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GLOSARIO

ANODO: Electrodo negativo en el que ocurre la reaccion de oxidacion por pérdida de
electrones.

CALIBRACION: Proceso para asegurar que la sefial de la medicién dada por un equipo o
instrumento sea correcta y precisa.

CATODO: Electrodo positivo en el que ocurre la reaccion de reduccion por ganancia de
electrones.

CARGA ELECTRICA: Propiedad de la materia que se manifiesta mediante fuerzas de atraccion
y repulsion.

CELDAS DE COMBUSTIBLE MICROBIANAS: Dispositivo que utiliza microorganismos para
convertir la energia quimica contenida en la materia organica en energia eléctrica.

CICLO: Tiempo empleado por los microorganismos en la remocion de materia organica para la
generacion de energia.

CONDUCTOR: Material en el que existe un gran numero de cargas en su interior y estas se
mueven facilmente de un lugar a otro.

CORRIENTE ELECTRICA: Es la circulacién de la carga a través de un conductor.

CURVA DE CALIBRACION: Gréfica que indica la variacion de la sefial analitica respecto a la
cantidad de analito.

DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO (DQO): Es una medida de la cantidad de oxigeno
consumido por la porcién de materia organica existente en la muestra.

DESVIACION ESTANDAR: Representa la dispersion de la serie de medidas realizadas con
respecto a su valor medio.

ELECTRODO: Es un conductor eléctrico que puede estar en contacto con un liquido o gas.
Sistema fisico en el que se produce una reaccion redox.

INOCULO: Es una suspension de microorganismos que se transfieren a un medio de cultivo
para su reproduccion.

INTENSIDAD DE CORRIENTE: Flujo de cargas eléctricas por unidad de tiempo.



LINEALIDAD: Es la capacidad del método analitico para obtener resultados directamente
proporcionales a la concentracion o cantidad del analito en rango definido.

LIMITE DE DETECCION: Es la cantidad o el contenido del analito que corresponde a la sefial
de medicién mas baja que con cierta confianza.

LIMITE DE CUANTIFICACION: Es la cantidad méas baja de analito en una muestra que puede
ser cuantitativamente determinada con cierta confianza.

LODOS: Fraccion liquida-semisolida compuesta de materia orgénica, materia solida y
microorganismos.

MICROORGANISMOS: Organismos microscopicos que incluyen varios grupos como las
bacterias.

PRECISION: Es el grado de concordancia entre resultados analiticos indiviuales cuando el
procedimiento analitico se aplica repetidamente a diferentes alicuotas o porciones de una
muestra homogénea.

RELLENO SANITARIO: Sistema disefiado para la disposicion final de los residuos solidos no
aprovechables que minimiza los efectos en la salud y el medio ambiente. Lugar donde se
depositan los residuos producidos por una ciudad, poblacién o zona habitada.

SUSTRATO: Fuente de carbono (nutriente) importante para cualquier proceso bioldgico y
fuente de energia.

VOLTAJE: Flujo de electrones a través de una resistencia producido por la diferencia de
electrones entre anodo y céatodo.



RESUMEN

En este trabajo se utilizaron Celdas de Combustible Microbianas de biocitodo de doble camara
separadas con puente salino para la reduccién de Cr®* y generacion de energia eléctrica. En la
camara anddica se emplearon lodos anaerobios y glucosa a diferente concentracion para la
generacién de energia y en la cadmara catddica lodos sulfidogénicos o aguas del rio Pasto
(contaminadas con aguas residuales de curtiembres) para catalizar la reduccion de Cr®".

Para evaluar el desempefio de las celdas se calcularon los porcentajes de reduccion de Cr®,
los porcentajes de remociéon de materia organica (MO) y la generacion de voltaje en el tiempo
para el calculo de densidad de potencia (DP) y eficiencia coulémbica (EC).

En las CCMs de biocéatodo reductoras de Cr®" se observé que el aumento de la concentracion
de glucosa implic6 una disminucién en la generacion de voltaje, asi como también en
parametros como: % remocion de MO (<50 %) y EC (<0,03 %), lo que indic6é una relacion
inversa entre la concentracién de sustrato y estas variables. De esta forma las CCMs operadas
a menor concentracion de glucosa (0,05 M) P3 y S3 fueron las mas eficientes obteniéndose
97,9 % y 91,5 % de remocién de MO, 86,3 % y 70 % de reduccion de Cr% y 0,923 % y 1,045 %
de EC respectivamente, resultando ser dispositivos atractivos para la remocion de materia
organica y reduccion de Cr®*, no obstante, requiere futuros estudios para incrementar la
produccién de energia eléctrica.



ABSTRACT

In this work, reducing Cr®" and power generation from biocathode microbial fuel cell in a dual
chamber salt bridge. In the anode chamber were use anaerobic sludge to different glucose
concentrations and in the cathode chamber were use sulfidogenic sludge or river waters Pasto
(contaminated with tannery wastewater) to catalyze the reduction of Cr®".

To evaluate the performance of the cells by the percentages of Cr® is calculated, the
percentages of organic matter (OM) removal and voltage generation in time for the calculation
of power density (PD) and coulombic efficiency (CE).

Reductive on biocathode CCMs of Cr®" was observed that increasing the glucose concentration
resulted in a decrease in the voltage generation, and also on parameters as: % MO (<50 %)
removal and EC (<0,03 %), indicating an inverse relationship between substrate concentration
and these variables. CCMs thus operated to lower the glucose concentration (0,05 M) P3 and
S3 were the most efficient yield 97,9% and 91,5% removal of MO, 86,3 % and 70 % reduction of
Cr®* 0,923 % and 1,045% of EC respectively, proving to be attractive devices for the removal of
organic matter and reduction of Cr®*, however, requires further studies to increase production of
electricity.



INTRODUCCION

Las Celdas de Combustible Microbianas (CCMs) son dispositivos capaces de utilizar aguas
residuales naturales o de desechos y convertirlos en energia eléctrica; sus aplicaciones, se han
ido extendiendo con los afios y avances con respecto a la arquitectura, sustratos,
microorganismos, materiales, mejoran el rendimiento de las mismas; aunque las primeras
aplicaciones técnicas han comenzado a surgir, aun se requiere de mayor investigacion
fundamental para aprovechar esta tecnologia que combina distintas disciplinas de investigacion
como: ingenieria, electroquimica, microbiologia, biologia molecular, asi como la biotecnologia y
la tecnologia medioambiental (Schréder, 2009).

Una CCM convencional permite la oxidacién de materia organica sobre un anodo colonizado
por microorganismos, hasta CO, y protones, derivado de ello, se transfieren electrones
(mediante un circuito eléctrico externo al sistema) hasta un catodo abiético, en el que se lleva a
cabo la reduccién del O, para formar agua; siendo su funcién especifica la generacion de
energia eléctrica (Burgos, 2012); sin embargo, en otras celdas se ha considerado la posibilidad
de utilizar microorganismos en la camara catodica de la misma, lo que introdujo el concepto de
biocatodos; esto ha atraido especial atencién en los Ultimos afios puesto que permiten
reemplazar catodos que incorporan metales preciosos como el platino (Pt) que catalizan la
reaccion de reduccion de oxigeno, ademas sugiere la posibilidad de utilizar otro tipo de
aceptores finales.

Las CCMs de biocéatodo, utilizan microorganismos electroquimicamente activos tanto en el
anodo como el catodo; los microorganismos del catodo son capaces de biocatalizar la
reduccion de componentes no deseados que incluyen contaminantes como: NO3, 2-clorofenal,
ClO4, U(VI), Cr® y CO, (Huang et al., 2010). Las CCMs de biocatodo son una promesa
tecnologica viable que se ven potencializadas debido a la versatilidad y activa participacion de
los microorganismos en diferentes situaciones, lo que significa un bajo costo en la inversion y
mayor facilidad para llevar a cabo el proceso de biorremediacion y obtencion de energia.

Los metales pesados juegan un papel importante en varias aplicaciones industriales, médicas y
de uso doméstico. Sin embargo, como constituyentes de los efluentes de muchas industrias,
los metales pesados también representan un problema grave para el medio ambiente y la
salud publica debido a su toxicidad, bioacumulacién y no biodegradabilidad (Mathuriya y
Yakhmi, 2014), entre ellos se destaca el cromo, que si bien es ampliamente utilizado en
galvanoplastia, fabricacion de tintes y en curtiembres, con un manejo inadecuado se puede
introducir en el medio ambiente a través del suelo y el agua, como especies (Cr®") o (Cr®"), este
ultimo, se considera altamente oxidante lo cual a su vez lo hace bastante téxico para el medio
ambiente.

En la ciudad de San Juan de Pasto, el Cr®* se presenta de manera soluble en aguas residuales
de procesos como la curticion de cueros, estos se desarrollan artesanalmente en zonas
aledafas al rio Pasto y no se realiza un tratamiento a las aguas residuales antes de verterlas
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sobre el mismo, pues las propuestas que ofrece el mercado para depurar estas aguas, son
costosas y no se acomodan a la infraestructura de estas pequefias industrias (Castillo y
Caicedo, 2004). Los residuos de las curtiembres siempre han constituido un problema
importante que debe tratarse (Alzate, 2004).

A nivel mundial se han propuesto estrategias de biorremediacién para la remocién de Cr®*
desde métodos quimicos, electroquimicos y biolégicos (Barrera et al., 2012; Dhal et al., 2013;
Mathuriya y Yakhmi, 2014; Xafenias et al., 2014) entre ellas se destacan las CCMs de
biocdtodo como una tecnologia que han mostrado un gran potencial para la reduccion del
mismo (Li et al.,2009; Tandukar et al.,2009: Huang et al., 2010; Xafenias et al., 2013; Singhvi
and Chhabra , 2013).

En este contexto, el consorcio de microorganismos seleccionados para la reduccion de cromo
es uno de los aspectos claves. En esta investigacion se consideraron dos fuentes de
microorganismos, (1) lodos sulfidogénicos que poseen bacterias sulfatoreductoras (BSR) que
tienen la capacidad de usar tanto sulfato como aceptor final de electrones en la respiracion
como el Cr® (Giraldo, 1993; Soledad, 2006) y (2) aguas del rio Pasto contaminadas, para
aprovechar las bacterias alli presentes que son resistentes a este metal.

Con base en lo anterior en esta investigacion se planteé como objetivo evaluar la reduccion de
cromo estado de oxidacién (6+) (Cr®") y la generacién de energia eléctrica en CCMs de
biocatodo, para lo cual se disefié y construyé una CCM de doble cAmara con caracteristicas
especiales para estudiar su desempefio como una CCM de biocatodo que no solamente
permitié evaluar la reduccién de Cr®* catalizado por distintos inéculos, sino también la remocién
de materia organica con una consecuente obtencion de energia eléctrica, dependiendo de la
concentracion de la glucosa como combustible de la CCM.
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1. ANTECEDENTES

La relacién entre generacion de electricidad y procesos metabdlicos fue estudiada por
primera vez en el siglo XVIII, cuando Luigi Galvani observo el efecto de la electricidad en patas
de rana y establecio la primera teoria de “electricidad animal’, en 1910 Potter demostré la
produccion de energia eléctrica en cultivos vivos tanto de Escherichia coli como
Saccharomyces, usando electrodos de platino (Liu y Logan, 2004), en los afios 70 y 80 se
empezd a considerar la idea de utilizar microorganismos como catalizadores en Celdas de
Combustible Microbianas (CCMs) (Suzuki, 1976; Roller et al., 1984).

Investigaciones posteriores se han concentrado en identificar y caracterizar el tipo de
microorganismos que conforman los consorcios bacterianos que participan en la formacién de
la biopelicula y de manera importante en el aporte de energia, sobre todo en la superficie del
anodo entre los cuales sobresalen: Shewanella putrefaciens, Sulferreducens Geobacteraceae,
Metallireducens Geobacter y Ferrireducens Rhodoferax (Lovley, 2008).

En los ultimos afios se empez6 a considerar la posibilidad de utilizar microorganismos
como catalizadores y/o mediadores en la camara del catodo (Rosenbaum et al., 2010), que
considera como una estrategia que ayuda a superar algunas de las limitaciones como:
utilizacion de catalizadores costosos y mediadores exdgenos; con la ventaja adicional de
utilizar las celdas para la eliminacion de compuestos téxicos y no deseados en el medio
ambiente, tal es el caso de los metales pesados.

Cabe resaltar que el desempefio de una celda se ve limitado por varios factores,
ademas del tipo de microorganismos que prevalecen dentro del sistema; tales parametros son:
tipo de separador (Membrana de intercambio proténico o puente salino), material anddico y
catddico, sustrato, pH, temperatura de operacion de la celda (Rios, 2006), entre otros, por
ejemplo: los sustratos que se utilizan para el funcionamiento de las CCM, pueden ser
compuestos puros como: glucosa, acetato o butirato, 0 mezclas complejas sintéticas o
naturales de agua doméstica y aguas residuales (Rabaey y Verstraete, 2005).

En cuanto a las CCMs de biocatodo, también se han empleado para el tratamiento de
metales pesados que se encuentran de forma habitual en los medios contaminados por la
actividad industrial, siendo el Cr® uno de los mas recalcitrantes y dafinos, es altamente
perjudicial y se acumula fundamentalmente en ambientes acuaticos, provocando desequilibrio
en los diferentes ecosistemas, donde puede contribuir a la aparicion de enfermedades en los
humanos (Soledad, 2006).

La industria del curtido en Narifio hace parte de esta problemética ya que sus vertidos
son altamente contaminantes, siendo el cromo el que representa una mayor amenaza, pues en
las condiciones en las que se encuentra su capacidad de oxidarse de Cr** a Cr®* aumenta,
siendo este Ultimo cancerigeno. Estudios previos demuestran que la concentracion de cromo
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total presente en los vertidos de estas industrias en el departamento de Narifio es de 3400
mg/L (Castillo y Caicedo, 2001), siendo el limite méximo permisible 0,050 mg/L.

Barrera et al. (2012), hacen una revision de las tecnologias disponibles a nivel mundial
para reducir de manera eficiente el Cr® en solucion por medio de métodos quimicos,
electroquimicos y bioldgicos; todos ellos buscan la reduccién a la forma de Cr**, la cual es
menos téxica. Uno de los principales problemas de la reduccion a través de agentes quimicos
es el consumo adicional de los mismos y la disposicion y almacenamiento de los desechos
pueden ser dificiles de tratar posteriormente (Kitchen et al., 2008). Por otro lado, los métodos
biologicos requieren menos reactivos, son relativamente faciles y economicos de operar. Sin
embargo, en los procesos bioldgicos de reduccién de Cr®*, siempre existe la necesidad de la
adicion de una fuente externa de carbono, que aumenta el costo cuando se utilizan compuestos
puros (Tandukar et al.,, 2009), de no ser asi se pueden utlizar aguas residuales que
perfectamente pueden proporcionar la fuente de carbono requerida.

El primer informe de la reduccién de (Cr®) microbiolégicamente catalizada fue
propuesto por Romanenko y Koren'Ken en 1977, en este proceso se utilizaron
microorganismos aerobios y anaerobios que lograron reducir el Cr®* a Cr® y a partir de este
trabajo se consideré la posibilidad de utilizar un tratamiento biolégico que sea mas accesible.
Un avance de importancia ambiental y biotecnoldgica fue determinarla capacidad de un cultivo
mixto de biopeliculas bacterianas reductoras de sulfato (BSR) para reducir el Cr** a Cr**
insoluble (Smith y Gadd, 2000); hecho que se tuvo en cuenta para utilizarlo como indculo para
este trabajo. Mathuriya y Yakhmi (2014), hacen una revision del tipo de CCMs con catodo
abiético o biocatodo que se han utilizado para la reduccion de Cr® como tecnologias
potenciales de recuperacién de este metal.

Li et al., (2009), emplearon una CCM de catodo abiético a pH 2 para la remocion de Cr®*
de aguas residuales provenientes de la industria de la galvanoplastia y generar electricidad de
forma simultanea, demostrando que puede ser una tecnologia prometedora para la eliminaciéon
de Cr®"de aguas residuales de galvanoplastia.

Tandukar et al., (2009), demostraron la reduccién de Cr®" asistida por un consorcio
mixto de microorganismos y la consecuente generacion de electricidad, ademas de la
caracterizacion de la comunidad microbiana asociada a la reduccion del cromo; el cromo
reducido fue detectable en el sobrenadante del analito que indicé la eliminacion completa de
cromo como hidroxido cromico Cr(OH); precipitado.

En otro estudio, Huang et al., (2010), mejoraron la tasa de reducciéon de Cr® vy
produccion de energia a partir de CCMs de biocatodo utilizando bacterias nativas de un sitio
contaminado con Cr®, como inéculo, ademas trabajaron con un &rea superficial del catodo
relativamente grande, aumentando la formacién de biopelicula sobre el electrodo.

En el Grupo de investigacion en Bioelectroquimica (BEQ), se realizaron estudios
exploratorios en CCMs de biocatodo reductoras de Cr® utilizando lodos activados,
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obteniéndose que la CCM inoculada con lodos anaerobios, permiti6 remover la materia
organica (10%), generar corriente (0,0390 mA) y reducir cromo hexavalente (Bolafios et al.,
2011), por lo tanto, esta investigacion es una profundizacion en el estudio de estos aspectos.

Singhvi y Chhabra, (2013), utilizaron una CCM de doble camara separadas con puente
salino con catodo abibtico, utilizando en la camara anddica biomasa de algas para la
produccion de energia y para la desintoxicacion de agua contaminada con Cr®*.

Xafenias et al., (2013), utilizaron una CCM de biocatodo para la reduccién de Cr®*
usando un cultivo de Shewanella oneidensis y como sustrato en ambas cédmaras lactato,
demostrando que es eficaz para la reduccién de Cr®"y en la produccion de corriente.

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la reduccién de cromo en estado de oxidacion (6+) (Cr®") y la generacién de energia
eléctrica en CCMs de biocatodo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

*Valorar la eficiencia para la reducciéon de cromo en estado de oxidacién (6+) (Cr®) de
diferentes tipos de inéculos en una CCM de biocatodo.

*Cuantificar la reduccién de cromo en estado de oxidacion (6+) (Cr®) en las CCMs de
biocatodo, mediante Espectroscopia UV-VIS.

*Establecer la produccidon de energia eléctrica a partir de diferentes concentraciones de glucosa
en la cAmara anddica de la CCM.
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3. MARCO TEORICO

3.1 CARACTERISTICAS DEL CROMO Y SUS APLICACIONES

El cromo generalmente existe en el ambiente acuatico en dos estados: el trivalente Cr*
y hexavalente cr® (Barrera et al., 2012); el Cr®" se reconoce como un nutriente esencial, se
constituye como un oligoelemento indispensable para procesos bioquimicos y fisiol6gicos en
las células, especificamente tiene acciones en el metabolismo de la glucosa, el colesterol y los
acidos grasos, ademéas desempefia un papel importante en diferentes reacciones enzimaticas
(Babula et al., 2008 ; Mohan y Pittman, 2006); se utiliza ampliamente como un suplemento
nutricional para humanos y animales (Eastmond et al., 2008).

Por otra parte, el Cr’ es considerado la forma mas téxica del metal es altamente
oxidante y se presenta de manera soluble en aguas residuales industriales debido a la alta
movilidad de sus iones (Kitchen, 2008); las especies méas probables Cr®* en solucién acuosa
son: dicromato (Cr207)2', cromato (CrO4)2', H,CrOQ4, y HCrO,, la distribucién relativa de estos
depende del pH de la solucién, en la concentracién de Cr®* y del potencial rédox (Barrera et al.,
2012); la presencia de Cr®* provoca desequilibrio en los diferentes ecosistemas, contribuyendo
a la aparicién de enfermedades en los humanos (Soledad, 2006).

Los compuestos de cromo tienen multiples aplicaciones, por ejemplo: las sales de Cr
(Il se utilizan en la industria textil para colorantes, ceramica, vidrio y en las curtiembres,
mientras que las sales de Cr®* son Utiles en aleaciones, galvanoplastia, acero, curtido de cuero,
pinturas y produccién de fungicidas (Tandukar et al., 2009). La utilizacién de las sales de cromo
en el proceso de curticidbn, proporcionan mejores caracteristicas al cuero, mas resistencia,
mayor durabilidad y ademas evita la putrefaccion con el agua (Gil et al., 2006), las sales de
cromo mas empleadas en curticion son las de alumbre de cromo, sulfato basico de cromo y
sulfato de cromo comerciales (IBTEN, 2005), sin embargo los residuos generados del proceso
de curticion por su alta toxicidad siempre han constituido un problema importante que debe
tratarse.

Estudios recientes se han ocupado de la repercusion negativa de los metales pesados
en los diversos ecosistemas y la salud del ser humano (Chojnacka, 2010), de ahi la importancia
gue tiene el estudio de los metales pesados en el medio ambiente, debido a su alta toxicidad,
alta persistencia y rapida acumulacion en los organismos vivos. El Cr®* es de particular
preocupacion ambiental debido a su toxicidad y movilidad por lo cual es dificil de eliminar de las
aguas residuales industriales porque se difunde rapidamente a través de ambientes de suelo y
acuéticos (Barrera et al., 2012).

Los efectos biolégicos del cromo dependen de su estado de oxidacion, el Cr®* se sabe
que tiene 100 veces mas toxicidad que el Cr®* (Khezami y Capart, 2005), este puede atravesar
facilmente las membranas biolégicas y puede ser transportado activamente al interior de las
células por medio del transportador de sulfato (Soledad, 2006) debido a su analogia quimica.
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La exposicion crénica a altos niveles de Cr® por inhalacién o la exposicién oral pueden producir
efectos sobre el higado, rifién, sistema inmunoldgico. La exposicion dérmica puede causar
dermatitis de contacto, sensibilidad, y ulceracién de la piel (Saha et al., 2011).

3.1.1 Métodos para la recuperacion de cromo. Los métodos convencionales para la
recuperacion del cromo de aguas residuales industriales que buscan la reduccion a la forma de
Cr**, que es menos toxica, se basan en varios procesos fisicoquimicos como: adsorcion,
sedimentacién, separacion electroquimica, intercambio i6nico, filtracion de membrana,
procesos de precipitacion quimica y extraccion con solvente (Tandukar et al., 2009); sin
embargo, estas metodologias pueden llegar a ser muy costosas y llevar a un tratamiento
adicional en disposicién y almacenamiento de desechos (Barrera et al., 2012). Por lo anterior,
un proceso de tratamiento atractivo es la reduccion de (Cr®") a (Cr®*") utilizando Celdas de
Combustible Microbianas (CCMs) de catodo abi6tico o biocatodo que se han convertido en una
potencial tecnologia para la recuperacion de este metal pesado (Mathuriya y Yakhmi, 2014).

3.1.2 Industria del cuero en el departamento de Narifio. La industria del cuero en Narifio
probablemente sea la mas contaminante en términos de descargas sélidas, liquidas al medio
ambiente, esto debido a que las pequefias empresas no solo utilizan procesos de produccion
artesanal con baja tecnificacién sino que también carecen de infraestructura y métodos de
tratamiento de los residuos generados en estos procesos.

En el Municipio de Pasto, la mayoria de las curtiembres se ubican muy cerca a zonas
residenciales y en las laderas del rio Pasto lo que pone en riesgo la salud de sus habitantes
(Figura 1), descargan sus aguas residuales en este; el 100% de los curtidores afirman que los
vertidos de su industria causan niveles de contaminacion bajo, esto probablemente porque no
conocen a profundidad el impacto ambiental causado por los metales pesados en el agua del
rio Pasto (Castillo y Caicedo, 2004). Por otra parte, el 83% de establecimientos han instalado
trampas de grasas, rejillas, canales y desarenadores, de tal forma que minimice el impacto
causado por estas descargas, no obstante las descargas tienen un efecto adverso en la fauna
acuética (Castillo y Caicedo, 2004; Alzate, 2004).

Figura 1. Secado de pieles cerca al rio Pasto. Fuente: Esta investigacion.
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3.2 CELDAS DE COMBUSTIBLE MICROBIANAS (CCMs)

Las (CCMs) son sistemas bioelectroguimicos catalizados por microorganismos que
permiten la conversion directa de la energia quimica contenida en los enlaces de la materia
organica a electricidad bajo condiciones anaerobias (Venkata et al., 2008).

Generalmente una CCM se encuentra compuesta por dos camaras separadas por una
membrana de intercambio proténico (MIP) o un puente salino y un circuito eléctrico conformado
por dos electrodos (anodo y catodo), un conductor eléctrico y una resistencia externa (Ibafiez y
Hernandez, 2010), como se muestra en la Figura 2.

Resistance ;
Anode: Anodo

Catode: Catodo
| Anaerobic chamber : camara anaerobica
Aerobic chamber : cAmara aerobica
Fuel (Substrate): Combustible (Sustrato)
Proton exchange membrane (PEM): Membrana de intercambio
proténico
Proton: Proton
Resistance : Resistencia
Figura 2. Esquema Basico de una Celda de
Combustible Microbiana (CCM). Tomada de Du et

al., 2007.
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A continuacién, se mencionan con detalle las partes que componen una CCM y su
funcionamiento.

3.2.1 Camaras anddica y catddica. La cadmara que contiene el anodo, es llamada camara
anddica donde se lleva a cabo el proceso de oxidacion, es en esta donde se almacena la
fuente de microorganismos y el sustrato para la generacién de energia eléctrica y remocién de
materia organica (MO) por tratamiento biolégico. La segunda cédmara contiene el catodo,
llamada camara catédica, en esta ocurre un proceso de reduccion (lbafiez y Hernandez, 2010);
en el caso general, el oxigeno es el aceptor mas adecuado de electrones debido a su alto
potencial redox, disponibilidad, bajo costo, sustentabilidad y la carencia de residuos quimicos;
sin embargo, para incrementar la velocidad de reduccién de oxigeno se utilizan comunmente
catalizadores fabricados con metales nobles como el platino que es altamente costoso (Logan,
2006).

Para evitar el uso de este tipo de catalizadores en la reducciéon de oxigeno y ademas
ampliar la utilidad de la celda, surge la necesidad de utilizar biocatodos su nombre se debe a
gue dentro de la camara catddica se inoculan microorganismos que son los que catalizan la
reaccion de reduccion y permiten el uso de receptores de electrones alternativos tales como:
NO?*, ClO,, U (VI), CO,y Cr®* (Huang et al., 2010).

3.2.3 Separador. La separacion de las camaras anddica y catédica, se realiza normalmente

utilizando una (MIP) o un puente salino, estos poseen funciones similares aunque su
composicion varie entre uno y otro. Por ejemplo, la MIP de Nafion (producto de DuPont Inc.
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USA) es el separador comunmente usado, es una hoja de plastico delgada reforzada a base
de un copolimero de PTFE (teflén/acido perfluorosulfénico), su estructura molecular posibilita
gue absorba agua y una vez humedo, conduce selectivamente iones de carga positiva,
blogqueando los de carga negativa (Alzate et al., 2008). Por otro lado, un puente salino es un
medio ibnico con una barrera semipermeable en cada uno de sus extremos, a través de esas
barreras pueden pasar pequefias moléculas e iones, pero ho moléculas grandes (Harris, 2001).
Un puente salino “adecuado” se puede preparar con agar y KCI (mezcla gelatinosa) que frena
la difusion de los liquidos entre los dos compartimientos de la celda permitiendo al mismo
tiempo el flujo de iones (Ralph, 1977).

3.2.4 Electrodos. El rendimiento de las celdas, también se ve influido por el material del
electrodo siendo el carbén el material de electrodo mas versatil, esta disponible como placas de
grafito compacto, barras o granulos, ademas se considera como un material ideal para construir
un electrodo por su alta conductividad eléctrica y térmica, por ser inerte frente a los agentes
guimicos (salvo el oxigeno a alta temperatura), ademas son relativamente baratos, faciles de
manejar y tienen un area de contacto definida (Logan, 2006).

3.2.5 Funcionamiento de la CCM. El principio operacional de las CCMs se basa en la
extraccion y transferencia de electrones desde el metabolismo microbiano (cadena de trasporte
de electrones)(Sacco et al., 2008) hasta un aceptor final insoluble, tal como el electrodo
(dnodo) (Rabaey y Verstraete, 2005). Los microorganismos en la cAmara anddica oxidan los
compuestos organicos y generan electrones y protones durante el proceso (Pant et al., 2010),
los electrones son transferidos al anodo y son transportados hacia el catodo a través de un
circuito externo de una resistencia (R), el flujo de electrones y la diferencia de potencial entre
los electrodos dan lugar ala generacion de energia eléctrica (Sacco et al., 2008); para mantener
el balance de cargas, los protones generados en la reaccion atraviesan una membrana
permeable a protones o un puente salino y una vez en la camara catoédica se unen con el
oxigeno (o de otro aceptor), para formar agua u otro compuesto reducido (Logan et al., 2006;
Oliveira et al., 2013).

Ademas, es importante considerar que la camara anddica debe operar sin la presencia de
oxigeno en su interior ya que este gas hace que se pierda eficiencia en la operacion del
sistema puesto que los electrones serian aceptados por el oxigeno y no por el electrodo
(Ibafiez y Hernandez, 2007).

3.3 SUSTRATOS

Los sustratos proporcionan no sélo la energia para el crecimiento de los
microorganismos en las CCMs, sino también influyen en el rendimiento general de las mismas,
constituyéndose como un factor clave que afecta en pardmetros como: densidad de potencia
(DP) y eficiencia coulémbica (EC); ademas influye en la viabilidad econémica de su operacion
(Sengodon y Hays, 2012). La concentracion y el tipo de sustrato tienen incidencia sobre la
comunidad microbiana y la produccién de energia (Pant et al., 2010). Muchos sustratos se han
utilizado como fuente de carbono para la generacién de electricidad, incluyendo azucares

24



simples, proteinas, acidos volatiles, hasta materia organica compleja presente en las aguas
residuales, corrientes de desechos domésticos, industriales y animales (Sengodon y Hays,
2012).

Pant et al. (2010), reportan los diferentes sustratos usados y la méaxima corriente
producida en las CCMs. En la mayoria de las CCMs, el acetato es el que usa comunmente
como sustrato debido a su resistencia hacia conversiones microbianas alternativas
(fermentaciones y metanogénesis) que conducen a la alta EC y DP. La glucosa es otro sustrato
utilizado habitualmente en las CCMs; Rabaey et al. (2003), reportaron una maxima densidad de
potencia de 216 W/m® en una CCMs operada en fed-batch utilizando glucosa como sustrato y
cianuro férrico como catodo oxidante. En otro estudio, se compararon las eficiencias de
conversion de energia de acetato y glucosa como sustratos (Lee et al., 2008), siendo de un 42
% para el acetato y un 3 % para glucosa que a su vez produjo una baja generacion de
corriente. Chae et al. (2009), plantearon que, la baja EC obtenida por la glucosa, se debe al
hecho de que es un sustrato fermentable, lo que implica su consumo por diversos
metabolismos que compiten tales como: la fermentacion y la metanogénesis que no producen
electricidad.

3.4 MICROORGANISMOS

Las investigaciones se han centrado en identificar los consorcios bacterianos que
participan en el aporte de energia. Muchos microorganismos poseen la capacidad de transferir
los electrones derivados del metabolismo de la materia organica hasta el &nodo (Lovley, 2008).
Los analisis de comunidades microbianas asociadas a los anodos de las CCMs muestran una
gran diversidad de géneros bacterianos dependiendo de la naturaleza del indculo, del
combustible y del tipo de CCM utilizada (Pant et al., 2010).

En las primeras investigaciones se emplearon cultivos puros, sin embargo se conoce
gue los cultivos mixtos o consorcios producen mayor energia que los cultivos puros (Chae et
al., 2009), asi en investigaciones subsiguientes se consideraron para la produccién de
electricidad inéculos provenientes de lodos anaerobios (Rabaey et al.,2003), aguas residuales
domésticas e industriales (Min y Logan, 2004); aunque los mejores resultados se han obtenido
empleando lodos anaerobios (Rabaey et al., 2003), siendo los optados para esta investigacion.

Los microorganismos que han sido estudiados por tener capacidad de donar electrones
a un anodo de una CCM pertenecen a los géneros Shewanella, Geobacter, Proteobacter y
Pseudomonas, sin embargo, son diversas las especies que se conocen hasta el momento y
gue estan siendo identificadas empleando técnicas de biologia molecular (Sharma y Kundu,
2010; Du et al., 2007). Por otra parte, los microorganismos también pueden aceptar
directamente los electrones de los catodos para la reduccion de aceptores terminales de
electrones, entre los receptores de electrones potenciales se incluyen: diéxido de carbono,
nitratos, metales, cloro compuestos, &cidos organicos, entre otros (Lovley, 2011). La primera
evidencia de la transferencia directa de electrones de los catodos a los microorganismos
provino de estudios con las especies Geobacter (Thrash y Coates, 2008).
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Barrera et al., (2012), referencian la reduccién de Cr® por diferentes tipos de bacterias,
entre las que se destaca las bacterias reductoras de sulfato (BSR) (Singh et al., 2011) y
seleccionadas también para este trabajo. Huang et al. (2010), a partir de un in6culo de
bacterias nativas de un sitio contaminado con Cr® y utilizando una CCM de biocatodo mejor6 la
tasa de reduccion de Cr®* y produccion de energia, este Gltimo aspecto se consider6 en el
trabajo al utilizar agua del rio Pasto cerca del desagiie de las curtiembres con el fin de
aprovechar las bacterias presentes que son resistentes a este metal.

3.4.1 Biopeliculas. Un factor que tiene gran relevancia es la formacion de organizaciones
microbianas llamadas biopeliculas (biofilms) pueden crecer en la superficie del &nodo o
biocadtodo (Cristiani et al.,, 2013). El término biopelicula hace referencia a una serie de
microorganismos que se encuentran agregados generalmente dentro de una estructura de
exopolimeros y que se organizan en forma de colonias adheridas a diferentes superficies, que
pueden presentar las siguientes caracteristicas como: adherencia, heterogeneidad, resistencia
a antimicrobianos y capacidad de comunicacion intercelular (Betancourt et al., 2004).

La capacidad de formacion de biopeliculas no parece estar restringida a ningan grupo
especifico de microorganismos y hoy se considera que bajo condiciones ambientales
adecuadas todos los microorganismos son capaces de formarlas, aunque su composicion y
estructura depende del microorganismo y de las condiciones en las que se forma (Soledad,
2006).

Teniendo en cuenta la formacién de biopeliculas dentro de las CCMs, se dice que una
colonizacién satisfactoria o un enriquecimiento del anodo mejora la produccién de electricidad
(Du et al., 2007) y con respecto al catodo tiene la capacidad de convertirse en un biocatodo
activo para la reduccion de componentes inorganicos (Cristiani et al., 2013), en este contexto
para la reduccion de Cr®*, por lo anterior se convierten en unidades importantes dentro de la
celdas (Rios, 2006).

3.4.2 Bacterias Sulfato reductoras (BSR). Las bacterias sulfato reductoras (BSR) forman un
grupo especializado de procariotes que tienen la capacidad de usar sulfato como aceptor final
de electrones en la respiracion. Son estrictamente anaerobias y por lo general, son muy
sensibles a los medios 6xicos. Se ha comprobado que la actividad metabdlica de las BSR es
maxima cuando se encuentran formando biopeliculas (Soledad, 2006).

La utilizacion de BSR para la reduccién de Cr®, ha sido de gran interés ya que pueden
compartir propiedades fisioldgicas tanto del metal como sulfato-reductoras y crecer con Cr®* y
otros metales como aceptores de electrones debido a su analogia quimica con el sulfato; en
sedimentos contaminados con Cr®, se presentan mecanismos indirectos que promueven la
reduccion y son mediados por sulfuros (Soledad, 2006). Singh et al, (2011), utilizaron un
consorcio con BSR en un sistema de biorreactor controlado, para determinar la tasa de
reduccion de sulfato, eliminacion de DQO y remocion de cromo. Pagnanelli et al, (2012),
utilizaron reactores de lecho fijo inoculados con BSR que crecen en etanol para un tratamiento
bioldgico de aguas contaminadas con Cr®".
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3.4.3 Transferencia de electrones en las CCMs. En una CCM las bacterias pueden transferir
los electrones producidos a su aceptor terminal (anodo), bien sea a través de la membrana
celular o a partir de un mediador enddégeno o exdgeno soluble (Rabaey et al., 2003). Esta
transferencia electrénica se puede conseguir por contacto directo a través de componentes de
la cadena respiratoria, mediadores enddgenos sintetizados por el organismo, o por nanohilos o
pilis producidos por las bacterias, que son estructuras formadas por filamentos altamente
conductoras que permiten el contacto directo con el &nodo (Ortiz et al., 2010).

A pesar de existir estos mecanismos, la mayoria de los microorganismos son incapaces de
transportar electrones es por ello que en las CCMs se suelen adicionar mediadores exdgenos
para facilitar el transporte electrénico desde el microorganismo al &nodo (Ortiz et al., 2010). Los
mediadores redox son de naturaleza metal-orgénica o colorantes, como: el rojo neutro, el azul
de metileno, la tioniona, la 2-hidroxi-1,4-naftoquinona, o incluso Fe (ll)-EDTA ferrocianuro de
potasio, acido disulfénico 2,6 antraquinona, y otros compuestos hidrofébicos (Huang et al.,
2011), estos compuestos deben cumplir una serie de requisitos como: tener una cinética
rapida, penetrar facilmente en la membrana celular, ser quimicamente estables, no interferir
con otras vias metabdlicas y ser solubles en la solucion en la que esta inmerso el electrodo
(Esteve, 2008). Sin embargo, el uso de estos presenta algunas desventajas tales como: alto
costo, en algunos casos son ineficientes y pueden presentar cierta toxicidad, por lo que su
aplicacion en una CCM se ve limitada por cuestiones ambientales (Rios, 2006; Esteve, 2008).

3.5 BIOCATODOS

El concepto de biocatodos surgié a partir de la necesidad de proporcionar un camino
diferente que evite el uso de catalizadores nobles (el Pt es uno de los catalizadores mas caros)
para la reduccién de oxigeno llevada a cabo en la cAmara catoédica de una CCM convencional y
al tener en cuenta que las bacterias no solo son capaces de transferir los electrones a un
electrodo sino también aceptarlos del mismo; las CCMs de biocatodo se diferencian de una
CCM convencional, al utilizar en la camara catdédica microorganismos que actlan como
biocatalizadores para asistir la transferencia de electrones.

Por esta razén algunos investigadores en los Ultimos 10 afios han estado trabajando
bajo el concepto de biocatodos, por ejemplo, Gregory et al., 2004, reportaron que un cultivo
puro de Geobacter metallireducens fue capaz de reducir nitrato a nitrito en una CCM con
electrodos de grafito; Clauwaret et al., 2007, operaron una CCM de biocatodo utilizado un
consorcio microbiano que reducia nitrato como aceptor final de electrones. Rosenbaum et al.,
2010 y Huang et al., 2011, reportan los tipos de aceptores de electrones y los microorganismos
oxidantes en los biocatodos. La utilizacion de CCMs biocatodo, han mostrado potencial
aplicacion en la reduccion de Cr®" en el tratamiento de aguas residuales. Tandukar et al.,
(2009), demostraron la reduccion bioldgica de Cr®* en el catodo de una CCM con una
consecuente generacion de electricidad, mientras que Huang et al., (2010), mejoraron la tasa
de reduccién de Cr®" y produccion de energia utilizando bacterias nativas de un sitio
contaminado con Cr®" como in6culo.
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En la Figura 3, se muestra el mecanismo propuesto por Tandukar et al., (2009) para la
reduccion de Cr®* en una CCM de biocatodo separada por una membrana de intercambio de
protones (MIP), en la cAmara anddica bacterias anaerobias (exoelectrogenas) y acetato como
sustrato y en la camara catddica bacterias reductoras de cromo (CRB); las bacterias
anaerobias oxidan el acetato y transfieren los electrones al &nodo para que estos circulen hasta
el catodo via circuito externo a través de una resistencia, los protones pasan a la camara
catodica a traves de la MIP, los electrones y los protones generados los utiliza la CRB para
catalizar la reduccion de Cr® a Cr*.

Resistor

ANODE FlL/V\/\—ﬂ CATHODE
v

crit
°_ /.
Cr(OH),
j \ i
CH,C00" k» H+ +— > H+ /AE C'ﬁ*‘j

.

CRB: Chromium reducing bacteria (Reactions not balanced)
Exoele: Exoelectrogens
PEM: Proton exchange membrane

Figura 3. Esquema de reduccién de Cr®*en una CCM de biocatodo. Tomada de Tandukar et
al., 2009
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Los biocatodos son viables en las CCM porgue pueden aventajar a los catodos abioticos
por diversas razones (Zhang et al., 2012): (1) el costo de construccién y operacion de las CCMs
puede ser reducido; (2) los catalizadores metéalicos se omiten porque son los microorganismos
los que funcionan como biocatalizadores; (3) tienen la capacidad de incluir la reduccion de
contaminantes tales como: NO*, 2-clorofenol, ClO,, U(VI), CO,y Cr®* (Huang et al.,2010); lo
gue sugiere proponer mejoras en el desempefio de las CCMs para aumentar las DP y las tasas
de reduccion quimica en esto sistemas (Tandukar et al., 2009), acrecentando asi la viabilidad
econdémica y ambientalmente sostenible de una CCM (Huang et al., 2010).

3.6 DESEMPENO ELECTRICO DE LAS CCMs

El desempenio eléctrico de una CCM se estudia a partir de mediciones periddicas de voltaje (V)
gue se realizan en la resistencia externa conectada entre el anodo y el catodo, a partir del
voltaje se pueden determinar los siguientes parametros: corriente eléctrica generada (l),
densidad de potencia (DP) y eficiencia coulombica (EC) (Rismani-Yazdy et al., 2011).

La corriente surge en virtud de una diferencia de potencial aplicada en los extremos de un
conductor, para el calculo de esta se aplica la ley de Ohm que plantea que el voltaje a través de
un resistor (R) que es proporcional a la corriente que fluye a través de él (Serway, 2001), como
se indica en la Ecuacién 1.

V=I*R Ec 1.

Donde, V es el voltaje en voltios (v), | es la corriente en amperios (A), R es la resistencia
aplicada en ohmnios (Q).
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La densidad de potencia (DP) se expresa como la potencia por unidad de area del electrodo
anddico (1) (Sharma y Li, 2010) o la potencia por unidad de volumen del sustrato (2), (Luo et
al., 2010), se calcula de la siguiente manera:

DPA= I.V/IA Ec 2.DPy=1.V/ VEC 3.

Donde, | es la corriente, V es el potencial, A es el area de la superficie del electrodo anddico en
m?y v es el volumen del sustrato de la cAmara anddica.

La eficiencia coulombica (EC) es un parametro que permite obtener la fraccion de energia
eléctrica que se puede generar en la CCM a partir de un sustrato determinado. Su medicion es
importante porque posibilita comparar el desempeiio de diferentes CCMs.

La EC se define como la relacién total de carga en coulombs realmente transferidos desde el
sustrato al &nodo y la maxima carga posible si toda la eliminacién de sustrato produjera
corriente, como se indica en la siguiente expresién matemética (Luo et al., 2010):

Cp
EC = — x 100% Ec 4.
Ct

Donde, Cp: cantidad total de carga coulumbs (C), se determina integrando la corriente frente al
tiempo, es decir (Ecuacion 5):

Cp = fot'l. dt Ec5., que es igual a Cp= I.t’' Ec 6.si | es constante, t: tiempo en segundos (S).

Para obtener la EC, se calcula mediante la siguiente ecuacién 7:

YR LtiM

= X 0 .
EC FbASy 100% Ec7

Donde,

I: es la intensidad de corriente (A) producida en un tiempo ti, ti; es el tiempo en segundos (s), F:
constante de Faraday (96485 C.mol™ de electrones), b: nimero de moles de electrones
producido por mol de DQO (4 mol e-/mol DQO), AS: eliminacion de la concentracion de DQO (g
L™, v: volumen del liquido de la cdmara anddica (L) y M: peso molecular del oxigeno (32
g/mol) empleado en la CCM. No obstante el desempefio eléctrico de una CCM depende de
numerosos factores, que implican un aumento o disminucién en la cantidad de energia eléctrica
generada, entre los aspectos fundamentales se encuentran (Burgos, 2012):

a) La arquitectura del sistema.

b) Materiales de los electrodos (anodo y catodo).

c) MIP o puente salino.

d) Resistencia interna.

e) Los aceptores finales de electrones en la camara catddica.

f) Distancia de los electrodos.

g) Sustratos que impactan en los rendimientos energéticos alcanzados.
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3.7 PARAMETROS ANALITICOS

3.7.1 Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

Este método se fundamenta en la naturaleza de las sustancias organicas que las hacen
susceptibles de sufrir procesos de oxidacion, principalmente en presencia de oxidantes fuertes
(Lebn, 2009). En este andlisis la cantidad de oxidante consumido se expresa en términos de su
equivalencia en oxigeno mg O,/ L (Burgos, 2012).

En este método se utiliza el dicromato de potasio (K,Cr,0;) como agente oxidante
fuerte, este oxida la materia organica presente en la muestra o en el estandar a analizar, esto
hace gque el cromo se pase a un estado de oxidacibn menor, la reduccion del cromo depende
directamente de su reaccién con la materia organica total existente en la muestra, lo que
permite cuantificar la materia organica presente en la muestra en términos de equivalente de
oxigeno, por medio del método colorimétrico que mide la absorbancia del Cr** a 600 nm
(Métodos estandar 5220B y 5220D) (APHA,1992).

3.7.2 Método de Anédlisis de Cromo (Cr®")

Para el analisis de cromo en estado hexavalente, el método cominmente empleado es
el espectrofotométrico que se basa en la reaccion de Cr®* con la 1,5-difenilcarbazida; el Cr®*
oxida la 1,5-difenilcarbazida a 1,5-difenilcarbazona reduciéndose a su vez a Cr®* y formando el
complejo coloreado rojo-violeta (Figura 4), esta reaccion se lleva a cabo en medio &cido
(HsPO4/ H,S0,), la intensidad de color es directamente proporcional a la concentracion de
cromo Cr®; este compuesto absorbe en la regién visible del espectro a una longitud de onda de
540 nm (Cascaret, 2010).

“\ / . /” ”\ / N .
+2Cr04 s 100 %3 +2Cr" + BH20

Difenilcarbazida Difenilcarbazona (DCPO)

P+ DCPO — Cr (- DcPO™”  + nH*

n=nimero de protones que interviene en la reaccidn

Figura 4. Reaccion de formacion del complejo Cr(lll)-difenilcarbazona. Tomada de
Cascaret, 2010.

La reaccion de cromo con difenilcarbazida es generalmente libre de interferencias, sin
embargo, determinadas sustancias pueden interferir si la concentracion de cromo es
relativamente baja, por ejemplo sales de molibdeno hexavalente y mercurio reaccionan con el
reactivo, pero las intensidades son mucho mas bajas que para el cromo al pH especificado; se
pueden tolerar concentraciones de 200 mg/L (Mo o Hg). También pueden interferir el vanadio,
titanio y hierro si las concentraciones son mayores a 5 mg/L, reduciendo la recuperacion del
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cromo del 10-30 %, en el caso de presentarse hierro a concentraciones superiores a 1 mg/L,
puede producir un color amarillo (APHA,1992).

3.8 APLICACIONES y AVANCES DE LAS CCMs

Las CCMs hasta la fecha han surgido como una tecnologia en desarrollo para la
generacion de electricidad a partir de biomasa, sin embargo la energia generada por estas aun
es muy baja y a corto plazo para aplicarla a gran escala, no obstante algunas areas de
investigacion estan en la blisqueda de superar las limitaciones asociadas a estas (Sengodon y
Hays, 2012).

A continuacion, se mencionan algunas aplicaciones importantes de las CCMs (Du et al.,
2007; Falcén et al., 2009).

1. Las CCMs pueden se adecuadas para almacenar la electricidad en dispositivos
recargables o para la alimentaciéon de sistemas como sensores inaldmbricos que sélo
requieren baja potencia para transmitir sefiales.

2. Las CCMs pueden ser modificadas de manera que se utilicen para la produccién
de H,, por medio del proceso de electrdlisis. Entre las ventajas que presenta este
sistema se encuentra la mejora en EC y el H, producido puede ser acumulado y
almacenado para su uso posterior.

3. Las aguas residuales contienen una multitud de compuestos organicos disueltos
que requieren ser removidos antes de ser descargada al medio ambiente, estas pueden
alimentarlas CCMs.

4, Datos del medio ambiente pueden ser Utiles para entender y modelar respuestas
de los ecosistemas, aqui nace una aplicacion importante para las CCMs, las cuales
pueden emplearse para monitorear ambientes, por ejemplo en el campo de los
biosensores que pueden ser de utilidad como indicadores de sustancias toxicas en rios
0 en la entrada de plantas de tratamiento de aguas.

En los udltimos afios, se han logrado avances importantes en la investigacion de CCMs,
algunos de los estudios mas relevantes desarrollados para el mejoramiento de esta tecnologia,
se nombran a continuacion (Oliveira et al., 2013):

1. Las diferentes configuraciones y disefios de CCMs, asi como los diferentes
materiales de separacion para el mejoramiento de esta tecnologia en cuanto a la
produccion de energia eléctrica.

2. La identificacibn de las comunidades microbianas e investigacion sobre el
metabolismo microbiano.

3. Estudios sobre biocatodos para la reduccion de contaminantes tales como: CO,,
NOg, Cr &, U (VI).

4. Los diferentes sustratos utilizados en CCMs.
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5. La comparacion de la digestion anaerobia convencional y la tecnologia de CCM
y el potencial de los sistemas de CCM como un complemento a la
tecnologia de digestién anaerobia.

Los estudios relacionados con este tipo de pilas de combustibles han permitido el

desarrollo y fortalecimiento de las distintas areas de investigacion por ejemplo: en
electroquimica, microbiologia, biologia molecular, biotecnologia etc.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Disefio de las CCMs

Las celdas fueron disefiadas en el grupo de investigacion BEQ de la Universidad de
Narifio y se construyeron con piezas de acrilico cristal, constan de dos camaras anddica y
catddica de 343 mL de volumen cada una, separadas por una cavidad central con paredes
perforadas (2 mm de didmetro) que contiene un puente salino (KCI 0,25 M en agar). Cada tapa
tiene 2 perforaciones, una para introducir los electrodos (anodo y cétodo) y la otra para la toma
de muestras para los respectivos analisis; los electrodos de barras de grafito empleados para
cada camara tuvieron un area de 16,16 cm? ademas como extensién de los electrodos se
utilizaron lechos (camas) de grafito de 39,6 cm?® de area. La distancia entre los electrodos fue
de 5 cm (la mas corta posible); los electrodos se conectaron a una resistencia externa que
oscilé entre 515-525 ohmios, por medio de un alambre conductor (Figura 5).

a. b.
Figura 5. a) Celda de Combustible Microbiana (CCM) de biocatodo. Camara anddica
(derecha), camara central (puente salino), camara biocatddica (derecha). b) Electrodo de
grafito.

4.2 Recoleccién de las muestras ambientales fuente de microorganismos

Para esta investigacion se emplearon tres tipos de indculos: lodos anaerobios, lodos
sulfidogénicos y aguas del rio Pasto contaminadas con aguas residuales de curtiembres. Las
muestras de lodos se recolectaron del RELLENO SANITARIO ANTANAS (RSA), que se
encuentra localizado a 13 Km de la ciudad de San Juan de Pasto, sobre la Variante Daza-
Buesaco en la Vereda La Josefina- Corregimiento Morasurco, a una altura de 2750 msnm,
temperatura promedio de 12 °C y pluviosidad de 1200 mm/afio.

La muestra de lodos anaerobios fue extraida del fondo de la laguna de igualacion
(caudal 2 L/s), la muestra de lodos sulfidogénicos que estan enriquecidas con sulfato del
sedimentador de la planta fisicoquimica; estas muestras se recolectaron en recipientes oscuros
nuevos de Y4 de galon. Las muestras de agua del rio Pasto fueron extraidas de un punto
localizado detrds de las instalaciones de la Universidad de Narifio cerca de las zonas de
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desagiie de las curtiembres, se recolectaron en un recipiente de vidrio de 1 L. Todas las
muestras fueron transportadas a los laboratorios de la Universidad de Narifio y almacenadas en
una nevera a una temperatura promedio de 4 °C, manteniéndose refrigeradas hasta su uso.
(Figura 6).

Figura 6. Fuentes de las muestras ambientales empleadas como indculos para las CCMs
de biocatodo. a) Laguna de igualacion fuente de lodos anaerobios; b) sedimentador de la
planta fisicoquimica fuente de los lodos sulfidogénicos; c¢) punto de desagle de la fuente de las
aguas residuales de las curtiembres sobre el rio Pasto.

4.3 Medio de cultivo e in6culos

Camara anddica. Los inéculos que se utilizaron para la camara anddica fueron los
lodos anaerobios. Se inocul6 al 10% (v/v) de lodo anaerobio, una solucibn andédica
correspondiente a agua residual sintética (ARS) descrita por Cha et al., 2010 modificada en su
fuente de carbono (Tabla 1); el volumen total de la solucién fue de 300 mL.
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Tabla 1. Composicién de agua residual sintética contenida en la camara anddica

Compuesto Com(%(;f)lcmn *Compuesto CorPrﬁg/sLlc):lon *Compuesto Cor?rﬁgfli():lon
(macronutrientes) (micronutrientes) (micronutrientes)
KH2PO4 8.2 CaClz-6H,0 130 MnSOg4-H20O 100
7,0 (NHa)s (M0702
K2HPO4 FeCls 1000 )a-4H;0 206
NH,Cl 0.1 HaBOs 6 AlCl3 50
NaHCO;3; 0.2 ZnCl; 70 CoClz 238
MgSO4-7H,0 0,01 cucl 2 NiCl 24
Fuente de carbono Glucosa (0,25 M, 0,1 M, 0,05 M)

*El agua residual sintética se asemeja al agua residual real, en lo referente a su composicién organica e inorganica
COmo a sus caracteristicas fisicoquimicas.

**La solucién de micronutrientes estara en proporcion de 1 mL / L de la solucién de macronutrientes. (Chaet al.,
2010).

Camara Catddica. Los in6culos que se utilizaron para la camara catddica fueron lodos
sulfidogénicos y aguas del rio Pasto. Se inoculé al 10% (v/v) de lodos sulfidogénicos o aguas
del rio Pasto, una solucion catédica de macronutrientes descrita por Huang et al., (2010) y
micronutrientes descrita por Cha et al., (2010) (Tabla 2), enriquecida con dicromato de potasio
K,Cr,07: (Cr6+) a 50ppm; el volumen total de la solucién catddica fue de 300mL.

Tabla 2. Composicién de la solucién catodica

Composicién Composicié - Composicién
Compuesto (g/L) Compuesto n (mg/L) Solucién de (mg/L)
(macronutrientes) (micronutrientes) Micronutrientes
4,4
KH2PO4 CaCl,-6H,0 130
AICI 50
34 :
K2HPO4 FeCls 1000
NH.Cl 13 H3BOs 6
10 CoCl; 238
NaHCOs ’ ZnCl, 70
NaCl 0,5 CuCl, 2
CaCly 0,0146 *MgCls 100 NiCl 24
2
0,2 (NH4)5 (MO702
MaClz )a-4H.0 206

* Se sustituyéMgS0O..7H,0 por MgCl, para evitar la reduccién de sulfato. Huang et al. (2010)

4.4 Aclimatacion

Este proceso tuvo como propésito promover la formacién de biopelicula sobre las
superficies de los electrodos de grafito y los lechos de minas de grafito, a partir de los inéculos,
lodos anaerobios, sulfidogénicos y agua del rio Pasto. El periodo de aclimatacion se llevé a
cabo en condiciones de anaerobiosis en beackers de 400 mL, a temperatura ambiente por 7
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meses. Durante los primeros 4 meses de activacion, se realizaron cada semana alimentaciones
de 10mL con nuevas soluciones anddica y catddica, los 3 meses siguientes para el
fortalecimiento de la biopelicula se realizé una alimentacion por mes de 150 mL con nuevas
soluciones anddica y catodica, acompafiada ademas de recambio de lodos y de agua de rio,
para cada caso.

4.5 Operacién de las CCMs

Para las CCMs se utilizaron los electrodos de barras de grafito y los lechos de minas
conteniendo una biopelicula que fue formada durante 7 meses con diferente tipo de indculo:
lodos sulfidogénicos (celdas S) y aguas del rio Pasto contaminadas con aguas residuales de
curtiembres (celdas P), expuestos a una solucién de K,Cr,O7: Cr®" a 50 ppm; mientras que en
la camara anddica se mantuvo el mismo tipo de in6culo (lodo anaerobio) expuesto a diferente
concentracion de glucosa: celda 1: 0,25 M, celda 2: 0,1 M y celda 3: 0,05 M. Las CCMs fueron
operadas a temperatura ambiente y en modo batch durante tres ciclos, es decir, afiadiendo
nuevas soluciones anddica y catddica (con sus respectivos indculos) cuando el voltaje llegaba
a cero, durante tres veces. El registro del voltaje en circuito cerrado se hizo grabando
continuamente los datos a través de una camara web. Ademas se extrajeron muestras para los
analisis de DQO y Cr ®* al inicio y final de cada ciclo. (Figura 7).

a. b.
Figura 7. Celdas de combustible de biocatodo para lareduccién de cromo hexavalente y
generacién de energia. a) CCM con in6culos: Lodos anaerobios-Lodos Sulfidogénicos. b)
CCM con inéculos: Lodos Anaerobios- Agua del rio Pasto.

4.6 Determinacion de voltaje (mV) y densidad de potencia (mW /m? en las CCMs de
biocatodo

Con la finalidad de monitorear los cambios de voltaje en el tiempo de cada celda en
estudio, la mediciobn de voltaje se realizd utilizando multimetros (marca Uni-Trend®). Se
realizaron las mediciones de voltaje sobre la resistencia externa conectada entre el anodo y el
catodo. Las lecturas de voltaje se registraron en una computadora cada hora, con la ayuda de
una cdmara web y la instalacién del programa webcam XP 5 para fotografiar las pantallas de
los multimetros que muestran las mediciones y posterior almacenaje de estas fotografias en un
archivo digital para obtener el respectivo grafico de la sefial de voltaje de las CCMs en estudio
y a partir de estos datos se construyeron graficas de voltaje (mV) vs tiempo (t).
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Ademas se hizo el calculo de corriente (I) en funcion del tiempo (t) usando la ley de
Ohm descrita en la Ecuacién 1, donde se relacionan las variables voltaje (V), corriente (I) y
resistencia (R). Con los datos de voltaje, corriente y area de los electrodos se calcularon DP
(mW / m?) en los puntos iniciales de cada ciclo y los maximos durante los mismos, a partir de la
Ecuacion 2.

4.7 Determinacion de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

La cantidad de materia organica (MO) removida de las aguas residuales sintéticas se
determiné midiendo la DQO de las muestras. Los resultados de los analisis se expresan en
miligramos de oxigeno equivalente al contenido de MO por litro (mg O./L) (Ledn, 2009). La
DQO se determiné al inicio y final de cada ciclo, para esto se recolectaron 4 mL de muestra de
la camara anddica de cada celda y se filtraron; se prepararon las muestras de acuerdo al
protocolo establecido en los laboratorios especializados de la Universidad de Narifio basado en
el método estdndar 5220B. ElI método consistid en realizar una digestion con una solucion
oxidante y una solucion catalizadora en un reactor de digestién E&Q Termoreactor (Figura 8) y
posteriormente mediciones de absorbancia de las soluciones en el espectro de luz visible a 600
nm.

La solucién oxidante se prepard con 10,216 g de K,Cr,O; previamente secado en una
mufla a 103°C durante 2 horas, se disolvieron en 500 mL de agua destilada; seguidamente se
adicionaron 167 mL de H,SO, concentrado y 33,3 g de HgSO,, esta mezcla se afor6 hasta a
un 1L con agua destilada tipo Il. La solucion catalizadora contiene 5,5 g de Ag,SO, en 566,123
mL de H,SO, concentrado.

Previamente se prepararon soluciones patron de ftalato acido de potasio (KHP) y se
realiz6 una curva de calibracion para la interpolacion de las lecturas de las muestras.

a. b.
Figura 8. Instrumentos para la determinacion de DQO. a) Termoreactor E&Q (derecha) b)
Espectrofotometro Perkin Elmer (Izquierda).

4.7.1 Curva de calibracion

La curva se construy6 tomando alicuotas de la solucién patron primario de ftalato acido
de potasio de concentracién igual a 1000 ppm, con equivalentes de DQO en un intervalo de
100-1000 mg O./L, para altas concentraciones. Se pesaron 0,851 g de KHP, previamente
secado a 120 °C por 2 horas; y se disolvieron en un litro de agua destilada tipo IlI.
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Esta solucion tiene un contenido tedrico de DQO de 1000 mg/L (ppm) y es estable por 3
meses en refrigeracién. Se agregaron a cada vial 3,5 mL de solucién catalitica, 1,5 mL de
solucién digestora y 2,5 mL de KHP, seguidamente se realiz6 la digestion de las soluciones en
un reactor de digestion E&Q Termoreactor durante 2 horas. Los viales se enfriaron a
temperatura ambiente y se construy0 la curva de concentracion de DQO (mgO,/L) contra las
absorbancias. La curva se realizd por triplicado. Se determiné el rango lineal de la curva de
calibracion y se realiz6 un tratamiento estadistico de los datos, estableciendo parametros como
precision, como se indica en las Ecuaciones (8-9), con el fin de dar confiabilidad a los
resultados encontrados.

n(Xi — X)° S
S = MECS C.V.==x100% Ec9
(n-1) X

Donde, S: desviacién estandar; Xi: resultado de la medicién, X:promedio de los valores
de la distribucion de datos y n-1: grados de libertad; CV: coeficiente de variacion.

4.8 Determinacion de cromo (Cr®)

La metodologia utilizada para la determinacion de Cr®" fue validada estadisticamente en
este estudio (Anexo 4). La cuantificacién de Cr® remanente se determiné al inicio y final de
cada ciclo, para esto se recolectaron 4mL de muestra de la cAmara catodica de cada celda y se
filtraron; se utilizé el método de la 1,5-difenilcarbazida en medio acido (H:PO,4 y H,SO,), segun
el método estandar 3500D (APHA, 1992) y posterior lectura de absorbancia a 543 nm con un
espectrofotometro  Pharo 3000, se determind la concentracion de Cr®* presente por
interpolacion de la curva de calibracion. Previamente se prepararon soluciones de K,Cr,O; de
concentracion conocida y se realiz6 una curva de calibracion para la interpolacién de las
lecturas de las muestras.

Figura 9. Espectrofotémetro Pharo 3000

4.8.1 Curva de calibracion

La curva se construyé tomando alicuotas de la soluciéon de K,Cr,O; de concentracion
igual a 5 ppm en un intervalo de 0,2-1 ppm. Se agreg6 a un balon de 10 mL, 0,25 mL de H3;PO,
concentrado, 2 gotas de H,SO, concentrado y 2 mL de solucién de 1,5-difenilcarbazida (0,25 g
de difenilcarbazida en 50 mL de acetona).
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Se realiz6é un barrido espectral para determinar la longitud de onda de mayor absorcion
y seguidamente se realizd la medicion de absorbancias de las soluciones y a partir de esos
datos se construyé la curva de concentracién de cromo contra las absorbancias. La curva se
realizé por triplicado. Se determiné el rango lineal de la curva de calibracion y se realizé un
tratamiento estadistico de los datos, estableciendo parametros como precision, limite de
cuantificacién y limite de deteccién como se indica en las Ecuaciones (8-11), con el fin de dar
confiabilidad a los resultados encontrados.

VB +3SB VB + 1OSB
=——— Ec10 =——— Ec.11
YLD m C Yic m c

Donde y,p es el limite de deteccion, y.c es el limite de cuantificacion, yg es la sefial del
blanco, m es la pendiente de la curva y S es la desviacion estandar del blanco.

4.8.2 Tratamiento, preservacion y almacenamiento de las muestras para calculos de DQO
y Cré*

Las muestras de la cAmara anddica, se filtraron y se trataron para su analisis de
inmediato, tomando 0,1 mL de muestra y llevandolo a un aforo de 10 mL con agua destilada
tipo 1l. De esta solucién se tomaron 2,5 mL y se adicionaron a tubos de reaccién previamente
preparados como se mencion6 en la seccién 4.7.1, seguidamente fueron llevados a digestion
en una placa de calentamiento con horadaciones para los tubos (previamente precalentada) a
una temperatura de 150°C durante dos horas. En ocasiones las muestras no digeridas o
tratadas de inmediato se mantenian en refrigeracion a 4°C, agregandoles H,SO, concentrado.

Las muestras de la camara catddica se trataron para su andlisis inmediatamente
después de haberlas tomado, agregando 1 mL de muestra filtrada a un bal6n aforado de 10
mL, de esta dilucién se tomaron 2 mL y se le realizé el mismo procedimiento que los patrones
(Seccion 4.9.1). En ocasiones las muestras no tratadas de inmediato se mantenian en
refrigeracion a 4°C, hasta su andlisis.

4.9 Determinacion de Eficiencia Coulémbica (EC) en las CCMs de biocatodo.

Con los datos de corriente, se obtuvieron graficas de corriente (1) vs tiempo (t) (Anexo 1)
gue se utilizaron para calcular la carga total en coulombs (Cp) a partir de la Ecuacion 4. La EC
de las celdas se determin6é por cada ciclo de operacidon en base a los datos de corriente
calculados y DQO removido en las celdas utilizando la Ecuacién 7(Luo et at., 2010).

4.10 Disefio Experimental y andlisis estadistico

Se llevé a cabo un disefio experimental factorial; para las CCMs de biocatodo los
factores fueron: los ciclos de operacion (A) a tres niveles (1, 2, 3), concentracion de sustrato (B)
a tres niveles (0,25 M, 0,1 M, 0,05 M) y tipo de in6culo(C) a dos niveles (lodos sulfidogénicos y
agua de rio Pasto). Se trabajo con 6 unidades experimentales, todas las CCMs fueron
operadas en modo batch y se monitorearon como variables respuesta: % remocién de materia
organica (MO), % de reduccién de cromoy EC.
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Los factores fueron codificados de tal forma que facilitaran la interpretacion de los
diferentes efectos como se muestra en la siguiente Tabla 3, para el factor ciclos: el ciclo 1 el
nivel inferior (-1), ciclo 2 (0) y ciclo 3 nivel superior (1), para el factor concentracién: 0,05 M (-1),
0,1 M (0) y 0,25 M (1), para in6culos: lodos sulfidogénicos (-1) y agua de rio Pasto (1).

Tabla 3. Disefio experimental

Blogue | Ciclos (A) | Concentracién (B) | Inéculos (C)
1 -1 -1 -1
1 0 -1 -1
1 1 -1 -1
1 -1 0 -1
1 0 0 -1
1 1 0 -1
1 -1 1 -1
1 0 1 -1
1 1 1 -1
1 -1 -1 1
1 0 -1 1
1 1 -1 1
1 -1 0 1
1 0 0 1
1 1 0 1
1 -1 1 1
1 0 1 1
1 1 1 1

Para el analisis estadistico se realiz6 una ANOVA multifactorial con un nivel minimo de
significancia de 0,05 utilizando Statgraphics Centurion, ademas se analizaron graficos de
efectos principales, pruebas de mudltiples rangos y graficos de interacciones de los factores
sobre las variables respuestas.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 DISENO DE LAS CCMs

En esta investigacion, se demostrd que utilizando CCMs de biocatodo disefiadas en el
grupo BEQ operadas a temperatura ambiente fue posible reducir Cr®*, generar electricidad y
remover materia organica (MO). Las CCMs utilizadas tienen las siguientes caracteristicas:
puente salino constituido por KCl/agar como separador fisico entre una cdmara y otra, barras
de grafito como electrodos conductores y como superficie de contacto para el desarrollo de
biopeliculas bacterianas y distancia entre los electrodos de 5cm.

Pese a que en este sistema se usoO puente salino por ser econémico y sencillo de usar,
es importante resaltar que tiene la desventaja de generar una alta resistencia interna en la
celda disminuyendo la eficiencia producida, por eso para futuras investigaciones se recomienda
la utilizacién de MIP como separador en las CCMs (Li et al, 2010; Min et al., 2005).

Se emplearon como electrodos barras de grafito y se construyeron lechos de minas de
grafito como una extension de los mismos, ya que los materiales carbonosos poseen buena
biocompatibilidad, estabilidad quimica, alta conductividad y relativamente son de bajo costo
(Wei et al., 2011), ademas se tuvo en cuenta lo demostrado por Di Lorenzo et al. 2009 y
Galindo 2005 quienes incrementaron el area de los electrodos expuesta a las bacterias,
observaron un aumento de la densidad potencia (DP) generada.

Por otra parte en el disefio de la celda también fue necesario considerar la distancia
entre electrodos, razén por la cual las perforaciones en las tapas de las celdas, se hicieron de
manera estratégica, de tal forma que la distancia entre estos fue la mas corta posible en este
caso de 5 cm, ya que esto facilita la transferencia de electrones (Buitréon y Pérez, 2011).

Es importante resaltar que el desempefio de la celda no solo dependié de los factores
anteriormente mencionados, sino también de la participacion de los microorganismos en la
generacién de electricidad por oxidacion del sustrato en la cAmara anddica asi como también
por la recepcioén de electrones para la reduccién de Cr®* en la camara catddica.

5.2 MICROORGANISMOS EMPLEADOS Y ACLIMATACION

En la camara anodica se inocularon microorganismos provenientes de lodos
anaerobios, se emplearon estas muestras basandose en investigaciones que han demostrado
gue los microorganismos presentes alli generan mayor electricidad y son cominmente usados
como indculo para las CCMs (Du et al., 2007). En estudios previos llevados a cabo en el Grupo
BEQ, se compararon lodos anaerobios y lodos mixtos (aerobios-anaerobios) en la cadmara
anddica de CCMs de biocatodo, donde se obtuvieron mejores resultados con lodos anaerobios
(Bolafios et al., 2011; Revelo et al., 2013a).
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En la camara catdédica se inocularon microorganismos provenientes de lodos
sulfidogénicos que poseen BSR (Pagnanelli et al., 2012) o aguas del rio Pasto contaminadas
con aguas residuales de las curtiembres; las primeras muestras se emplearon basandose en
investigaciones que han demostrado que el tratamiento bioldégico con BSR pueden reducir
diferentes metales y por ende son capaces de reducir Cr®* (Smith y Gadd, 2000; Soledad, 2006;
Singh et al., 2011), por otra parte la utilizacion de agua de rio como inéculo, partié de la
consideracion propuesta por Huang et al., (2010), que utilizaron bacterias nativas de sitios
contaminados con cromo, en este contexto considerando que este metal proviene de
actividades como el curtido de pieles y los desechos se descargan en el rio Pasto, el
aprovechamiento de las bacterias presentes en el agua, que son resistentes al metal, se
considero pertinente utilizarla como inéculo para la reduccion de este.

La aclimatacion se llevo a cabo durante un periodo de 7 meses en el grupo BEQ, lo cual
incidi6é en la formacién de una capa blanca que recubri6 el anodo y el catodo (Figura 10), segun
lo demostrado por Mufioz y Galindo, 2011 durante la aclimatacion se presenta formacion de
biopeliculas con una comunidad microbiana, las cuales permiten un mejor funcionamiento del
sistema. Ademas en estudios de cultivo de estas biopeliculas, llevadas a cabo en el grupo
BEQ, se demostrd la presencia de colonias bacterianas en las biopeliculas de los electrodos,
con diferente morfologia y recuento (Erazo y Usbeck, 2013), comprobandose la necesidad del
proceso de aclimatacion.

Figura 10. Electrodos con biopelicula. Anodo (Izquierda), Catodo (Derecha). Fuente: esta
investigacion

5.3 GENERACION DE VOLTAJE (mV) EN LAS CCMs DE BIOCATODO

Para evaluar la reduccion de Cr® y la generacion de energia en las CCMs de biocétodo,
en esta investigacion se analizaron dos importantes factores como fueron el tipo de in6culo de
la camara catddica y la concentracion de sustrato en la camara anddica en seis CCMs, durante
un diferente periodo total de operacion en circuito cerrado como se indica en la Tabla 4. Las
siguientes tablas son fuente de esta investigacion.
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Tabla 4.CCMs de biocatodo como unidades experimentales para evaluar la reduccién de Cr®*y

la generacién de energia con diferente tiempo total de operacion*.

- Tiempo
Concentracion de Inéculo Denominacién de Total de Ciclos (h)
Glucosa (M) (Camara (Camara Catodica) las CCMs operacion (1,2,3)
Andédica)
(h)
0-155
Lodos Sulfidogénicos S1 290 156-208
209-290
0.25 0-697
Agua rio Pasto P1 1033 698-890
891-1033
0-315
Lodos Sulfidogénicos S2 1161 316-1035
01 1036-1161
’ 0-874
Agua rio Pasto P2 1735 875 -1478
1479-1735
0-1062
Lodos Sulfidogénicos S3 1375 1063-1155
1556-1375
0.05 0-1297
Agua rio Pasto P3 1888 1298-1700
1701-1888

*El In6culo usado en la camara anddica para todas las celdas fueron lodos anaerobios.

El tiempo total de operacién de las celdas vari6 de acuerdo a la concentracién de
glucosa de la camara anddica asi como también por el tipo de inéculo usado en la cdmara
catédica, se puede observar que tanto para las celdas S como P, a medida que disminuye la
concentracion de glucosa, aumenta el tiempo total de operacion; siendo para las celdas P los
tiempos mas largos.

A continuacion se presentan los resultados de voltaje, obtenidos en las CCMs operadas
a diferente concentracién de glucosa (cdmara anddica) y tipo de inéculo (camara catédica).

En la Figura 11 se observa el comportamiento eléctrico de S1 en circuito cerrado
durante los tres ciclos, los puntos en color rojo indican la finalizacion de un ciclo y de
alimentacion con medio fresco. Se presentan tres periodos de tiempo correspondientes a cada
ciclo (Tabla 4), siendo el primer ciclo el mas largo; los dos ciclos posteriores a pesar de ser mas
cortos aumentaron las magnitudes de voltaje. Ademas se pueden observar los voltajes
méaximos luego de cerrar el circuito y durante el ciclo, como se presentard mas adelante en la
Tabla 5. Las siguientes figuras son fuente de esta investigacion.
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Figura 11. Generacion de voltaje en la CCM que contiene glucosa a 0,25 My lodos
sulfidogénicos (S1).

En la Figura 12 se observa el comportamiento de las celdas S2 y S3 en circuito cerrado,
en comparacion con S1, estas tuvieron un mayor periodo total de operacién como se indico en
la Tabla 4. De igual forma, se presentan voltajes maximos al iniciar los ciclos y durante
estos(Tabla 5).Para la celda S2 el segundo ciclo es donde se obtuvo la mayor generacién de
voltaje y el tercero una caida de voltaje pronunciada en el tiempo con un periodo de duracién
mucho mas corto que los dos anteriores.Para la celda S3 se observa que a medida que pasa el
tiempo existe un comportamiento creciente del voltaje obteniéndose una medicion de 27+3 mV
durante 311 h; los siguientes ciclos no mostraron mediciones de voltaje.
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Figura 12. Generacion de voltaje en la CCM que contiene glucosaa 0,1 M (S2)y 0,05 M
(S3) y lodos sulfidogénicos.
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En la Figura 13 se observa el comportamiento de las celdas P1, P2 y P3, donde se
observa la variacion del voltaje con respecto al tiempo en los diferentes ciclos, en las celdas el
primer ciclo fue el més largo, el segundo el que presenté mayor voltaje (excepto P1) y el tercero
el mas corto. De igual forma para estas celdas, se presentan voltajes maximos al iniciar los
ciclos y durante los mismos (Tabla 5).
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Figura 13. Generacion de voltaje en las CCMs de biocatodo P1, P2, P3.

Realizando una comparacion general del voltaje obtenido en las celdas S con las P, se
puede decir que en las celdas P se registraron mediciones de voltaje por tiempos mas
prolongados quizas porque el in6culo de la cadmara catddica necesité de mayor tiempo de
adaptacion y estabilizacion; pero en cuanto a la magnitud de voltaje no se observé en las
celdas P un aumento significativo del mismo con respecto a las celdas S, esto podria deberse a
gue en todos los experimentos se utilizé puente salino que cred igual resistencia interna lo que
tradujo en voltajes similares; sin embargo no se pueden descartar otros factores que inciden en
el desempefio eléctrico de las CCMs, para ello se requieren futuras investigaciones.

En la Tabla 5, se puede observar un resumen del comportamiento eléctrico mostrado por las
celdas Sy P.
Tabla 5. Comportamiento eléctrico de las celdas S y P*.

Voltaje . . 2
' Voltaje Méximo (mV) Densidad de potencia (mW/m?)
Celdas | Ciclos L
(mV) inicial Durante el - .
. Inicial Durante ciclo
ciclo
1 16 11 0,088 0,042
S1 2 31 19 0,331 0,125
3 37 16 0,472 0,088
1 35 9 0,427 0,028
S2 2 13 40 0,059 0,557
3 16 18 0,089 0,113

45



S3 1 49 27 0,822 0,25
1 99 9 3,393 0,028

P1 2 30 9 0,312 0,028
3 15 8 0,078 0,022
1 94 16 3,03 0,088

P2 2 14 39 0,067 0,522
3 39 13 0,522 0,058
1 88 29 2,671 0,29

P3 2 16 34 0,088 0,399
3 78 17 2,098 0,1

*|los valores resaltados de color azul son los voltajes maximos obtenidos de cada celda durante el transcurso de los
ciclos.

Las celdas se mantuvieron cuatro dias en circuito abierto por cada ciclo de operacion,
durante este periodo se presenta una diferencia de potencial y por ende existi6 una
acumulacién de cargas dentro de las CCMs, al cerrar el circuito, los electrones circulan del
anodo al catodo generando una corriente eléctrica que a su vez produce un potencial sobre la
resistencia externa (Tabla 5). Se observa que el voltaje medido en dicha resistencia disminuye
con el tiempo, hasta que se produce un incremento del mismo (Figuras 11-13), no obstante
durante todo el experimento se obtuvieron voltajes fluctuantes con el tiempo. Las fluctuaciones
de voltaje descritas anteriormente pueden ser el resultado de la complejidad de estos sistemas,
segun Chae et al. (2009) afirman que el desempefio eléctrico de las CCMs se le atribuye a la
capacidad metabdlica de los microorganismos presentes en las biopeliculas del anodo para
oxidar la materia organica y generar energia eléctrica.

Los resultados obtenidos para todas las celdas, indican que los voltajes iniciales varian
entre cada ciclo de operaciéon pero no tienen incidencia sobre los voltajes obtenidos durante el
transcurso de los ciclos (Tabla 4), los voltajes iniciales son producto de la alimentacion con
sustrato fresco lo cual refleja una medicién alta del voltaje en ese momento, mientras que el
voltaje generado demuestra la capacidad de los microorganismos en oxidar el sustrato en un
tiempo determinado (Cirik, 2014).

Los valores de voltaje mas bajos obtenidos en los ciclos fueron para S1 y P1
(concentracion de glucosa de 0,25 M) en comparacion con las demas celdas (Tabla 4), este
resultado se asemeja al modelo de cinética tipo saturacion entre la concentracién de sustrato y
el voltaje generado (Sharma y Li, 2010) (es decir, a medida que aumenta la concentracion del
sustrato, aumentan estas magnitudes, hasta que hay suficiente sustrato y por mas que se
aumente su concentracion, las magnitudes se mantienen constantes) (Anexo E), lo que quiere
decir que los microorganismos solo asimilaron una parte del sustrato lo cual hace que no
aumente de manera significativa la magnitud de voltaje.

Por otra parte, los resultados obtenidos en las celdas muestran que durante el segundo

ciclo se presentan los maximos voltajes, quizas en este ciclo, la biopelicula estd en una fase
madura y que estd implicada en la mayor generacién de electricidad ya que como lo
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demostraron Chae et al. (2009), los microorganismos adheridos al electrodo son los principales
responsables de la generacion de electricidad. Es interesante observar que para S3 en los
siguientes ciclos no se generé voltaje, posiblemente a medida que disminuye la concentracion
de glucosa esta no es suficiente para soportar la biopelicula hasta los siguientes ciclos, no
obstante para esta celda se encontr6 la mayor riqueza y abundancia de colonias bacterianas
segun lo demostrado por Erazo y Usbheck (2013), este resultado probablemente indica que, las
bacterias cultivables ya no desempefiaron la funciébn de generar electrones y transferirlos al
electrodo para generar un voltaje, sin embargo se requieren futuras investigaciones para
demostrar su funcion en la generacién de electricidad y en la biopelicula.

En general los resultados del voltaje obtenidos en estas celdas, permitieron demostrar la
capacidad de los microorganismos de aprovechar la glucosa a distintas concentraciones y su
influencia en el desempefio eléctrico dentro de las celdas por cada ciclo de operacion,
cumpliéndose uno de los objetivos perseguidos en esta investigacion.

En la literatura se encuentra un parametro de andlisis del desempefio eléctrico, es la
DP, la cual refleja la generacién de voltaje frente al area de los electrodos del experimento en
particular, desde esta perspectiva la Tabla 4 muestra que los valores obtenidos de DP, son
importantes si se compara con el obtenido por Xafenias et al. (2013) quienes en una CCM de
biocatodo para la reduccion de Cr ® con MIP y como fuente de carbono lactato obtuvieron una
DP de 1,7 mW/m? pues algunos de los valores obtenidos en esta investigacion lo superan en
una unidad. Por otra parte si se compara con otras investigaciones, los valores de DP aqui
obtenidos pueden ser considerados bajos, por ejemplo: Tandukar et al. (2009), utilizando una
CCM de biocatodo para la reduccién de Cr®" con MIP y como fuente de carbono acetato
(cdmara anddica) la maxima potencia generada fue de 55,5 mW/m? Singhvi and Chhabra
(2013) utilizando una CCM de doble camara con puente salino de catodo abidtico para la
reduccion de Cr® usado biomasa de algas en la camara anddica, obtuvieron una méaxima DP
de 207 mW /m?,

En general estas CCMs de biocatodo mostraron valores maximos de voltaje y DP,
iniciales y durante los ciclos (Tabla 4) que no fueron representativos si se compara con los
obtenidos en otras investigaciones de hasta 600 mV y 7200 mW/m? respectivamente (Alzate et
al., 2008; Revelo et al., 2013b), sin embargo bajo las condiciones en que fue desarrollado el
experimento se puede decir que fue posible generar energia eléctrica en CCMs de biocatodo
de bajo costo y aprovechando inéculos propios de la region.

5.4 DETERMINACION DE LA DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO (DQO)

5.4.1 Curva de calibracion
Para el estudio de la remocién de materia organica, expresada en términos de DQO, se

realiz una curva de calibracion basada en el método estandar 5220 D que establece un rango
Optimo de trabajo entre 100 y 900 mg O./L (APHA, 1992).
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La Figura 14, representa la curva de calibracion a través de la cual se realizé la
evaluacion de la linealidad del método, al aplicar la regresion lineal para n= 3, con el objetivo de
obtener la recta de mejor ajuste. Se obtuvo un coeficiente de correlacién por encima del limite
establecido (R*>0,99), que permitié aceptar la linealidad en este rango, esto indica claramente
la dependencia lineal existente entre la concentracion y la absorbancia en el intervalo evaluado.
Los datos de absorbancias obtenidos en la medicién espectrofotométrica después de analizar
las muestras patrén, mostraron una reproducibilidad aceptable segun la regresion lineal y la
mayoria de los coeficientes de variacién no superaron el 10 % (Anexo B). A partir de la curva
de calibracion con rango lineal aceptable, se pudo cuantificar el valor de DQO en las muestras
de la cAmara anddica de las celdas.
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Figura 14. Curva de calibracion para la cuantificacion de la demanda quimica de oxigeno

(DQO).

5.4.2 Anédlisis de remocién de MO en las CCMs de biocatodo

Las muestras filtradas de cada celda (camara anddica), fueron utilizadas para un
analisis de DQO expresada como mg O,/L, con el fin de calcular la eficiencia de remocion de
materia organica (MO). Para cada ciclo se tuvo en cuenta la DQO inicial y DQO final (Anexo C).
Para determinar la concentracion de las muestras, se utilizé la ecuacion de la recta de la curva
de calibracién (Figura 14). Cada muestra se prepar6 de acuerdo a la seccion 4.7, como se
trabaj6 con concentraciones altas y teniendo en cuenta el rango de la curva, se efectuaron
diluciones a 100 veces. El porcentaje de remocion de MO en las CCMs de biocatodo se resume
en la Tabla 6.

Tabla 6. Porcentaje de remocién de materia organica en las CCMs de biocatodo*.

Ciclos Celdas
S1 S2 S3 P1 P2 P3
1 32,2 43,2 91,5 47,6 96,5 97,9
2 31,9 73,3 13,9 19,9 96 63,6
3 35,5 30,1 16,3 26,8 24,8 46,5

*Los valores resaltados en color verde indican los porcentajes de remocion mas altos de cada celda.
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La Tabla 6 permite observar que en todas las celdas se obtuvo remocion de MO en
cada ciclo demostrandose la actividad microbiana a nivel de la camara anddica (Rabaey et al.,
2003). Los porcentajes mas altos de remocidn se presentaron para las celdas P3 (97,9 %), P2
(96,5 %) y S3 (91,5 %) durante el primer ciclo, seguido por las celdas P2 (96 %) y S2 (73,3 %)
en el segundo ciclo, mientras que para las celdas S1y P1, se obtuvo remocién <50 % en todos
los ciclos; lo que demuestra que la mayor remocion de MO se obtuvo a menores
concentraciones de glucosa, presentdndose nuevamente un modelo semejante al de una
cinética tipo saturacion (Sharma y Li, 2010), de tal forma que a una concentracion alta de
sustrato en las CCMs, las bacterias no asimilan toda la materia organica introducida resultando
en valores bajos de remocion comparados con las celdas de menor concentracion (S3 'y P3).

Ademas, el analisis de varianza realizado permiti6 determinar qué factores (ciclos,
concentracion, inéculos) tienen un efecto estadisticamente significativo sobre la variable
respuesta: % remociéon de MO, a un nivel de confianza de 95 %. Como se puede observar en la
Tabla 7, el factor A correspondiente a ciclos, produce diferencias significativas en el %
remocién de MO puesto que el nivel de significacibn es menor que 0,05, esta variable
dependera de como varie este factor.

Estas diferencias causadas por los ciclos se pueden explicar por la duracién de cada
ciclo, en esta investigacion se observo que los primeros ciclos fueron los méas largos excepto
para la celda S2 que fue el segundo ciclo, indicando que a mayor duracién de los ciclos mayor
% remocion de MO, segun lo demostrado por Cirik, 2014, que alcanz6 una eliminacion del 90
% en un periodo de 15 dias y un porcentaje del 56 % en un periodo de 10 dias, afectandose
negativamente la remocion de MO por la disminucion del tiempo del ciclo, estos resultados
también pueden incidir en la generacién de voltaje sea por tiempos mas largos o cortos.

Tabla 7. Andlisis de Varianza para % remocion de MO

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Razén-F [Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:ciclos 4368,18 2 2184,09 7,05 0,0489
B:concentracion 2695,07 2 1347,54 4,35 0,0993
C:inoculos 1278,49 1 1278,49 4,12 0,1121

La Figura 15 muestra de manera mas clara cudl es la incidencia de cada factor sobre el
% remocion MO, se puede apreciar que la mayor diferencia corresponde al primer ciclo (-1) y
es de 38,2 %, seguido por la concentracion de 0,05 M (-1) (22,7 %) y por el indculo de agua de
rio Pasto (1) (16,7 %), estos dos ultimos factores tienen un efecto sobre esta variable de
manera menos marcada que los ciclos. Ademas la Figura 15, permite determinar en qué ciclo,
a que concentracion y que tipo de indculo se presentaron los més altos % de remocion de MO,
siendo el primer ciclo (-1), a una concentracioén de 0,05 M (-1) y con agua de rio Pasto (1) como
inoculo.
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Figura 15. Efectos individuales de cada factor sobre % remocién MO.

A modo de confirmacion del resultado anterior se utilizé la prueba de mdultiples rangos
(Tabla 8) la que establece cuales medias son significativamente diferentes de otras. Se puede
observar en la Tabla 8 que los ciclos 1(-1) y 3(1) no son grupos homogéneos, lo que significa
gue las medias poblacionales son estadisticamente diferentes a un nivel de confianza del 95 %.
Ademés se puede decir que el ciclo 1 es el que més influye en el % de remocién MO como se
menciono anteriormente.

Tabla 8. Pruebas de Multiple Rangos para % remocién de MO por ciclos

Método: 95,0 porcentaje LSD

ciclos |Casos [MedialLS [SigmalLS [Grupos Homogéneos
1 6 30,0 7,18733 |X
0 6 49,7667 |7,18733 |XX
-1 6 68,15 7,18733 |X
Contraste |Sig. |Diferencia [+/- Limites
-1-0 18,3833 28,221
-1-1 * 38,15 28,221
0-1 19,7667 28,221

* indica una diferencia significativa.

La Figura 16 muestra como varia el % de remocién MO a las diferentes concentraciones
por cada ciclo de operacion. Se puede observar nuevamente que el mayor % de remocion de
MO se presentd en el primer ciclo para las celdas que trabajaron a una concentracién de
glucosa de 0,05 M con un valor mayor al 90%, mientras que en el segundo ciclo se obtuvieron
mejores resultados para las celdas con glucosa a 0,1 M mayor al 80 %, por ultimo en el tercer
ciclo, en todas las celdas a cualquier concentracion de glucosa el % remocion de MO es menor
al 45 %, se puede decir que operar las CCMs durante varios ciclos no aportaron un incremento
significativo sobre esta variable, lo cual bajo las condiciones en que llevé a cabo el experimento
se hace necesario tan solo un ciclo y utilizar sustrato a menores concentraciones.
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En las CCMs operadas bajo las condiciones descritas en este estudio, se logré alcanzar
una remociéon de MO superior al 90 % cuando se uso sustrato a bajas concentraciones (0,05 M
y 0,1 M), lo cual demuestra una eficiente actividad microbiana segun lo descrito por Sharma y
Li, (2010) y es correspondiente con los resultados obtenidos de voltaje, demostrandose
nuevamente la influencia de la concentracion de sustrato sobre la produccion de energia
eléctrica.

Gréfico de Interacciones

105 |~ = Concentracion
r —8— 0,05

—— 01

L —— 025

85 [~

% DQO

65 - .
45~ .

25 -
1 2 3
Ciclos

Figura 16. Variacion del % de remocion de MO a diferentes concentraciones por cada
ciclo de operacion en CCMs de biocéatodo.

5.5 DETERMINACION DE CROMO (Cr®)

5.5.1. Curva de calibracion

Para el estudio de la reduccion de Cr®, expresada en términos de ppm, se construyo la
curva de calibrado en un rango de trabajo de 0,2 y 1 ppm (Figura 14). Se realiz6 un analisis
estadistico de datos para la determinacion de Cr®* mediante espectrofotometria Uv-Vis; donde
se tuvieron en cuenta parametros como: linealidad, precisién, exactitud, limites de
cuantificacion y limites de deteccion para lo cual se parti6 de la formacién de un complejo
coloreado generado por la reaccién de Cr®* con la 1,5 difenilcarbazida (Figura 4), realizando
tres mediciones para la construccion de una curva de calibracion.

En el proceso de analisis estadistico fue necesario establecer la concordancia de los
datos obtenidos tras la medida de las absorbancias mediante la utilizacion el test Q a un nivel
de confianza del 95 %, utilizando este procedimiento no se descartdé ningln dato (Anexo D).
Con respecto al andlisis de linealidad ésta se determiné al establecer la recta de mejor ajuste
gue en este caso correspondi6 a la obtenida a partir de los valores promedio de las
absorbancias, con un alto coeficiente de correlacion (0,998), lo que demostré una dependencia
lineal existente entre la concentracion y la sefial analitica (absorbancia) y permitié aceptar la
linealidad en el intervalo evaluado.

Se observé en general una buena precision y exactitud del método en la construccion

de las curvas de calibracion empleando distintas concentraciones de Cr®, pues las tres
repeticiones arrojaron valores de absorbancia que resultaron en su mayoria ser homogéneos
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para cada concentracion, es decir, todo esto apunté a que el método permite una buena
reproducibilidad de los resultados (sefial analitica-absorbancia), la mayoria de los valores de
los coeficientes de variacion (CV) no superaron el 15 % y no se identificaron diferencias
significativas entre los valores de absorbancias promedio obtenidas y las calculadas a partir de
reportes literarios de absortividad molar. Finalmente se estableci6 que el método puede
emplearse para la deteccién de Cr®* en muestras cuya concentracién se encuentre por encima
de 0,0318 ppm y cuantifica con precision a un 95 % de confiabilidad, muestras cuya
concentracion de Cr®* sea igual o mayor a 0,0882 ppm. La figura 17, representa la curva de
calibracion con la que se obtuvieron los valores de Cr®* en las muestras de la camara catodica
de las celdas.

0,8 -

y =0,677x - 0,005
R2 = 0,998

0 0,5 1 15
Concentracion de Cr®* (ppm)

Figura 17. Curva de calibracién para la cuantificacién de Cr®".

5.5.2. Anélisis de (Cr ®) en las CCMs de biocatodo

Las muestras filtradas de cada celda (camaras catédicas), fueron utilizadas para realizar
un andlisis de Cr®*, con el fin de calcular la eficiencia de reduccién con relacién a los valores
iniciales. Cada muestra se prepard de acuerdo a la seccion 4.8, ademas como se trabaj6é con
concentraciones altas, se efectuaron diluciones a 50 veces. Para determinar la concentraciéon
de Cr®, se parti6 de la ecuacion de la recta de la curva de calibracion (Figura 18).El porcentaje
de reduccién de Cr®en las CCMs de biocatodo se resume en la Tabla 9.

Tabla 9. Reduccion de Cr®* en las CCMs de biocatodo*.

cr** cr’* %
CELDAS | CICLOS INICIAL FINAL REDUCCION
(ppm) (ppm)
1 25,7 12,9 49,8
S1 2 22,8 15,7 31,4
3 29,1 14,8 49,2
1 26,7 12,8 52,1
S2 2 26,4 10,9 58,7
3 19,4 15,2 21,6
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1 21 6,3 70,0
S3 2 29,8 19,6 34,2
3 37,7 31,6 16,2
1 45,3 25,9 42,9
P1 2 47,4 40,0 15,7
3 46,6 38,5 17,4
1 46,5 31,0 33,2
P2 2 46,6 18,2 60,9
3 43,9 40,3 8,2
1 45,2 6,2 86,3
P3 2 46,0 32,9 28,3
3 46,6 37,6 19,3
*Los valores resaltados en azul son los mayores porcentajes de reduccién para cada una de las CCMs de
biocatodo.

Como se puede observar en la Tabla 9, mediante el método de espectroscopia UV-Vis,
se logré cuantificar la reduccion de Cr®* en las CCMs de biocatodo, cumpliéndose con otro de
los objetivos de esta investigacion, este método valorado estadisticamente es un aporte para el
grupo BEQ para futuras investigaciones. En lo que respecta a esta investigacion, la Tabla 9
permite observar que existe una tendencia general donde a menor concentracion de glucosa
como fuente de carbono en la camara anddica mayor reduccién de Cr®* en la camara catodica
de las celdas, siendo para P3 (86,3 %) y S3 (70 %) los porcentajes mas altos de reduccion,
seguido por las celdas P2 (60,9 %) y S2 (58,7 %), mientras que para las celdas S1 y P1, se
obtuvo remocién <55 % en todos los ciclos. Cabe resaltar que la mayoria de los valores de
reduccion de Cr® coinciden con los mas altos porcentajes de remocién de MO (Tabla 6); estos
resultados son interesantes porque demuestran el funcionamiento del sistema, donde los
electrones se generan a partir de la descomposicion del sustrato que realizan los
microorganismos en el anodo en la camara anddica y son transferidos hasta el catodo en la
camara catodica donde los microorganismos utilizan el Cr® como aceptor final de electrones y
lo reducen.

En el analisis de varianza para el porcentaje de reduccién de cromo, se observo que
existen dos efectos principales debidos a los factores: ciclos (A) e inéculos (C) y una
interaccion entre ciclos y concentraciéon (A-B), indicando tres valores-p menores que 0,05
(Tabla 10) tienen un efecto estadisticamente significativo sobre él % reduccion de cromo a un
nivel de confianza del 95,0 %.

Estos resultados demuestran la influencia de los ciclos discutidos anteriormente para %
remociéon MO, en este caso a mayor duracién de los ciclos mayor % reduccién de Cr®*: y la
relevancia de los microorganismos en el catodo, encontrandose estadisticamente diferencias
entre un indculo y otro.

Tabla 10. Analisis de Varianza para % reduccién de cromo

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Razén-F [Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:ciclos 4812,64 2 2406,32 59,99 0,0010
B:concentracién 161,973 2 80,9867 2,02 0,2477
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C:inoculos 311,667 1 311,667 7,77 0,0494
INTERACCIONES

AB 1699,77 4 1424,942 10,59 0,0210
AC 387,551 2 193,776 4,83 0,0857
BC 436,191 2 218,096 5,44 0,0723
RESIDUOS 160,456 4 40,1139

TOTAL (CORREGIDO) 7970,24 17

Los efectos individuales de cada factor analizados sobre él % de reduccion de cromo se
muestran en la Figura 18. Se puede observar que el mayor efecto lo produce el factor A en el
nivel bajo (-1) correspondiente al ciclo uno con una diferencia del 39 %, esto quiere decir que
los valores mas altos de reduccidén de cromo se encontraron en este ciclo. Ademas se puede
observar que el factor C también tiene un efecto sobre la variable aunque en menor proporcion
qgue el factor A pues la diferencia es de un 8 %, se puede decir que el in6culo con que se

obtuvo mejor respuesta de % de reduccién cromo fue para el lodo sulfidogénico (-1).
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Figura 18. Efectos individuales de cada factor sobre cromo.

Para apoyar este resultado se realizaron pruebas de multiples rangos tanto para ciclos
in6culos (Tabla 12), indicando que en el caso de ciclos existieron
diferencias significativas para los tres pares de datos dado que los grupos no fueron
homogéneos entre si; observando que el ciclo uno (-1) existié mayor % reduccién de cromo y el

(Tabla 11) como para

ciclo tres (1) el de menor porcentaje obtenido.

Tabla 11. Pruebas de Multiple Rangos para cromo por ciclos

Método: 95,0 porcentaje LSD

ciclos [Casos |MedialLS [SigmalS |[Grupos Homogéneos
1 6 21,9833 [2,58566 (X
0 6 33,5833 |2,58566 X
-1 6 60,9833 |2,58566 X
Contraste |Sig. [Diferencia |+/- Limites
-1-0 * 27,4 10,1526
-1-1 * 39,0 10,1526
0-1 * 11,6 10,1526

* indica una diferencia significativa.
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La prueba de mudltiples rangos para in6culos muestra que existi6 una diferencia
significativa entre lodos sulfidogénicos (-1) y agua de rio Pasto (1), observandose que los lodos
sulfidogénicos hicieron un mayor aporte en la reduccion de cromo, sin embargo cabe resaltar
gue el mayor porcentaje de reduccion de cromo (86,3 %) fue obtenido en la celda operada con
el indculo agua de rio Pasto en el primer ciclo (P3).

Tabla 12. Pruebas de Multiple Rangos para cromo por indculos

Método: 95,0 porcentaje LSD
in6culos |Casos |Media LS |SigmalLS [Grupos Homogéneos
1,0 9 34,6889 2,11118 |X
-1,0 9 43,0111 2,11118 X

Contraste |Sig. |Diferencia [+/- Limites
-10-10 |* 8,32222 8,28956
* indica una diferencia significativa.

La Figura 19 muestra como varia el % porcentaje de reduccién de Cr®* con diferentes
indculos por cada ciclo de operacion. Se puede observar que el mayor % de reduccién de Cr®*
se present6 en el primer ciclo tanto para las celdas con agua de rio Pasto como para lodos
sulfidogénicos con un valores entre 50-60 %, mientras que en los ciclos dos y tres se observa
una diferencia un poco mas marcada entre un inéculo y otro, siendo para los lodos
sulfidogénicos los que presentaron mayores % de reducciébn entre un 40 y 30 %
respectivamente mientras que para el in6culo de agua de rio Pasto se obtuvieron valores de
reduccion entre 15-20 %.
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Figura 19. Variacion del % porcentaje de reduccion de Cr® con diferentes in6culos por
cada ciclo de operacion en CCMs de biocatodo.

En general estos resultados permitieron valorar la eficiencia para la reduccién de Cr®* de
dos diferentes tipos de inéculos empleados en las CCMs de bhiocatodo cumpliéndose otro de
los objetivos de esta investigacion. Se puede decir que la influencia de los inéculos en la
camara catédica, juegan un papel importante en la recepcion de los electrones.
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Los lodos sulfidogénicos que poseen BSR, las cuales en ausencia de sulfato usaron el
cromo como aceptor de electrones permitieron un buen desemperio global de las celdas S para
la reduccién de Cr® obteniendo porcentajes entre 40-70 % en los dos primeros ciclos de
operacién(Tabla 9), estos porcentajes son importantes bajo las condiciones llevadas a cabo en
la experimentacion; si se compara con otros estudios realizados Unicamente con BSR y con
una fuente externa de carbono como electrodonor; por ejemplo: Smith y Gadd, (2000), quienes
utilizaron biopeliculas bacterianas de BSR para la reduccion y precipitacion de cromato,
mostraron que un 88 % de cromo hexavalente fue removido en la solucion y un 80 % de cromo
trivalente precipitd. Singh et al. (2011) en un biorreactor a pequefia escala encontraron que la
maxima remocién de Cr®* de una solucién a una concentracion inicial de 50 ppm era de un 96
% utilizando como fuente de carbono lactato. Pagnanelli et al. (2012) en reactores inoculados
con BSR para el tratamiento biolégico de aguas contaminadas de Cr® y como electrodonor
etanol, obtuvieron un porcentaje de eliminacién del 90 %. Estos estudios apuntan a la
capacidad que tienen las BSR para reducir y precipitar este metal destacando su potencial y
aplicacion en tratamientos de aguas residuales a gran escala.

Se demostr6 que las bacterias presentes en el in6culo del agua del rio Pasto, lograron
reducir el (Cr®") en el medio de cultivo (suplementado con K,Cr,O;: 50ppm Cr®") bajo las
condiciones experimentales propuestas en esta investigacion. El mayor porcentaje de
reduccion de (Cr®") (86,3 %) se obtuvo en la celda P3 no obstante en los siguientes ciclos
disminuyé progresivamente, esto se ve reflejado por la disminucién de remocién de MO (Tabla
6), ya que como se mencion6 anteriormente la generacién de electrones necesarios para llevar
a cabo la reduccién en el catodo provienen de la oxidacion de la glucosa en el &nodo.

A continuacion se presentan el grafico de interacciones entre ciclos y concentracion
(Figura 20), donde se indica que durante el primer ciclo se presenté el mayor % de reduccion
de cromo para todas las celdas, siendo las de menor concentracion de glucosa las que resaltan
(>70 %). Ademas se puede observar que durante los siguientes ciclos el porcentaje de
remocién esta por debajo del 50 %.
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Figura 20. Variacion del % reduccion de Cr® a diferentes concentraciones por cada
ciclo de operacién en CCMs de biocéatodo.
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La Figura 20 confirma los resultados obtenidos en la Tabla 9 relacionados con la
reduccion de cromo en las celdas que operan a menores concentraciones de glucosa. Por lo
tanto con respecto a la reduccién de Cr® se puede lograr empleando un ciclo a bajas
concentraciones de glucosa y empleando inéculos procedentes de lodos sulfidogénicos;
aunque estadisticamente los resultados mostraron que los lodos sulfidogénicos usados como
biocidtodo obtuvieron mejor respuesta de % reduccion de cromo, cabe resaltar que él % de
reduccion de cromo mas alto que fue de 86,3 % fue obtenido en la celda operada con la menor
concentracion de glucosa y con agua del rio Pasto en el primer ciclo.

5.6DETERMINACION DE LA EFICIENCIA COULOMBICA (EC) EN LAS CCMs DE
BIOCATODO

Como complemento del desempefio eléctrico de las celdas, se consideré otro
parametro, la eficiencia coulémbica (EC) de las celdas por cada ciclo de operacién, este nos da
una informacién global del experimento ya que involucra un &area bajo la curva en un tiempo
determinado, mientras que en el caso de la DP solo se consideran puntos de maximo voltaje.

Para este estudio, el céalculo de las ECs de las CCMs de biocatodo se baso en la
remocién de MO y en la generacion de corriente como se describié en la Ecuacién 7; se
utilizaron las graficas de corriente en funcion del tiempo de operacion de cada CCM (Anexo 1)
a partir de las cuales se obtuvo la carga total en coulombs (C) generada en la cAmara anddica
a partir de la oxidacion microbiana de la materia organica. En la Tabla 13 se muestran las
eficiencias calculadas para cada celda y se puede observar como varian de acuerdo a la
concentracion de sustrato por cada ciclo transcurrido.

Tabla 13. Eficiencia Coulémbica (%) de las CCMs de biocatodo*.

Ciclos Celdas
S1 S2 S3 P1 P2 P3
1 0,0059 0,0227 1,0451 0,0231 0,0436 0,9232
2 0,0080 0,1184 0 0,0135 0,1052 0,6743
3 0,0093 0,0415 0 0,0056 0,0391 0,1737

*Los valores resaltados en naranja muestran los valores més altos de EC obtenidos en las CCMs de biocatodo.

Los valores de EC obtenidos para este tipo de celdas fueron minimos, si se los compara
otros estudios de hasta un 70 % (Alzate et al., 2008), esta diferencia tan marcada se debe a las
diferentes condiciones de operacion, el tipo de electrodos, separadores y diferentes indculos, lo
cual hizo que disminuyera la eficiencia de la celdas, sin embargo, se demuestra que es posible
la generacion de electricidad utilizando CCMs de biocdtodo propuestas en esta investigacion.

La EC estd directamente relacionada con la remocion de materia organica, de esta
manera a mayor remocién de MO mayor EC (Cirik, 2014) como puede observarse en la Tabla
13 donde se obtuvieron valores de EC correspondientes a los mayores % de remocion de MO,
presentandose las mayores eficiencias en los primeros ciclos y a menor concentracion de
glucosa.
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Ademas, el andlisis de varianza realizado para la EC, indic6 que el factor B:
concentracion es el que tiene un efecto estadisticamente significativo sobre esta variable
puesto que el p-valor es menor que 0,05 (Tabla 14), como lo evidencian las celdas S3 y P3
(las de menor concentracién) con valores méas altos de EC (1,0451 % y 0,9232 %
respectivamente), mientras que las celdas S1 y P1 (las de mayor concentracién) se obtuvieron
los valores mas bajos.

Tabla 14. Analisis de Varianza para EC

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Razén-F [Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:ciclos 0,275101 2 0,137551 4,84 0,0856
B:concentracion 0,757915 2 0,378958 13,32 0,0170
C:inoculos 0,0312833 1 0,0312833 1,10 0,3535

El anterior resultado también se confirma con la prueba de mdltiples rangos (Tabla 15),
la cual indicé que existen dos grupos homogéneos de concentracién (0,25 M:1 y 0,1 M:0) sin
diferencias estadisticamente significativas en sus promedios y que contribuyen de manera
similar en EC, mientras que la concentracion de 0,05 M indicé que es la que mas influyé en los
valores de EC.

Tabla 15. Pruebas de Multiple Rangos para EC por concentracion

Método: 95,0 porcentaje LSD

Concentracion|Casos|Media LS |Sigma LS |Grupos Homogéneos
1 6 0,0109 |0,068851 |X
0 6 0,06175 |0,068851 |X
-1 6 0,469383(0,068851 | X
Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
-1-0 * 0,407633 0,270344
-1-1 * 0,458483 0,270344
0-1 0,05085 0,270344

* indica una diferencia significativa.

La Figura 21 muestra como varia la EC a diferentes concentraciones por cada ciclo de
operacién. Se puede observar que a baja concentraciéon (0,05 M) se obtuvieron los mayores
valores de EC siendo el mayor en el primer ciclo. Ademas se puede observar que en el ciclo 3
para todas celdas a las distintas concentraciones empleadas, el valor de EC esta por debajo
del 0,2 %. Para este tipo de celdas existid6 una relacion inversa entre la concentracion de
sustrato y la EC obtenidas, ya que los valores mas bajos fueron para S1y P1, como se muestra
en la Tabla 13, que implica que a altas concentraciones de sustrato se inhibe la generacion de
energia en las CCMs.
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Figura 21. Variacion de EC a diferentes concentraciones por cada ciclo de operacién en
CCMs de biocétodo.

Estas diferencias causadas por la concentracién de glucosa, donde muestran una
relacién inversa con la EC (a mayor concentracion menor EC) se pueden explicar segun lo
demostrado por Sharmay Li (2010) quienes determinaron la EC en una CCM con MIP variando
la concentracién de glucosa, sus resultados mostraron que los valores de EC decrecen
significativamente al aumentar la concentracion del sustrato ensayado limitando la generacién
de energia en la CCMs, siendo la eficiencia méas alta para la glucosa (0,5mM) de tan solo un 19
%.

Ademas se debe considerar que la eficiencia de la glucosa como combustible es baja,
debido a que es un sustrato fermentable por tanto su consumo se debe a diversos
metabolismos competitivos como la fermentacion y metanogénesis que no pueden producir
electricidad (Chae et al.,2009 ; Sharma y Li, 2010).

Es pertinente discutir con relacién a la duracion de los ciclos el cual fue diferente para
cada una de las celdas, esto puede tener un efecto importante en la generacion de electricidad
como fue demostrado por Cirik, (2014), un ciclo largo mayor remocion de MO y por ende EC.
En esta investigacion la celda P3 tuvo una magnitud de voltaje mas alta en el segundo ciclo
gue en el primero sin embargo la EC es menor (0,6743 %), esta situacion se puede explicar
porque el calculo de EC involucra la variable tiempo lo cual es mucho mas corto en el ciclo 2
donde el voltaje es mayor, por tanto para futuras investigaciones es importante normalizar el
tiempo pues es relevante para la generacion de energia eléctrica.

Chae et al. (2009), obtuvieron resultados similares a pesar de que usaron celdas de
diferente configuracion pues son con catodo aireado; observaron que las celdas al operar con
glucosa el incremento del voltaje fue bastante bajo requiriéndose de un largo periodo de 42
horas para alcanzar el maximo voltaje con una EC de solamente 3,3 %.

Por otro lado, se observo en la celda S3 no se obtuvo repuesta de voltaje y por ende EC
en los ciclos dos y tres, no obstante si se obtuvieron resultados de remocién de MO (Tabla 5)
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como ya se mencion6 puede haber ocurrido que los microorganismos generadores de voltaje
perdieron su actividad microbiana en los siguientes ciclos y por tanto las bacterias usaron gran
parte del sustrato para sus funciones vitales.

Si se tienen en cuenta los % de remocién de MO (Tabla 6), los valores altos no implican
en valores altos de EC en cuanto a su magnitud, esto podria explicarse porque las CCMs como
sistemas generadores de electricidad son aun ineficientes, debido a la resistencia interna del
sistema dependiente de diferentes factores tales como: otros posibles aceptores terminales de
e-, ineficiencia del puente salino, material y porosidad del electrodo entre otros (Chae et al.,
2009;Li et al.,2010; Burgos, 2012).

No obstante estos resultados demuestran que utilizando CCMs de biocatodo con

materiales de facil obtencibn es posible generar electricidad y que operar a una baja
concentracion de glucosa, se obtienen valores de EC mas altos.
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CONCLUSIONES

Mediante el dispositivo ensamblado en el laboratorio, celda de biocatodo (CCM-biocatodo-
Grupo de Investigacion en Bioelectroquimica), fue posible reducir el Cr®* en un 86,3 % (celda
P3: inoculo agua de rio Pasto), remover materia organica (MO) en un 97,9 % (celda P3) y
generar electricidad a muy baja intensidad (40 mV) (celda S2: indculo lodos sulfidogénicos)

Se demostré estadisticamente que la concentracién de MO influye en gran medida en el
comportamiento de las celdas. La celdas operadas a menor concentraciéon de MO (0,05 y
0,1M) mostraron un mayor porcentaje de reduccién de Cr®, remocién de MO y eficiencia
coulémbica (EC). Ademas se observo que en el primer ciclo se presenta el mejor desempefio
de las celdas en cuanto a remocion de MO, reduccién de cromo y EC.

Se demostro estadisticamente que utilizar los microorganismos de los lodos sulfidogénicos en
el biocatodo, fue mejor el desempefio eléctrico de la celda (celda S3, 1,0451 % de EC), con un
% de remocién de MO 91,5 % y de reduccién de Cr®* de 70 %. Aunque el mayor % de
reduccion de Cr®* (86,3 %) se obtuvo con aguas del rio Pasto en la celda P3.

Se implementé y evalué un método analitico para la cuantificacion de Cr®* utilizando como
herramienta analitica la espectrofotometria UV-Vis.
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RECOMENDACIONES

Observando la eficiencia en remocién de Cr®*, un elemento altamente txico, es factible pensar
en escalar este tipo de tratamiento con el fin de tratar un problema altamente critico en la
Universidad de Narifio: el tratamiento de desechos de los laboratorios especializados que
contienen altas concentraciones de Cr®".

Se recomienda utilizar MIP para disminuir la resistencia interna de las CCMs, con el fin de
mejorar la generacion de energia eléctrica en estos dispositivos.

Seria importante considerar el efecto del area de los electrodos asi como también la variacion
de la distancia entre los mismos, ya que son factores que pueden determinar el aumento o
disminucion de la potencia generada en las celdas.

Se recomienda que a futuras investigaciones se fije el tiempo de operacién de los ciclos con el
fin de realizar comparaciones de eficiencias couldmbicas ya que este parametro involucra la
variable tiempo, ademas se podria realizar un seguimiento diario de la remocion de materia
organica asi como también en la medicidn de cromo u otras variables (pH, temperatura).

Seria importante realizar una cinética tipo saturacién entre la concentraciéon de sustrato y
voltaje generado en las CCMs de biocidtodo encaminada a establecer un rango maximo de
concentracion en estos dispositivos obteniendo los maximos voltajes.

Para estudios futuros, en caso de considerar la aplicacion de las celdas para tratamiento
directo de aguas del rio Pasto contaminadas con Cr%, se recomienda realizar un andlisis
fisicoquimico completo de las mismas, y caracterizar en ello otros posibles aceptores
electrones como el Fe** u otras especies que podrian afectar el proceso.
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ANEXOS
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Anexo B. Analisis estadistico de la curva de calibracién de DQO

Cppm | AL | A2 | A3 A S | cv®)
100 | 0,046 | 0,037 | 0,037 | 0,040 | 0,0052 | 13
300 | 0,115 | 0,114 | 0,113 | 0,114 | 0,0010 | 0,88
500 | 0,165 | 0,164 | 0,159 | 0,163 | 0,0032 | 1,96
700 | 0,223 | 0,220 | 0,232 | 0,225 | 0,0062 | 2,75
900 | 0,277 | 0,281 | 0,288 | 0,282 | 0,0056 | 1,99

1000 | 0,307 | 0,315 | 0,296 | 0,306 | 0,0095 | 3,1

Anexo C. Datos de DQO inicial y final por cada ciclo de operacién en las CCMs de
biocatodo.

Celdas | Ciclos | DQO inicial (mg /L) | DQO final (mg /L)
1 51767 35100
S1 2 49100 33433
3 48767 31433
1 25433 14433
S2 2 24100 6433
3 24100 17767
1 5100 433
S3 2 4767 4100
3 4100 3433
1 48767 25544
P1 2 48656 38989
3 48433 35433
1 22211 767
P2 2 22100 878
3 21989 16544
1 4656 100
P3 2 4544 1656
3 4544 2433
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Anexo D. Resultados del andlisis estadistico del método para la cuantificacion de Cr®

* 0, 0, 0,
Copm| Al | A2 | A3 |*Qeal| A S |CV(%) | p@©5%)+| At |Er(%)

0,2 0,186 | 0,110 | 0,132 | 0,710 | 0,143 | 0,0391 | 27,3 0,119 0,154 | -7,14

0,4 |0,280 0,234 | 0,248 | 0,696 | 0,254 | 0,0236 | 9,29 0,0718 | 0,308 | -17,5

06 |039% 04100388 | ---- (0,398 |0,0112| 2,82 0,0340 |0,461 | -13,7

0,8 |0,4462 | 0,542 | 0,591 | 0,620 | 0,532 | 0,0705 | 13,25 0,214 0,615 | -13,5

1 0,659 | 0,662 | 0,721 | 0,952 | 0,681 | 0,0347 | 5,10 0,105 0,769 | -11,4

*Qcal fue menor que Qcrit (Qcal<Qcrit) no se descartaron datos discordantes.

Parametros Valores
NuUmero de muestras 3

Media 0,00520

Desviacion estandar 0,00545

Limite de deteccion 0,0318 ppm
Limite de cuantificacién | 0,0882 ppm

Anexo E. Modelo de Monod

Este modelo explica el efecto de la concentracion de sustrato (Cs) sobre la velocidad de
crecimiento microbiano (u), es decir a medida que aumenta la concentracién del sustrato, la
velocidad de crecimiento tiende a la velocidad maxima, hasta que hay suficiente sustrato y por
mMAas que se aumente su concentracion, se mantiene constante; este modelo se toma como
base para la explicacion de la relacidn existente entre la concentracion de sustrato y voltaje
generado; mencionado en el documento.

i

Tl

Velocidad especifica
de crecimiento

Ks
Concentracion del sustralo

Efecto de la concentracion de sustrato limitante sobre la velocidad de crecimiento microbiano.
Fuente Hernandez, A. Microbiologia Industrial. (2003)
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