esquematizo el Grafico 7 donde se observa un incremento de
voltaje de la celda con bacterias a las primeras horas de reaccién a diferencia del control.
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Gréfico 7. Voltaje & Tiempo (0 — 183.44 horas) de una celda con bacterias y una celda control. Anodo:

medio tiosulfato y catodo: solucion clprica.
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En la Gréafica 8 muestra la densidad de potencia a lo largo de las 183.44 horas de
funcionado la CCM vy celda control. En este caso se observa que a las primeras horas de
reaccion la CCM produce un incremento de DP a diferencia de la celda control. Se escogio
un intervalo de tiempo de 92.74 — 97.74 horas porgue hay cierta estabilidad de la sefial y la

energia generada del sistema sale positiva.
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Grafico 8. Densidad de Potencia & Tiempo (0 — 183.44 horas) de una celda con bacterias y una celda control.
Anodo: medio tiosulfato y catodo: solucion clprica.

En la Gréafica 9 se observa la densidad de potencia en funcién al intervalo de tiempo

escogido la cual DP Bacterias tiene una sefial por encima de DP Control.
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Grafico 9. Densidad de Potencia & Tiempo (92.74 — 97.74 horas) de una celda control y con bacterias.
Anodo: medio tiosulfato y catodo: solucién cuprica.
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6.3.3. CCM 3: Medio tiosulfato — ferroso (camara anddica) y solucion
férrica (cAmara catodica)

Se realiz6 el andlisis cualitativo al medio tiosulfato — solucién ferrosa y solucion férrica
componentes de la camara anddica y catddica respectivamente de la CCM 3y CCC 3.
La muestra de la CCCM 3 tuvo ligera coloracion lechosa a diferencia de la CCC 3 la cual

presentaba coloracion transparente con restos de sélidos blanquecinos.

En la Tabla 28 se muestra los resultados de las pruebas cualitativas realizadas a la CCM 3y
CCC 3 evidenciandose que al final de la reaccion 6xido reduccion se consume el ion

tiosulfato en el anodo y se oxida el ion ferroso a férrico; en el catodo hubo reduccién del
ion férrico a ion ferroso.

Tabla 28. Pruebas cualitativas en CCM 3y CCC 3.

INICIO FINAL

ANALITO Anodo Céatodo Anodo Catodo
S* Negativo ~ -------mmmeeee- Negativo | =------nmmmmmm-
S,05” Positivo | -m-mmemeeeee- Negativo ~  -----------mmo-
SO,” Positivo @ ----meeemeeeee- Positivo  ---m--meeeeee-
SO;~ Negativo ~  ---------mmmee- Negativo ~ ---------mmmmm-

=S [ — Positivo Positivo Positivo

Fe** Positivo Negativo Positivo Positivo

------- : analito ausente

En la Tabla 29 se muestran los resultados tedricos al inicio, correspondientes a la CCM 3
(dnodo y cétodo), y los resultados cuantitativos al final de la reaccion. Se reporta mayor

produccién de azufre elemental en la CCM 3 con respecto a su control.
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Tabla 29. Resultados cuantitativos en g/l de analitos presentes en la CCM 3.

INICIO FINAL

ANALITO Anodo Cétodo Anodo Catodo
S,04 -7/ R ——— ND -
SO4 1201 - 1091+0.23  ----meeeee-
S S [ — 057 | -

=SS [ ——— 5.6 05+0 05+0

Fe? 3 £< T [ — 55+0 55+0

Fe total 6.73 5.6 6.0+0 6.0+0

------- > analito ausente N.D.: No detectable

Los resultados cuantitativos realizadas a las CCC 3 se muestran en la Tabla 30. Las
concentraciones iniciales y finales con respecto al ion ferroso, férrico y hierro total no

muestran diferencia tanto para la CCM 3y CCC 3.

Tabla 30. Resultados cuantitativos en g/l de analitos presentes en la CCC 3.

INICIO FINAL

Analito Anodo Céatodo Anodo Catodo
S,05” 387 e ND e
SO, 1201 e ([0 S E—
S e ND e

e — 5.6 05+0 05+0

Fe®* A 55+0 55+0

Fe total 6.73 5.6 6.0+0 6.0 £0

------- : analito ausente N.D.: No detectable

En base a la data de voltaje en funcion al tiempo de la celda con bacterias y celda control
(ANEXO 5, pagina 113) se esquematizo el Grafico 10 donde se observa que a las primeras
horas de reaccion un incremento del voltaje para el control; sin embargo, a las 44 horas el

voltaje producido por las bacterias es constante en funcion al tiempo.
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Gréfico 10. Voltaje & Tiempo (0 — 145.81 horas) de una celda con bacterias y una celda control. Anodo:

medio tiosulfato — solucidn ferrosa y catodo: solucién férrica.

En la Gréfica 11 se compara las densidades de potencia generadas en una CCM vy celda
control cuya composicion en el anodo es el medio tiosulfato - ferroso y en el céatodo,
solucion férrica. La gréfica est4 en funcion al tiempo de reaccion en las celdas, un total de
145.81 horas. Se observa una ligera variacion cuando hay presencia de bacterias en el
anodo a diferencia de la celda control generando a las primeras horas una sefial mas
elevada; sin embargo, un intervalo de tiempo donde se aparece mayor estabilidad en cuanto
a la densidad de potencia y por consecuencia la energia generada resulta un valor positivo.
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Gréfico 11. Densidad de potencia & Tiempo (0 - 145.81 horas) de una celda con bacterias y una celda

control. Anodo: tiosulfato — ferroso y catodo: férrico.

Realizando la Gréafica 12 que esquematiza la densidad de en funcion al intervalo de tiempo
(44.82 — 51.82 horas) donde se observd cierta estabilidad nos resultdé que la sefial se
mantiene cuando hay presencia de bacterias a comparacion del control que la densidad de

potencia va disminuyendo.
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Grafico 12. Densidad de potencia & Tiempo (44.82 — 51.82 horas) de una celda con bacterias y una celda

control. Anodo: medio tiosulfato — solucion ferrosa y catodo: solucion férrica.
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6.4. ENERGIAS GENERADAS EN CELDAS DE COMBUSTIBLE
MICROBIANAS DE DOS CAMARAS

La Tabla 31 resume las energias generadas por las bacterias en una CCM en los tiempos
especificados en el apartado 5.1.4.5. La CCM 3 con 96.48 mJ produjo mayor energia
cuando la composicion en el anodo hubo medio tiosulfato y solucion ferrosa, mientras en el

catodo, solucién férrica.

Tabla 31. Resumen de la energia generada por las bacterias en una CCM.

COMPOSICION DE LA CCM Energia generada
CCM 1: Medio tiosulfato (anodo) y solucién férrica 1.13mJ
(catodo) Etapa A
CCM 1: Medio tiosulfato (anodo) y solucién férrica 71mJ
(catodo) Etapa B
CCM 2: Medio tiosulfato (anodo) y solucién clprica 4ml
(catodo)
CCM 3: Medio tiosulfato - solucién ferrosa (dnodo) y 96.48 mJ

solucién férrica (catodo)

6.5. EFICIENCIA COULOMBICA EN CELDAS DE COMBUSTIBLE
MICROBIANAS DE DOS CAMARAS

Se determino la eficiencia coulémbica a partir de las energias generadas entre la celda de
combustible microbiana y celda de combustible control generando mayor eficiencia
coulombica, 66.87 %, la CCM 3 en donde se afiadi6 hierro en la cdmara anddica,
seguidamente la CCM 1 etapa A, 4.77%, cuyo anodo se adiciond mas medio tiosulfato a

diferencia de la etapa B (Tabla 32).
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Tabla 32. Eficiencias Coulémbicas de una CCM de dos camaras en los medios analizados.

COMPOSICION DE LA CCM % EFICIENCIA
COULOMBICA
CCM 1: Medio tiosulfato (4nodo) y solucion 4.77
férrica (catodo) Etapa A
CCM 1: Medio tiosulfato (anodo) y solucion 0.83
férrica (catodo) Etapa B
CCM 2: Medio tiosulfato (anodo) y solucién 0.03
cUprica (catodo)
CCM 3: Medio tiosulfato - ferroso (4&nodo) y 66.87
solucion férrica (catodo)

6.6. TECNICAS CUALITATIVAS, CUANTITATIVAS Y ANALISIS DE
VOLTAJE A LA CELDA ELECTROLITICA PARA ANALISIS
ELECTROQUIMICO

6.6.1. Celda Electrolitica (CE) con bacterias: Medio tiosulfato y solucién

férrica

Antes de iniciar el analisis electroquimico en la CE con bacterias, hubo presencia de iones
sulfato, tiosulfato, férrico y ferroso en el medio tiosulfato y solucién férrica tal como se
muestra en la Tabla 33, mientras que al finalizar la cronoamperometria se determino la
presencia de los iones mencionados anteriormente a excepcion del tiosulfato. La muestra
tuvo apariencia lechosa amarillenta la cual fue filtrada para analizar los sélidos presentes y
el liquido resultante fue transparente. Este Gltimo se usé para los analisis cualitativos y

cuantitativos.
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Tabla 33. Resultados cualitativos antes y después de la cronoamperometria del medio tiosulfato y solucién

férrica de la CE con bacterias.

Analitos S,05” SO/~ SO5” Fe* Fe*
Inicial Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo
Final Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo

Al finalizar la reaccion quimica en la CE con bacterias se determiné cuantitativamente
sulfatos, hierro (I1), hierro (111) y la aparicion de azufre elemental con 0.3 g/l a diferencia de

la inicial. Los resultados en g/l se muestran en la Tabla 34.

Tabla 34. Resultados cuantitativos antes y después de la cronoamperometria del medio tiosulfato y solucién

ferrosa de la CE con bacterias.

Analitos S,05* SO,* S Fe® Fe®* Fe total
Inicial 2.26 194 | e 14 - 14
Final N.D 3.99 +£0.45 0.3 0660 084+0 15+0
——————— : analito ausente N.D.: No detectable

Los datos de amperaje (UA) y tiempo (s) resultantes de la cronoamperometria al medio
tiosulfato y solucion férrica, las cuales se evalué una en ausencia de bacterias y otro medio
en presencia de Acidithiobacillus ferrooxidans, se emplearon para realizar la Gréfica 16
correspondientes a la sefial de la técnica electroquimica mencionada. La
cronoamperometria en ausencia de bacterias (linea celeste) evidencia una sefial constante
por debajo de cero mientras que la cronoamperometria en presencia de bacterias (linea roja)

da una sefial electroquimica que se incrementa y hace constante en funcion del tiempo.
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Grafica 13. Cronoamperometria al medio tiosulfato y solucion férrica en ausencia y presencia de bacterias

(linea celeste: medio sin bacterias y linea roja: medio con bacterias).
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VII. DISCUSION

Existe una variedad de estudios sobre celdas de combustible microbiana; sin embargo, este
trabajo de investigacion corresponde a un trabajo experimental en CCM empleando sustrato

tiosulfato de sodio y Acidithiobacillus ferrooxidans como catalizador en la camara anodica.

Las soluciones acuosas de tiosulfato de sodio, es decir, disueltas en agua, son resistentes a

la oxidacion por aire, pero tienden a descomponerse para dar azufre e ion sulfito acido:
$,05” + H" = HSO3 + Sy

Siendo las variables que afectan a la estabilidad del tiosulfato de sodio la velocidad de
reaccion, el pH, la presencia de microorganismos, la concentracion de la solucion y la
exposicion de luz del sol. La velocidad de descomposicion de esta solucion aumenta
considerablemente a medida que se acidifica el medio (Skoog et al., 2005).

En el presente trabajo, debido a que el medio tiosulfato, de la cAmara anddica de una CCM,
fue preparado a condiciones acidas (pH = 3.5) y en presencia de bacterias ocurrié una
descomposicion hasta azufre elemental y sulfatos; sin embargo, en una CCC a pesar de la
ausencia de las bacterias el tiosulfato siguid siendo inestable por lo que genera también
sulfatos y azufre, en este caso se produjo concentraciones mayores de sulfatos a diferencia
del medio tiosulfato con bacterias, esto puede deberse a que la bacteria Acidithiobacillus
ferrooxidans metaboliza el tiosulfato siguiendo una via final hasta la produccion de azufre
elemental mediante reacciones bioldgicas, mientras que en una CCC seguiria una ruta por

oxidacion quimica.

Segun Skoog et al., 2005 la causa mas importante de inestabilidad del tiosulfato es debida a
la accién de microorganismos como las bacterias, en este caso Acidithiobacillus
ferrooxidans, que son capaces de metabolizar el ion tiosulfato convirtiéndolos a sulfatos,
sulfitos y azufre elemental. Hay otros factores que alteran la estabilidad de este ion como la
exposicion a la luz solar, en este caso se emplearon celdas de acrilico las cuales estuvieron

expuestos a luz.
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En este trabajo, con respecto a las pruebas cualitativas de la etapa A, enlaCCM 1y CCC 1
(Tablas 20) se obtuvo el mismo comportamiento para el anion tiosulfato en la camara
anodica ya que se consumid produciendo sulfatos. En la camara catodica hubo una
transformacion de iones ferrico a ferroso Comparando las pruebas cuantitativas en la CCM
1y CCC 1 (Tablas 20 y 21) se corroboré que hubo mayor produccién de sulfatos (4.90 g/l)
en la camara anddica control que la cdAmara anddica con bacterias (4.28 g/l).

En ambos &nodos se obtienen azufre elemental inferior a 0.05 g/l; sin embargo, es probable
que el azufre haya precipitado sobre el &nodo y adherido a las paredes de la camara, puesto
que, el tiosulfato de sodio en medios fuertemente acido se pone turbio casi de inmediato

como consecuencia de la precipitacion de azufre elemental (Skoog et al., 2005).

En las camaras catddicas se da la reduccion de hierro (I11) a hierro (II), al tratarse de
condiciones &cidas, lo cual facilita su disolucion. En ambas celdas se encontré 5.5 g/l de
ion ferroso y como hierro total 10 g/l, este resultado es coherente ya que en la etapa A se
afiaden 2 ml adicionales de solucion férrica en los catodos habiendo al inicio una

concentracion de 11.2 g/l.

El ingreso de iones hidrégeno a través de la membrana de intercambio de protones hacia la
camara catddica genera agua ya que se encuentra a condiciones aerdbicas. De acuerdo a la
literatura el O, y Fe** son los aceptores terminales de electrones que Acidithiobacillus
ferrooxidans es capaz de usar en su cadena respiratoria de electrones para sostener su

crecimiento bacteriano (Pronk et al., 1990; Rawlings, 2005).

Con respecto a la etapa B, las pruebas cualitativas en la CCM 1 y CCC 1 (Tabla 22)
muestran similitud en los resultados ya que hubo consumo de tiosulfatos en la camara
anodica y formacion de ion ferroso en la cdmara catodica de la CCM 1y CCC 1. En este
experimento se afiadio 2 ml adicionales de medio tiosulfato sin inoculo de bacterias en las
camaras anodicas dando como resultado produccién de sulfatos (Tablas 23 y 24); sin
embargo, los valores muestran mayor generacion de sulfatos (3.28 g/l) en la CCC 1 a
comparacion de la CCM 1 (2.69 g/l).
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Con respecto al Gréfico 4, se evidencia un incremento en la densidad de potencia en la
CCM 1 (DP bacterias) en comparacion con la densidad de potencia de la CCC 1 (DP
control), esto es probable por la accion de las bacterias sobre el sustrato tiosulfato de sodio

ya que sirve de combustible y lo metaboliza en sulfatos y azufre elemental (Arias, 2015).

En la etapa B con respecto a la etapa A, se evidencia altos valores de densidad de potencia
tanto para la celda control como para la celda microbiana, diferenciandose que este Gltima
cae lentamente y a partir de las 333 horas se observd predominancia de la DP bacterias
(Gréfica 6) con respecto al DP control. Este efecto es probable que ocurra por la adicion de
medio tiosulfato en el anodo, mejor respuesta generd la celda microbiana, observandose
una cierta estabilidad por lo que se evalud en el rango de tiempo de las 333 horas hasta las
337 horas.

Por otro lado, la energia generada por la CCM 1 de la etapa A fue de 1.13 mJ (Tabla 31)
mucho menor a la energia generada en la etapa B la cual fue de 71 mJ. Esto es posible
debido a que en la segunda etapa hubo mayor cantidad de sustrato (tiosulfato de sodio)
puesto que se afiadié 2 ml adicionales de medio tiosulfato en la cAmara anddica, mientras
que en la etapa A no se afiadié exceso en la camara anddica sino en la camara catddica. En
este caso hay una variacién directamente proporcional del sustrato anodico en funcién a la

energia generada en la celda de combustible microbiana.

Al finalizar el proceso de d6xido reduccion en la CCM 2 y CCC 2 se desarmaron las
camaras de las celdas y se retir6 todo el precipitado depositado en la camara anddica,
determinandose que era azufre elemental (Tablas 26 y 27). Se observa una ligera diferencia
en cuanto a la produccion de sulfatos a partir de tiosulfato; sin embargo, se genera tres
veces mas (10.37 g) de azufre elemental en la CCM 2. Estas diferencias significativas
pueden deberse a la capacidad de la Acidithiobacillus ferrooxidans de oxidar el tiosulfato
hasta azufre elemental. En la cAmara catddica no se detectd iones cuprico al final de la
reaccion aunque hubo un precipitado color blanco suspendido en el catodo lo que podria
indicar la reduccion del cobre (I1) a cobre (1), puesto que las sales de iones cuproso son
insolubles en soluciones acuosas; sin embargo, no se llegd a determinar porque no fue

considerado dentro de la estandarizacion de las técnicas.
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Cabe mencionar para la determinacion de azufre elemental en la CCM 1y CCM 3 con sus
respectivos controles no se considerd el precipitado depositado en las paredes ni en el
fondo de las celdas, y es muy probable que se haya producido en todas las celdas tal como
se verifico en los ensayos de tiosulfato de sodio con bacterias en frascos observandose la
turbidez y precipitacion de sélidos blanquecinos medio amarillentos lo cual indica la

presencia de azufre elemental.

Con respecto a las pruebas cualitativas de los compartimentos anddicos y catédicos de la
CCM 3y CCC 3 se reportaron (Tabla 28) el mismo comportamiento de los iones sulfatos,
férrico y ferroso, registrandose la conversion de tiosulfatos a sulfatos, y la oxidacion de ion
ferroso a férrico en la camara anddica. En la cdmara catddica se evidencid la reduccion del

ion férrico a ferroso.

En cuanto a los resultados cuantitativos, al comparar la CCM 3 (Tabla 29) y CCC 3 (Tabla
30) se observa una ligera diferencia en cuanto a la produccion de sulfatos a partir de
tiosulfato ya que las concentraciones de sulfatos al inicio y al final permanece
relativamente constante; sin embargo, ocurre paralelamente una oxidacién de hierro (11) los
cuales estarian actuando también como donadores de electrones (Kelly y Harrison, 1989).
La oxidacion bioldgica de los sustratos del medio, en este caso iones ferroso y tiosulfato
estarian siguiendo un mecanismo indirecto puesto que las bacterias oxidan el catién ferroso
soluble a cation férrico, que a su vez oxidaria quimicamente al tiosulfato de sodio
(Silverman et al, 2001; Zarate, 2015). En la CCM 3 se genera 0.57 g de azufre elemental
mientras que en el control no se detecto, esto es posible por la oxidacion bioldgica de las
cepas Acidithiobacillus ferrooxidans. Esta produccion de azufre por estas cepas es respalda
segun lo investigado por Bounds y Colmer, 1972. Las concentraciones de hierro (1), hierro
(1) y hierro total son idénticamente igual tanto en CCM 3 y CCC 3, al final de la reaccion
habia una ligera disminucion de la concentracion de ion ferroso y aumento de ion férrico en

el anodo.

La conversion de la reduccion del ion férrico a ferroso en la cdmara catodica se da a
concentraciones de 5.5 g/l tanto en la CCM 3 y CCC 3. La solubilidad de hierro en agua es

favorecida en soluciones acidas; sin embargo, el hierro (11l) es insoluble en dichas
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condiciones y es probable encontrarse precipitado de sales férricas sobre el catodo o en el
fondo del mismo (Aduvire, 2006).

Al comparar la densidad de potencia de la CCM 3 y CCC 3 (Gréfica 11) solo la DP
bacterias genera mayor potencia por unidad de superficie del anodo verificandose en el
intervalo de 44.82 a 51.82 horas (Grafica 12) es en este rango donde muestra mayor
estabilidad de la sefial. Esto se puede deber a la capacidad de las bacterias de metabolizar el
tiosulfato y por consecuencia generar valores altos de potencial.

Se obtuvo 96.48 mJ de energia generada en la CCM 3 (Tabla 31) durante 145 horas
atribuyendo este efecto porque es la Unica celda donde se afiadid hierro (11) como analito
adicional al medio tiosulfato de sodio. En este caso la adicion de sulfato ferroso
heptahidratrado en la camara anddica tuvo resultados positivos porque ha mejorado las

densidades de potencia en la CCM 3 durante el tiempo puesto en marcha (Wei et al., 2013).

Cabe resaltar que las tres graficas correspondientes a comparacion de densidad de potencia
de la CCM y CCC (Gréfica 4, 8 y 11), la primera presenta una fase de latencia o adaptacion
lo que significaria que en esa etapa el microorganismo logra sintetizar todos los sistemas
enzimaticos para activar su metabolismo de oxidacion de tiosulfato de sodio. Por otro lado,
los componentes del medio de cultivo aportan sulfato y tiosulfato garantizan fuentes de
energia suficientes para lograr la adapatacion del microorganismo (Zarate, 2015).

Tanto la CCM 3 y CCC 3 funcionaron a las mismas condiciones de temperatura, tiempo,
pH, ausencia de oxigeno (anodo) y concentracion de sustrato con la diferencia que en la
celda control el anodo no contenia bacterias, mientras que en la celda de combustible
microbiana si hubo presencia de bacterias. Desde el tiempo cero hasta las 44 horas se
observo un incremento en la densidad de potencia del control con respecto a la celda
microbiana. Estas diferencias en las densidades de potencia de las celdas se pueden deber a
que el inoculo de bacterias provenia de minerales de minas cuyas caracteristicas son
anaerdbicas y su habitat presenta condiciones acidas. Otro factor que puede afectar es que
el catodo funcioné en condiciones aerobicas permitiendo la reduccién del oxigeno hasta la

formacion de agua ya que se transportan los protones desde la camara anddica hasta el
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catodo a través de la membrana catiénica (Pronk et al., 1990; Rawlings, 2005). Adicional a
esto ocurre la reduccion de ion férrico en el catodo.

Hay limitada informacidn en base a los productos de oxidacion de materiales de azufre por
bacterias que oxidan compuestos reducidos inorganicos de azufre; sin embargo, los
investigadores Waksman y Starkey determinaron que el azufre y el tiosulfato llegan a
oxidarse completamente a sulfato por Thiobacillus thiooxidans, aunque algo de azufre
puede producirse a partir de tiosulfato y la vez produce reacciones secundarias debido a la

alta acidez que se desarrolla en el medio (Starkey, 1934).

Por otra parte, la adicidn de sulfato ferroso heptahidratado en la cdmara anddica de la CCM
3 generd un incremento en las densidades de potencia a comparacion de la CCM 1y CCM
2. Estudios han demostrado que la adicion de sulfato ferroso en el medio anddico ha
mejorado las densidades de potencia en la CCM (Wei et al., 2013).

El medio tiosulfato y solucién férrica (Tabla 8) fueron sometidos a una técnica de
electrolisis, llamada cronoamperometria la cual se realiz6 en ausencia y presencia de
bacterias Acidithiobacillus ferrooxidans donde se evidencid estabilidad en presencia de
cepas a diferencia cuando estaban ausentes en la CE con bacterias. Estos resultados
demostraron que en presencia de bacterias hubo una produccién de corriente eléctrica
mostrada en el Grafico 13 debido a las reacciones de 6xido reduccion acontecidas en la CE
con bacterias. Los resultados cualitativos del medio tiosulfato y solucion férrica en la CE
con bacterias mostrados en la Tabla 33 evidenci6 la conversion de tiosulfato en sulfatos y la
reduccion de ion férrico en ion ferroso dando positiva las reacciones de identificacion de
esos iones. En base a estos resultados se determind de forma cuantitativa (Tabla 34)
sulfatos, ion ferroso, hierro total e ion férrico. El precipitado lechoso amarillento en el
medio de tiosulfato y solucion férrica se cuantifico como azufre elemental dando 0.3 g/l. Se
obtuvo 0.84 g/l de ion ferroso habiéndose convertido mas de la mitad de la concentracion
de ion férrico, aunque cabe la posibilidad que el ion férrico se haya depositado en el
electrodo ya que estas cepas son capaces de oxidar y reducir el hierro a condiciones acidas
(Nieto, 2009). Con estos resultados corroboramos la 6xido reduccion de los iones tiosulfato

y férrico respectivamente imponiendo 440 mV a la CE.
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VIIl. CONCLUSIONES

e En general, de las tres CCM y CCC analizadas quimicamente, el mecanismo de
oxidacion de tiosulfatos conduce a la produccion de sulfatos y azufre elemental. En
la Etapa A de la CCM 1, sulfatos se produjo 4.28 g/l y en la CCC, 4.90 g/l de
sulfatos. En la Etapa B de la CCM 1, sulfatos se produjo 2.69 g/l y en la CCC, 3.28
g/l de sulfatos. En las celdas mencionadas se cuantifico azufre elemental inferior a
0.05 g/l. En la CCM 2, sulfatos se determiné 1.51 g/l y 3.45 g/l de azufre elemental,;
en la CCC, 1.74 g/l de sulfatos y 10.37 g/l de azufre elemental. En la CCM 3, se
cuantifico 10.91 g/l de sulfatos y 0.57 g/l de azufre elemental; en la CCC 3, 10.70
g/l de sulfatos e inferior a 0.05 g/l de azufre elemental.

e Los métodos analiticos estandarizados para analizar iones sulfatos, sulfitos,
tiosulfatos, ferrosos, hierro total y azufre elemental mostraron que no existe
diferencia significativa en la repetitividad entre las concentraciones experimentales
con respecto a las concentraciones teoricas (valor p > 0.01), por lo que se infiere
que fueron los adecuados para determinar los analitos presentes en los

compartimentos de la CCM y CCC.

e La estandarizacion de tiosulfato empleando nutrientes para bacterias acidofilas
como solvente permitié conocer la maxima concentracion a trabajar (5g/l) en la
CCM y CCC dando un valor p > 0.01.

e La determinacion de los analitos en la cdmara catddica con solucion férrica de las
CCM 1, CCC 1 (etapa B), CCM 3 y CCC 3 se obtuvo 0.5 g/l de hierro (111), 5.5 g/l
de hierro (I1) y 6 g/l de hierro total por lo que no se encontraron diferencias entre
ellas. En la CCM 1y CCC 1 (etapa A) se obtuvo 4.5 g/l de hierro (I11), 5.5 g/l de
hierro (11) y 10 g/l de hierro total.

e Es probable que la cdmara catddica con solucion cuprica de la CCM 2 y CCC 2

ocurra la reduccion de cobre (11) a ion cobre ().
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El uso de bacterias Acidithiobacillus ferrooxidans en la cAmara anddica de la CCM
1 promueve un incremento de densidad de potencia promedio de 4.77 mW/m?
(Etapa A) en 3 horas a diferencia de la ausencia de estas cepas en la CCC 1 en el
mismo tiempo, 2.47 mW/m?; en la Etapa B produjo un promedio de 24.24 mW/m

en 4 horas a diferencia de la ausencia de estas cepas en la CCC, 3.41 mW/m?.

Los analisis de voltaje en funcién a la densidad de potencias evaluadas en las tres
CCM con respecto a la CCC permitieron determinar la energia generada de los
cuales s6lo la CCM 3: medio tiosulfato - ferroso (dnodo) y solucion férrica (catodo)
generd mayor eficiencia coulémbica (66.87%) a comparacion de la CCM 1 (Etapa
A: 4.77% y Etapa B: 0.83%) y CCM 2 (0.03%).

Se demostro que la presencia de iones ferroso en la cdmara anodica contribuye a la
produccidn de energia (96.48 mJ) y, por ende, a la Eficiencia Coulémbica (66.87%)

tal como se registrd en la CCM 3.

La cronoamperometria con bacterias del medio tiosulfato y solucion férrica

demostro la presencia de microorganismos electrogénicos.
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IX. RECOMENDACIONES

= Continuar con la investigacion a nivel de laboratorio, esta vez aplicada a aguas
acidas de drenaje de mina.

= Emplear camaras con volumenes mas grandes que permitan una mejor
cuantificacion de los analitos producidos en el 6xido — reduccion de la celda de
combustible microbiana.

» Emplear instrumentacion mas exacta para identificar y cuantificar todos los analitos
presentes en cada compartimento de la celda de combustible microbiana.

= Estudiar el metabolismo microbiano a diferentes concentraciones de tiosulfato de la

bacteria acidofilas empleada en la celda de combustible microbiana.
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ANEXO 1. MATERIAL DE LABORATORIO, REACTIVOS, EQUIPOS E

INSTRUMENTOS
Material de laboratorio
Erlenmeyer 125 ml, 250 ml (] Pastilla magnética
Fiolas 25, 50, 100, 250 ml y 1 | (1 Propipeta
Vasos precipitados 50 y100 ml (1 Baguetas
Probeta 10, 25 y 100 ml (1 Embudo
Pipeta aforada 1, 2.2, 25 ml [0 Aro de metal
Pipetas graduadas 1, 5y 10 ml [0 Pinzas de metal
Bureta de 50 ml (1 Espatula
Soporte universal (1 Papel filtro andlisis cuantitativo
Nueces y pinzas 1246, 125 mm
Desecador
Reactivos

Agua destilada

Agua desionizada P.A

Cloruro de bario dihidratado — BaCl,.2H,0 P.A
Acido sulfurico ACS, 1SO, Reag. Ph Eur
Acido clorhidrico 37% ACS, 1SO, Reag. Ph Eur
Hidroxido de amonio concentrado ACS, ISO
Peroxido de hidrogeno P.A

Acido acético glacial P.A

Indicador difenilamina P.A

Indicador murexide P.A

Hidroxido de sodio P.A

Acido fosférico — HsPO4 85% P.A

Disulfuro de carbono — CS; (Scharlau, ACS)

Permanganato de potasio — KMnO,4 0.1 N (Merck) P.A
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Dicromato de potasio — K,Cr,07 0.1 N (Merck) P.A

Sulfato ferroso heptahidratado — FeSO,4.7H,0 (J. T. Baker) P.A
Sulfato férrico hidratado — Fe,(SO4)3.XH,0 (Himedia) P.A
Tiosulfato de potasio pentahidratado — Na,S,03.5H,0 (Merck) ACS, I1SO, Reag. Ph
Eur

Sulfato de cobre pentahidratado — CuSO,4.5H,0 (CDH) P.A
Estafio — Sn P.A

Yoduro de potasio — KI (Himedia) P.A

Yodato de potasio — KIO3; (Himedia) P.A

Tiocianato de amonio — NH;SCN (Himedia) P.A

Oxalato de sodio — Na,C,0,4 (Merck) P.A

Solucién de almidon (Himedia) P.A

Silica gel (CDH)

Equipos e instrumentos

Plancha eléctrica (Préactica)

Agitador magnético (Mistral)

Balanza analitica con cuatro decimales (Sartorius)
Balanza electrénica con dos decimales (Scout™ Pro)
Potenciémetro (Mettler Toledo Inlab® Expert Pro — ISM)
Estufa (Memmert)

Mufla (Vulcan™ A — 550)

Campana extractora de gases (Fisher Hamilton)
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ANEXO 2. PROCEDIMIENTOS DE LAS TECNICAS ANALITICAS EN
LAS CELDAS DE COMBUSTIBLE MCROBIANA (CCM) Y CELDA DE
COMBUSTIBE CONTROL (CCC)

1. Determinacién permanganimétrica de hierro (I1) por el método Zimmermann —
Reinhard (Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 1998)

Se coloc6 1 ml de muestra en un matraz, se afiadié 1 gota de SnCl, 20%, HgCl, hasta formacion de
precipitado, 1 ml de soluciéon manganoso fosforica, y se valor6 con KMnO,4 0.1 N hasta ligera

coloracion rosada permanente. El ensayo se realizo por triplicado.

g/l Fe = 56 x (V x N) KMnO, x 1000

Vmuestra

Donde:
V = volumen (ml) de KMnQO,
N = normalidad (N) de KMnQO,

Vmuestra = volumen (ml) de la muestra

2. Determinacién de hierro total: Titulacion con dicromato de potasio (Standard Methods

for the Examination of Water and Wastewater, 1998)

Se coloco 1 ml de muestra en un matraz, 1 ml de acido clorhidrico concentrado, se tap6 y calent6 en
la plancha hasta ebullicion, se afiadio solucion de SnCl, 20% hasta de colorar el hierro. Se lavé con
agua la tapa y las paredes del matraz. Se afiadié 2 ml de HgCl, y 2 ml de solucion H,SO,:H;PO,
(1:1) més 3 gotas del indicador difenilamina. Se titulé con la solucion K,Cr,0; 0.1 N hasta

coloracion azul o violeta verdosa persistente. El ensayo se realiz6 por triplicado.

o/l Fe total = VK,Cr,0O; x 0.01 x 1000

Vmuestra

Donde:
VK,Cr,0O; = volumen (ml) de dicromato de potasio

Vmuestra = volumen (ml) de nuestra
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3. Determinacion de hierro (111)

[Fe (111)] = [Fe total] — [Fe (11)]
Donde:
[Fe (11)] = concentracion (g/l) de hierro (11)
[Fe total] = concentracion (g/l) de hierro total
[Fe (111)] = concentracidn (g/l) de hierro (111)

4. Determinacion lodométrica de cobre (Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater, 1998)

En un matraz de 125 ml se afiadié 1 ml de muestra con 0.2 ml de &cido acético glacial.

Se afiadi6 0.2 g Kl disueltos en 5 ml de agua destilada. Se cubri6 el matraz con una luna de reloj y
se dejé reposar por dos minutos. Luego se procedidé a valorar con Na,S,0; 0.1N hasta un color
amarillo claro. Se agreg6 1 ml de almidon y se continud titulando hasta que el color vire hacia azul
claro, en dicho momento se adicion6 0.08 g de tiocianato de amonio pulverizado y finalmente se

titula hasta la desaparicion total del color azul. El ensayo se realiz6 por triplicado.

o/l Cu=63.5x (V x N) Na,S,03; x 1000

Vmuestra

Donde:
V = volumen (ml) de Na,S,0;
N = normalidad (N) de Na,S,03

Vmuestra = volumen (ml) de la muestra

5. Determinacion de azufre elemental: Extraccion y determinacion cuantitativa de azufre
elemental — Método 8.5 (Propuesta de Reglamento del Parlamento europeo y del consejo

relativo a los abonos, 2001)

La muestra solida (libre de impurezas solubles en agua) se depositd en el cartucho de papel filtro y
se colocd en la cAmara de extraccion del equipo Soxhlet. El balon se pesé con 3 perlas de vidrio, se
afiadio 100 ml de CS,y extrajo durante 4 — 5 horas. El solvente se recuperd por destilacion simple.

Se secd el matraz en una estufa a 90 ° C hasta peso constante, y mediante una diferencia de pesos
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entre el balon y el residuo se obtuvo el azufre extraido. Se realizd una medicion por cada camara

anddica.

g/l S = MSextraida x 1000
Vmuestra
Donde:
Vmuestra = volumen (ml) de la muestra

MSextraida = masa (g) de azufre extraida

6. Determinacion de sulfatos en minerales: Método gravimétrico (Jeffery G. et al., 1989)

Se colocd 1 ml de muestra en un vaso de 50 ml y afiadié 1 ml de solucién BaCl,.2H,0, se diluy6
con 20 ml de agua destilada, se procedié a calentar por 1 hora. Se filtré en papel sin cenizas y lavé
con agua destilada caliente. Se afiadio al filtrado 2 gotas de AgNO3 0.1 N para descartar la presencia
de cloro. En una capsula de porcelana, previamente pesada, se introdujo el papel filtro doblado y
seco. Se calcino la capsula por media hora en mechero Bunsen. Luego se dejé por dos horas en la

mufla a 900°C. Se obtuvo cenizas blancas de BaSO,, El ensayo se realizé por triplicado.

g/l SO,% = Mcenizas x (96.06/233.43) x 1000

Vmuestra

Donde:
Mcenizas = masa (g) de BaSO,

Vmuestra = volumen (ml) de la muestra

7. Determinacion de sulfitos: Método gravimétrico Método gravimétrico (Jeffery G. et al.,
1989)

Se colocd 1 ml de muestra en un vaso de 50 ml en bafio maria. Se afiadié 1 ml de solucién de
peréxido de hidrogeno amoniacal en exceso. Se diluyd con 10 ml de agua destilada y adicion6 1 ml
de BaCl,.2H,0 al 5% con agitacion constante. Se dejé calentar a temperatura aproximada de 70 °C
por 30 minutos. Luego se filtr6 por gravedad en caliente y usé papel Whatman 42, sin cenizas, se
enjuagd el precipitado con agua caliente 5-6 veces. Se realizd la verificacion de sales de plata
afiadiendo nitrato de plata.

En una cépsula de porcelana, previamente pesada, se introdujo el papel filtro doblado y seco. Se

calcind la capsula por media hora en mechero Bunsen. Luego se dejo por dos horas en la mufla a
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900°C. Se obtuvieron cenizas blancas, El ensayo se realiz6 por duplicado. Los célculos de g/l de
sulfitos se realizan tal cual la férmula de g/l de sulfatos puesto que la muestra se oxido hasta
sulfatos.

8. Determinacion de tiosulfatos: Método gravimétrico Método gravimétrico (Jeffery G. et
al., 1989)

Se colocd 1 ml de muestra en un vaso de 50 ml en bafio maria. Se afiadié 1 ml de una solucion de
peréxido de hidrogeno amoniacal en exceso. Se diluyd con 10 ml de agua destilada y adicion6 1 ml
de BaCl,.2H,0 al 5% con agitacion constante. Se dejé calentar a temperatura aproximada de 70 °C
por 30 minutos. Luego se filtro por gravedad en caliente y usé papel Whatman 42, sin cenizas, se
enjuagb el precipitado con agua caliente 5-6 veces. Se realizd la verificacion de sales de plata
afiadiendo nitrato de plata.

En una cépsula de porcelana, previamente pesada, se introdujo el papel filtro doblado y seco. Se
calciné la capsula por media hora en mechero Bunsen. Luego se dejo por dos horas en la mufla a
900°C. Se obtuvieron cenizas blancas de BaSO, El ensayo se realiz6 por duplicado. Los célculos
de g/l de sulfitos se realizan tal cual la férmula de g/l de sulfatos puesto que la muestra se oxid6

hasta sulfatos.
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ANEXO 3. ANALISIS ESTADISTICO DE LA ESTANDARIZACION DE

METODOS ANALITICOS EN SOLUCIONES ACUOSAS

Analisis estadistico: T pareada. Para la estandarizacién de la técnica se procedid a emplear el

programa estadistico Minitab 18.

1. Hierro (1)

H,: Con la estandarizacion de la técnica, no existe diferencia significativa en la repetitividad de los
resultados entre las cinco concentraciones experimentales de Fe (II) con respecto a las

concentraciones tedricas.

Hi: Con la estandarizacion de la técnica, existe diferencia significativa en la repetitividad de los
resultados entre las cinco concentraciones experimentales de Fe (II) con respecto a las

concentraciones teodricas.

Estadisticas descriptivas

Error

estandar

de la

Muestra N Media Desv.Est. media

Cexp.Fe(ll) 5 2092 0751  0.336
CtedricaFe (I) 5 2.109 0749 0335

Estimacién de la diferencia pareada

Error
estandar de  IC de 90% para la
Media  Desv.Est. la media diferencia_p

-0.01722  0.01098 0.00491  (-0.02769, -0.00675)
diferencia_p: media de (C exp. Fe (l1) - C tedrica Fe (1))

Prueba
Hipotesis nula Ho: diferencia p=10
Hipotesis alterna  H,: diferencia_p #0
Valor T Valorp
-3.51  0.025
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Valor p (0.025) > 0.01, entonces se acepta la hipotesis nula al 90% de confianza. Se concluye que
no existe diferencia significativa en la repetitividad de los resultados entre las cinco concentraciones
de Fe (I1).

2. Hierro total
H,: Con la estandarizacion de la técnica, no existe diferencia significativa en la repetitividad de los
resultados entre las cinco concentraciones experimentales de Fe total con respecto a las

concentraciones tedricas.

Hi: Con la estandarizacion de la técnica, existe diferencia significativa en la repetitividad de los
resultados entre las cinco concentraciones experimentales de Fe total con respecto a las

concentraciones tedricas.

Estadisticas descriptivas

Error

estandar

de la

Muestra N Media Desv.Est. media

C exp. Fe total 5 340 2.46 1.10
Cteorica Fetotal 5 3.33 2.43 1.09

Estimacién de la diferencia pareada

Error
estandar
de la IC de 90% para
Media Desv.Est. media la diferencia_p

0.0700 0.1068  0.0477 (-0.0318,0.1718)
diferencia_p: media de (C exp. Fe total - C tedrica Fe total)

Prueba
Hipotesisnula  H,: diferencia p=10
Hipotesis alterna  H,: diferencia_p #0
Valor T Valor p
1.47 0.217

Valor p (0.217) > 0.01, entonces se acepta la hipdtesis nula al 90% de confianza. Se concluye que
no existe diferencia significativa en la repetitividad de los resultados entre las cinco concentraciones
de Fe total.
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3. Cobre (I1)

H,: Con la estandarizacion de la técnica, no existe diferencia significativa en la repetitividad de los
resultados entre las seis concentraciones experimentales de Cu (Il) con respecto a las

concentraciones tedricas.

H;: Con la estandarizacion de la técnica, existe diferencia significativa en la repetitividad de los
resultados entre las seis concentraciones experimentales de Cu (Il) con respecto a las

concentraciones tedricas.

Estadisticas descriptivas

Error
estandar
dela
Muestra N Media Desv.Est. media

Cexp.Cu(ll) 6 2713 1.472 0.601
CtedricoCu(ll) 6 2.718 1.469 0.600

Estimacién de la diferencia pareada

Error
estandar de  I1C de 90% para la
Media  Desv.Est.  la media diferencia_p

-0.00498 0.00474 0.00193  (-0.00888, -0.00109)
diferencia_p: media de (C exp. Cu (Il) - C tedrico Cu (1))

Prueba
Hipotesisnula  Hy: diferencia p=10
Hipotesis alterna  H,: diferencia_p #0
Valor T Valor p
-2.58 0.050

Valor p (0.05) > 0.01, entonces se acepta la hipétesis nula al 90% de confianza. Se concluye que no
existe diferencia significativa en la repetitividad de los resultados entre las cinco concentraciones de
Cu (D).
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4. Sulfatos

H,: Con la estandarizacion de la técnica, no existe diferencia significativa en la repetitividad de los
resultados entre las cinco concentraciones experimentales de SO, con respecto a las

concentraciones teodricas.

H;: Con la estandarizacion de la técnica, existe diferencia significativa en la repetitividad de los
resultados entre las cinco concentraciones experimentales de SO, con respecto a las

concentraciones tedricas.

Estadisticas descriptivas

Error
estandar
de la
Muestra N Media Desv.Est. media
Cexp.SO42 5 574 2.27 1.01
Cte6ricaSO,2 5 5.76 2.28 1.02

Estimacién de la diferencia pareada

Error
estdndar de  IC de 90% para la
Media  Desv.Est.  la media diferencia_p

-0.02092 0.01756 0.00785 (-0.03766, -0.00418)
diferencia_p: media de (C exp. SO,*- C tedrica SO,%)

Prueba

Hipdtesis nula  Hy: diferencia p=10
Hipotesis alterna  H,: diferencia_p #0
Valor T Valor p
-2.66 0.056

Valor p (0.056) > 0.01, entonces se acepta la hipdtesis nula al 90% de confianza. Se concluye que
no existe diferencia significativa en la repetitividad de los resultados entre las cinco concentraciones
de SO~
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5. Sulfitos

H,: Con la estandarizacion de la técnica, no existe diferencia significativa en la repetitividad de los
resultados entre las cinco concentraciones experimentales de SOs;* con respecto a las

concentraciones teodricas.

H;: Con la estandarizacion de la técnica, existe diferencia significativa en la repetitividad de los
resultados entre las cinco concentraciones experimentales de SO con respecto a las

concentraciones tedricas.

Estadisticas descriptivas

Error
estandar
de la
Muestra N Media Desv.Est. media

Cexp.SO;> 5 1.436 0.753 0.337
CtedricaSOs> 5 2.302 1.208 0.540

Estimacién de la diferencia pareada

Error
estandar  IC de 90% para
de la la

Media Desv.Est. media diferencia_p

0866 0456 0204 (-1.300,-0.432)
diferencia_p: media de (C exp. SO3% - C teérica SO5?)

Prueba

Hipdtesis nula  Hy: diferencia p=10
Hipotesis alterna  H,: diferencia_p #0
Valor T Valor p
-4.25 0.013

Valor p (0.013) > 0.01, entonces se acepta la hip6tesis nula al 90% de confianza. Se concluye que

no existe diferencia significativa en la repetitividad de los resultados entre las cinco concentraciones

de SO42.
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6. Tiosulfatos

H,: Con la estandarizacion de la técnica, no existe diferencia significativa en la repetitividad de los
resultados entre las cuatro concentraciones experimentales de S,0:> con respecto a las

concentraciones teodricas.

H;: Con la estandarizacion de la técnica, existe diferencia significativa en la repetitividad de los
resultados entre las cuatro concentraciones experimentales de S,0:> con respecto a las

concentraciones tedricas.

Estadisticas descriptivas

Error
estandar
de la
Muestra N Media Desv.Est. media

Cexp.S;0° 4 3.435 1.760 0.880
Ctedrica S,05> 4 3.547 1.925 0.962

Estimacién de la diferencia pareada

Error
estandar IC de 90%
de la para la

Media Desv.Est. media diferencia_p

0112 0200 0100 (-0.348,0.123)
diferencia_p: media de (C exp. S,05% - C tedrica $,05%)

Prueba

Hipdtesis nula  Hy: diferencia p=10
Hipotesis alterna  H,: diferencia_p #0
Valor T Valorp
-1.12 0.343

Valor p (0.343) > 0.01, entonces se acepta la hipotesis nula al 90% de confianza. Se concluye que
no existe diferencia significativa en la repetitividad de los resultados entre las cinco concentraciones
de 82032_.
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7. Azufre elemental

H,: Con la estandarizacion de la técnica, no existe diferencia significativa en la repetitividad de los

resultados entre las masas de S tedrica con respecto a las masas de azufre extraidas.

H;: Con la estandarizacion de la técnica, existe diferencia significativa en la repetitividad de los

resultados entre las masas de S tedrica con respecto a las masas de azufre extraidas.

Estadisticas descriptivas

Error
estandar
dela
Muestra N Media Desv.Est. media

Cexp.S 3 0.546 0.483 0.279
C tedricaS 3 0.536 0.470 0.271

Estimacién de la diferencia pareada

Error
estandar de  IC de 90% para la
Media Desv.Est.  la media diferencia_p

0.00987 0.01555 0.00898  (-0.01634, 0.03608)
diferencia_p: media de (C exp. S - C tedrica S)

Prueba
Hipdtesis nula  Hy: diferencia_ =0
Hipotesis alterna  H,: diferencia_p #0
Valor T Valorp
1.10 0.386

Valor p (0.386) > 0.01, entonces se acepta la hipdtesis nula al 90% de confianza. Se concluye que

no existe diferencia significativa en la repetitividad de los resultados entre las tres masas de S.
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ANEXO 4. ANALISIS ESTADISTICO DE LA ESTANDARIZACION DE

TIOSULFATO EN NUTRIENTES PARA BACTERIAS ACIDAS

Se realiz6 la prueba t apareada para determinar si la media de una muestra difiere

significativamente de un valor especifico.

1. DETERMINACION DE TIOSULFATO CON MEDIO TK NO EESTERIL

t; =0 horas

H,: Con la estandarizacion de la técnica, no existe diferencia significativa en la repetitividad de los
resultados entre las cinco concentraciones experimentales de S,05 a tiempo cero con respecto a las

concentraciones tedricas.

H;: Con la estandarizacion de la técnica, existe diferencia significativa en la repetitividad de los
resultados entre las cuatro concentraciones experimentales de S,05> a tiempo cero con respecto a

las concentraciones tedricas.

Estadisticas descriptivas

Error
estandar
de la
Muestra N Media Desv.Est. media

C exp. 5 3.666 1.831 0.819
C te6rica 5 3.666 1.923 0.860

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar
de la IC de 90% para
Media Desv.Est. media la diferencia_p

0.0002 0.1288  0.0576 (-0.1226, 0.1230)
diferencia_p: media de (C exp. - C tedrica)

Prueba

Hipétesis nula  Hy: diferencia_pu =0

Hipotesis alterna  H,: diferencia_p #0
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Valor T Valor p
0.00 0.998

Valor p (0.998) > 0.01, entonces se acepta la hipotesis nula al 90% de confianza. Se concluye que
no existe diferencia significativa en la repetitividad de los resultados entre las cinco concentraciones

de S,045” a tiempo cero.

t, = 24 horas

H,: Con la estandarizacion de la técnica, no existe diferencia significativa en la repetitividad de los
resultados entre las cinco concentraciones experimentales de S,05” a las 24 horas con respecto a las

concentraciones tedricas.

Hi: Con la estandarizacion de la técnica, existe diferencia significativa en la repetitividad de los
resultados entre las cuatro concentraciones experimentales de S,0,” a las 24 horas con respecto a

las concentraciones tedricas.

Estadisticas descriptivas

Error
estandar
de la
Muestra N Media Desv.Est. media
C exp. 4 350 1.64 0.82
C tedrica 4 3.93 2.09 1.04

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar IC de 90%
de la para la

Media Desv.Est. media diferencia_p

-0.437 0.539 0.269 (-1.071, 0.196)
diferencia_p: media de (C exp. - C tebrica)

Prueba

Hipdtesis nula  Hy: diferencia =10

Hipotesis alterna  H,: diferencia_p #0
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Valor T Valor p
-1.62 0.203

Valor p (0.203) > 0.01, entonces se acepta la hipdtesis nula al 90% de confianza. Se concluye que
no existe diferencia significativa en la repetitividad de los resultados entre las cuatro

concentraciones (C2 contaminada) de S,05% a las 24 horas.

2. DETERMINACION DE TIOSULFATO CON MEDIO TK ESTERIL

t; =0 horas

H,: Con la estandarizacion de la técnica, no existe diferencia significativa en la repetitividad de los
resultados entre las cinco concentraciones experimentales de S,05* a tiempo cero con respecto a las
concentraciones tedricas.

H;: Con la estandarizacion de la técnica, existe diferencia significativa en la repetitividad de los
resultados entre las cuatro concentraciones experimentales de S,05> a tiempo cero con respecto a

las concentraciones tedricas.

Estadisticas descriptivas

Error
estandar
de la
Muestra N Media Desv.Est. media

C exp. 5 3.626 1.798 0.804
C tedrica 5 3.664 1.935 0.865

Estimacién de la diferencia pareada

Error
estandar
de la IC de 90% para
Media Desv.Est. media la diferencia_p

-0.0380  0.1979 0.0885 (-0.2267, 0.1506)
diferencia_p: media de (C exp. - C tedrica)

Prueba

Hipdtesis nula  Hy: diferencia_pu =0

Hipotesis alterna Hj: diferencia_pu #0
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Valor T Valor p
-0.43 0.689

Valor p (0.689) > 0.01, entonces se acepta la hipotesis nula al 90% de confianza. Se concluye que
no existe diferencia significativa en la repetitividad de los resultados entre las cinco concentraciones

de S,045” a tiempo cero.

t, = 24 horas

H,: Con la estandarizacion de la técnica, no existe diferencia significativa en la repetitividad de los
resultados entre las cinco concentraciones experimentales de S,05” a las 24 horas con respecto a las

concentraciones tedricas.

Hi: Con la estandarizacion de la técnica, existe diferencia significativa en la repetitividad de los
resultados entre las cuatro concentraciones experimentales de S,0,” a las 24 horas con respecto a

las concentraciones tedricas.

Estadisticas descriptivas

Error
estandar
de la
Muestra N Media Desv.Est. media

C exp. 5 3.480 1.812 0.811
C tedrica 5 3.664 1.935 0.865

Estimaciéon de la diferencia pareada

Error
estandar IC de 90%
de la para la

Media Desv.Est. media diferencia_p

-0.184  0.280 0.125  (-0.451, 0.083)
diferencia_p: media de (C exp. - C tedrica)

Prueba

Hipdtesis nula  Hy: diferencia_pu =0

Hipotesis alterna Hy: diferencia_pu #0
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Valor T Valor p
-1.47 0.216

Valor p (0.216) > 0.01, entonces se acepta la hipdtesis nula al 90% de confianza. Se concluye que
no existe diferencia significativa en la repetitividad de los resultados entre las cinco concentraciones
de S,05% a las 24 horas.
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ANEXO 5. MEDICIONES DE VOLTAIJE EN LA CCM Y CCC DE DOS CAMARAS

Tabla 35. Datos de potencial de celda en funcién al tiempo de la CCM 1 y CCC 1: medio tiosulfato (camara
anodica) y solucidn férrica (camara catédica).

Tiempo Voltaje Voltaje DP DP
CccM 1 ccci1 ccM 1 ccci1
(H) (%) (%) (mMW/m?) (mW/m?)
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.08 0.38 0.31 255.68 176.99
41.74 0.02 0.03 0.76 1.71
43.99 0.01 0.02 0.29 0.90
45.49 0.01 0.02 0.14 0.66
47.49 0.01 0.02 0.07 0.53
48.49 0.01 0.02 0.05 0.49
65.49 0.00 0.01 0.00 0.06
67.82 0.00 0.00 0.00 0.03
69.49 0.00 0.00 0.00 0.02
71.49 0.00 0.00 0.00 0.01
72.49 0.00 0.00 0.00 0.01
137.49 0.00 0.00 0.00 0.00
139.49 0.00 0.00 0.00 0.00
141.39 0.00 0.00 0.00 0.00
143.39 0.00 0.00 0.00 0.00
145.39 0.00 0.00 0.00 0.00
145.99 0.20 0.00 70.69 0.00
161.49 0.08 0.00 10.72 0.00
163.49 0.07 0.00 7.97 0.00
165.49 0.05 0.00 5.20 0.00
167.49 0.04 0.00 3.19 0.00
168.99 0.04 0.00 2.24 0.00
186.49 0.00 0.00 0.00 0.00
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188.49

190.49

192.49

193.49

209.49

211.49

213.49

215.49

216.49

233.99

235.99

237.99

239.99

240.99

241.99

306.99

308.99

311

313

333

334

335

336

337

355.25

357.25

358.25

359.25

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.06

0.05

0.05

0.01

0.01

0.01

0.01

0.00

0.00

0.00

0.00

0.22

0.20

0.12

0.12

0.12

0.11

0.11

0.05

0.05

0.04

0.04

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.04

0.04

0.03

0.01

0.01

0.01

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.24

0.22

0.05

0.05

0.04

0.04

0.04

0.02

0.02

0.02

0.02

114

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

5.99

4.55

3.76

0.16

0.10

0.07

0.05

0.04

0.03

0.00

0.00

85.85

69.49

26.44

25.06

24.26

23.09

22.32

5.26

3.86

3.25

3.13

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

2.75

2.53

2.14

0.11

0.08

0.06

0.04

0.04

0.03

0.00

0.00

100.41

84.05

4.67

3.70

3.24

2.82

2.60

0.84

0.76

0.70

0.68



360.25

361.25

380.5

381.5

382.5

383.5

384.5

385.5

403

404

405

449.5

452

453.25

454.25

471

473

475

0.04

0.04

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.02

0.02

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00
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2.79

2.34

0.20

0.20

0.20

0.19

0.19

0.18

0.08

0.08

0.08

0.01

0.01

0.01

0.01

0.00

0.00

0.00

0.64

0.60

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00



Tabla 36. Datos de potencial de celda en funcion al tiempo de la CCM 2 y CCC 2: medio tiosulfato (cAmara
anddica) y solucion clprica (camara catédica).

Tiempo Voltaje Voltaje DP DP
(H) CCM 2 CCC2 CCM 2 CCC?2
(V) (V) (mMW/m?) (mMW/m?)
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.38 0.03 0.02 1.42 0.95
1.24 0.05 0.03 4.69 2.02
3.24 0.04 0.03 3.42 1.30
47.24 0.03 0.03 1.38 2.20
48.24 0.03 0.03 1.14 2.04
49.24 0.02 0.03 0.86 1.67
50.24 0.02 0.03 1.04 1.80
51.24 0.02 0.03 1.09 1.80
52.24 0.02 0.03 1.04 1.78
92.74 0.03 0.02 1.23 0.69
94.74 0.02 0.02 0.98 0.70
95.74 0.02 0.02 0.91 0.50
96.74 0.02 0.02 0.99 0.45
97.74 0.02 0.01 1.03 0.40
115.24 0.01 0.01 0.31 0.08
117.24 0.01 0.01 0.29 0.09
119.24 0.01 0.01 0.26 0.10
121.24 0.01 0.01 0.18 0.10
139.24 0.01 0.01 0.07 0.07
142.34 0.01 0.01 0.08 0.08
143.34 0.01 0.01 0.07 0.07
144.34 0.01 0.00 0.05 0.04
145.34 0.01 0.01 0.06 0.07
156.74 0.00 0.01 0.04 0.05
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158.74

160.99

161.99

162.99

163.99

177.44

179.44

181.44

183.44

0.00

0.01

0.01

0.01

0.01

0.00

0.00

0.00

0.00

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.00

0.00

0.01

0.01
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0.04

0.05

0.05

0.05

0.06

0.03

0.03

0.04

0.04

0.05

0.06

0.06

0.06

0.07

0.04

0.04

0.05

0.05



Tabla 37. Datos de potencial de celda en funcion al tiempo de la CCM 3 y CCC 3: medio tiosulfato y
solucion ferrosa (camara anddica) y solucion férrica (camara catodica).

Tiempo Voltaje Voltaje DP DP
CCM 3 CCC3 CCM 3 CCC3
(H) (V) (V) (mwW/m?) (mwW/m?)
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.08 0.28 0.32 144.59 188.52
2.74 0.17 0.24 49.86 102.99
4.74 0.13 0.22 32.45 84.83
17.99 0.06 0.13 6.55 30.73
20.65 0.05 0.11 4.84 21.52
22.65 0.05 0.10 4.28 17.25
24.65 0.05 0.09 3.95 15.42
26.65 0.04 0.08 3.63 12.17
27.65 0.04 0.08 3.57 11.12
44.82 0.04 0.04 2.71 2.66
46.82 0.04 0.04 2.67 2.30
48.82 0.04 0.03 2.70 1.99
50.82 0.04 0.03 2.65 1.69
51.82 0.04 0.03 2.61 1.57
65.73 0.03 0.02 2.16 0.53
68.73 0.03 0.02 2.06 0.41
70.73 0.03 0.01 2.02 0.36
72.73 0.03 0.01 1.98 0.30
75.73 0.03 0.01 191 0.23
141.31 0.01 0.00 0.11 0.00
143.81 0.01 0.00 0.10 0.00
145.81 0.01 0.00 0.09 0.00
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ANEXO 6. CALCULOS DE DENSIDAD DE POTENCIA Y EFICIENCIA

COULOMBICA

En base a los datos de voltaje (mV) de las tres celdas de combustible microbiana (CCM 1,
CCM 2 y CCM 3) y celdas de combustible control (CCC 1, CCC 2 y CCC 3) se procedi6 a
calcular la densidad de potencia y eficiencia couldmbica detallados en los siguientes

apartados.

1. Densidad de Potencia (Buitron y Pérez, 2011)

El &nodo se conect6 al catodo mediante un alambre externo que contenia una resistencia. El
alambre anddico y catodico se une a un cocodrilo de tal manera que cerrd el circuito

conectados a un multimetro (ver ANEXO 8, pagina 130).
Tanto la celda de combustible microbiana y la celda control se corrieron en paralelo.

Se registrd los valores de voltaje en unidades de mV en funcién al tiempo en horas y se
procedid a ingresar los datos al programa de procesamiento Matlab. Se grafico voltaje (mV)
& tiempo (H) de las dos celdas. Se restd los valores de la gréafica de control a la de
bacterias, de tal manera se obtuvo el voltaje generado por las bacterias. A partir de estos

valores se calculd la densidad de potencia segun la férmula en la ecuacién 9, pagina 28).

Segun Raffo et al. (2007), se procedio a calcular el area bajo la curva con procedimientos
que convierten secciones entre puntos en trapezoides, teniendo como resultado el total de

energia generada por las bacterias en unidades de mW.H/m?

Considerando que el 4rea del electrodo es de 1cm? y 1W.H equivale a 3600 J, se obtuvo el

siguiente factor de conversién: 1 mwW.H/m? = 3600/10" J

Con ese factor de conversion se expreso la energia generada en unidades de mJ.
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2. Eficiencia Coulémbica

La eficiencia coulombica de la celda de combustible microbiana se determind en base a la
densidad de potencia calculada en ANEXO 7, pagina 121, cuyas unidades de DP en
mW.H/m? se igualé a la I’/R.A despejandose la intensidad de corriente (1). Teniendo en
cuenta que 1J = Kg.m%s?, 1W = J/s, Q = Kg.m?/A?s® se realizaron las conversiones
respectivas para hallar la intensidad de corriente. Se empled la férmula citada en la

ecuacion 13, pagina 30, para calcular la eficiencia coulombica.

Se calculé multiplicando la masa del sustrato (g/mol), la corriente (cabe resaltar la corriente
unidad de &rea del electrodo, mA/cm?) y el tiempo (H) dividido por el producto de la
constante de Faraday (C/mol €), electrones producidos por mol de sustrato (mol e/mol),

volumen de celda (I) y la diferencia de concentracion del sustrato (g/l).

La eficiencia coulombica al ser adimensional se eliminaron las unidades realizando
conversiones sencillas, esto es, al cociente anterior se multiplico por 1A x 3600s, y se
dividié 103 mA x.H (Logan, 2008; Pistonesi et al., 2010).
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ANEXO 7. DETERMINACION DE LA ENERGIA GENERADA EN CELDAS DE

COMBUSTIBLE MICROBIANA

CCM 1

- ETAPAA

Este experimento tuvo una duracion de 95 horas y un total de 200 muestras tomadas, las cuales se

observan en la siguiente grafica:

Grafica de voltaje medido
T T T

60

Control
Bacterias

Voltaje (mVDC)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tiempo (H)

Gréfico 14. Voltaje medido (mV) de la CCM 1 (bacterias) y CCC 1(control) en funcion al tiempo (H)
— Etapa A.

Se procedio a usar los puntos mapeados para calcular la diferencia de voltaje medido entre la celda

de estudio y la celda control:
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Grafica de voltaje medido
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Control
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Voltaje (mVDC)
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Tiempo (H)

Grafico 15. Ganancia de voltaje (mV) en la CCM 1 en funcion al tiempo (H) — Etapa A.

Con estos valores se calculé la densidad de potencia segun la formula citada en la ecuacion 9,
pagina 28. En la siguiente grafica se muestra la DP instantanea calculada:

. Grafica de densidad de potencia
- T T T T T T T
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Gréfico 16. Densidad de potencia (mMW/m?) de la CCM 1 en funcién al tiempo (H) — Etapa A.
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Se procedid a calcular el &rea bajo la curva con procedimientos que convierten secciones entre
puntos en trapezoides (Raffo, 2017), teniendo como resultado el total de energia generada por las

bacterias:

3.13 mW.H/m?

Considerando que el &rea del electrodo es de 1cm? y 1W.H equivale a 3600 J, se obtiene el siguiente

factor de conversion:

1 mW.H/m? = 3600/10" J

Con este factor de conversién podemos expresar la energia generada como: 1.13 mJ
- ETAPAB

Este experimento duré 170 horas y un total de 200 muestras tomadas, las cuales se observan en la

siguiente grafica:

Graéfica de voltaje medido
T T

250 T T T

Control
—— Baclerias

mVDC)

~ 100 1 =

e

Voltal

50 - =

50 | | | | | | | |
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tiempo (H)

Gréfico 17. Voltaje medido (mV) de la CCM 1 (bacterias) y CCC 1(control) en funcién al tiempo (H)
— Etapa B.

Se procede a usar los puntos mapeados para calcular la diferencia de voltaje medido entre la celda

de estudio y la celda de control:
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- Grafica de ganancia de voltaje
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Grafico 18. Ganancia de voltaje (mV) en la CCM 1 en funcion al tiempo (H) — Etapa B.

En la siguiente grafica se muestra la DP instantanea calculada:

- Gréfica de densidad de potencia
T T T T T T T
ol i
gl i
& 7+ i
£
=
= ]
@
Q
&
5 5[ 7
(=1
@
k=]
B 4T 1
k=]
W
c
& 3f J
2+ i
1F J
D 1 1 1 T L 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tiempo (H)

Grafico 19. Densidad de potencia (mW/m?) de la CCM 1 en funcién al tiempo (H) — Etapa B.
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Se procede a calcular el &rea bajo la curva con procedimientos que convierten secciones entre
puntos en trapezoides (Raffo, 2017), teniendo como resultado el total de energia generada por las
bacterias:

197.3 mW.H/m?

Considerando que el &rea del electrodo es de 1cm? y 1W.H equivale a 3600 J, se obtiene el siguiente

factor de conversion:

1 mW.H/m? = 3600/10" J

Con este factor de conversién podemos expresar la energia generada como: 71 mJ

CCM 2

Este experimento tiene una duracién de 180 horas y un total de 70 muestras tomadas, las cuales se

muestran en la siguiente gréafica:

Grafica de voltaje medido
60 T T T

Control
Bacterias

50 T

40 f- E

30 -

Voltaje (mVDC)

20 |- A

0 I I I I | I I | I
4] 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Tiempo (H)

Grafico 20. Voltaje medido (mV) de la CCM 2 (bacterias) y CCC 2 (control) en funcion al tiempo (H).

Se procede a usar los puntos mapeados para calcular la diferencia de voltaje medido entre la celda

de estudio y la celda de control:
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Gréfico 21. Ganancia de voltaje (mV) en la CCM 2 en funcidn al tiempo (H).

En la siguiente gréafica se muestra la DP instantanea calculada:
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Gréfico 22. Densidad de potencia (mW/m?) de la CCM 2 en funcién al tiempo (H).
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Se procede a calcular el area bajo la curva con procedimientos que convierten secciones entre

puntos en trapezoides (Raffo, 2017), teniendo como resultado el total de energia generada por las
bacterias:

11.1 mW.H/m?

Considerando que el &rea del electrodo es de 1cm? y 1W.H equivale a 3600 J, se obtiene el siguiente
factor de conversion:

1 mW.H/m?= 3600/10" J

Con este factor de conversién podemos expresar la energia generada como: 4 mJ

CCM 3

Durante este experimento se usaron dos celdas, una para ser usada de control y otra en la que se
introducen las bacterias estudiadas. En este caso la prueba durd 145 horas, en las que se tomaron un

total de 45 puntos. Se graficaron ambas tablas de mediciones usando el programa de procesamiento
Matlab:
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Grafico 23. Voltaje medido (mV) de la CCM 3 (bacterias) y CCC 3 (control) en funcién al tiempo (H).

Se puede notar que a las 45 horas la celda con bacterias superd en energia generada a la celda de
control.
127



Con ambas gréficas definidas se puede restar los valores de la grafica de control a la de bacterias,
asi obtenemos el voltaje generado por las bacterias estudiadas.
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Graéfico 24. Ganancia de voltaje (mV) en la CCM 2 en funcién al tiempo (H).

En la siguiente gréafica se muestra la DP instantanea calculada:
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Grafico 25. Densidad de potencia (mW/m?) de la CCM 3 en funcién al tiempo (H).
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Se procede a calcular el &rea bajo la curva con procedimientos que convierten secciones entre
puntos en trapezoides (Raffo, 2017), teniendo como resultado el total de energia generada por las
bacterias:

268 mW.H/m?

Considerando que el area del electrodo es de 1cm2 y 1W.H equivale a 3600 J, se obtiene el

siguiente factor de conversion:

1 mW.H/m? = 3600/10" J

Con este factor de conversion podemos expresar la energia generada como: 96.48 mJ
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ANEXO 8. FOTOS

Figura 12. Celda de combustible microbiana conectada a un multimetro.

Figura 13. Muestra de la CE: medio tiosulfato y solucién férrica.
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Figura 14. Anodo (izquierda) y catodo (derecha) de la CCM 2.

Figura 16. Muestras de laCCM 1y CCC 1.

Derecha: anodo y catodo de la CCM 1. Izquierda: anodo y catodo control.
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Figura 17. Muestras de la CCM 2 y CCC 2.
De izquierda a derecha: catodo, catodo control, &nodo y anodo control.

Figura 18. Muestras de laCCM 3y CCC 3.
De izquierda a derecha: catodo control, catodo, &nodo control y anodo.

Azufre

Figura 19. Residuos de azufre.
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