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El presente proyecto tuvo como objetivo acoplar un sistema Fermentador-Celda Electroquimica
Microbiana-Celda de Combustible Microbiana para utilizar los acidos grasos volatiles contenidos
en el efluente del fermentador y generar una cantidad adicional de hidrégeno. La energia
necesaria para llevar a cabo las reacciones de o6xido-reduccion de la Celda Electroquimica
Microbiana (CEM) fue suministrada por medio de una Celda de Combustible Microbiana (CCM),
volviendo autosustentable el proceso global.

El trabajo de investigacion se dividid en varias etapas experimentales, las cuales consistieron en
utilizar un agua residual sintética conteniendo una mezcla de acido acético, propidnico y butirico
como sustrato adicionado en la camara anddica de las CEMs, el uso del efluente de un

fermentador y finalmente el acoplamiento del sistema.

Como primera etapa experimental se realizaron pruebas utilizando una mezcla de acido acético y
propidnico a diferentes concentraciones y combinaciones, arregladas en un disefio experimental
central compuesto, para conocer el efecto de ambos acidos en la produccion de hidrégeno vy la
dinamica poblacional en las CEMs. El estudio se realizé utilizando celdas con una configuracion de
dos camaras operadas en lotes e inoculadas con agua residual. Se midieron las concentraciones de
ambos acidos al inicio y final de cada ciclo de operacidon, la demanda quimica de oxigeno, el
volumen de biogas producido en la cdmara catddica de las celdas y la concentracién de hidrégeno
para dar seguimiento al proceso de tratamiento. Al final de esta etapa experimental se removié la
biopelicula adherida en la superficie del anodo de las celdas y se realizd la caracterizacion de las
comunidades de bacterias anodofilicas por medio de las técnicas de pirosecuenciacién y PCR en
tiempo real. Bajo las condiciones estudiadas, se obtuvo una produccion maxima de hidrégeno de
265 mL/d/Lreactor Y UNa tasa de rendimiento maxima de 33.62 mmolH,/gDQO,. cuando se utilizé
una mezcla de acido acético en una concentracidon de 1500 mg/L y acido propidnico de 250 mg/L.
Ambos acidos fueron removidos eficientemente con un porcentaje total de hidrégeno recuperado
en el catodo de las CEMs del 53.8% (moles de hidrégeno producidos en el catodo de las celdas con
respecto a los moles tedricos totales de hidrégeno producidos con base en la materia organica
removida). Los andlisis estadisticos demostraron que no existe un efecto significativo de estos
acidos en el funcionamiento de las celdas. Ademas, por medio de los analisis microbioldgicos
realizados se comprobd que la ecologia microbiana y en especifico la diversidad bacteriana tienen
un efecto significativo en la eficiencia de las celdas, siendo un factor importante la fuente de

indculo y la presencia y abundancia de ciertas especies en el rendimiento de las mismas.

Posteriormente, se realizaron pruebas utilizando una mezcla de acido acético, propidnico vy
butirico adicionadas como fuente de sustrato en la cdmara anddica de las CEMs. Los resultados
mostraron que al utilizar esta mezcla, el acido propidnico se remueve en un mayor porcentaje
seguido del acido butirico y finalmente el acido acético. Las mejores eficiencias se presentaron
cuando se utilizé Unicamente una mezcla de acido acético y acido butirico como sustrato, debido a
gue al adicionar el acido propidnico existe una mayor probabilidad de generar metano u otros
subproductos durante el tratamiento.
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Finalmente, se llevaron a cabo pruebas adicionando el efluente de un fermentador en las CEMs. La
energia requerida por las CEMs se adicioné en dos diferentes formas, la primera de ellas por
medio de una fuente de poder y la segunda por medio de una CCM, esto con el objeto de
comparar los rendimientos de las celdas en ambos casos y poder recomendar el uso del sistema
acoplado para pruebas posteriores. Durante esta etapa se observd que las CEMs pueden ser
utilizadas eficientemente como sistema de post tratamiento del efluente del fermentador. Los
mejores resultados se obtuvieron cuando se utilizé una mezcla de efluente con buffer de fosfatos
en una relacion 50:50, debido a que de esta manera se regulan adecuadamente las variaciones de
pH y con ello se evitan problemas posteriores en el funcionamiento de la membrana de
intercambio idnico y efectos dafiinos en la microbiota adherida al anodo que pueden llegar a ser
irreversibles si no se controlan a tiempo. Ademds, se comprobd que al utilizar una CCM puede
adicionarse la energia necesaria para llevar a cabo el proceso en la CEM, siendo comparables e
inclusive mejores en algunos casos los resultados obtenidos con el sistema acoplado, con respecto
a los registrados al utilizar una fuente de poder como suministro de energia.
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This project had as main objective to coupling a dark fermentation-microbial electrolysis cell-
microbial fuel cell system to use the volatile fatty acids contained in the effluent from the dark
fermentation system and generate an additional amount of hydrogen. The energy required to
perform the redox reactions in the microbial electrolysis cell (MEC) was supplied by a microbial
fuel cell (MFC), becoming self-sustaining the overall process.

The research was divided into several experimental stages, which consisted of using a synthetic
wastewater containing a mixture of acetic, propionic and butyric acids as substrate added in the
anode chamber of the MECs, the use of an effluent from a dark fermentation system and finally
the coupling of the system.

As a first experimental step, tests were conducted using a mixture of acetic and propionic acids at
different concentrations and combinations, arrenged in a central composite design, to determine
the effect of both acids in hydrogen production and population dynamics in the MECs. The study
was performed using a two chamber cells in batch operation and inoculated with wastewater. The
concentrations of both acids at the beginning and end of each operating cycle, the chemical
oxygen demand, volume of biogas produced in the cathode chamber of the cells and the hydrogen
concentration were measured in order to follow the treatment process. At the end of this
experimental stage, the biofilm adhered on the anode surface of the cells was removed and the
characterization of the anodophilic bacterial communities was performed by pyrosequencing and
QPCR techniques. Under the conditions studied, a maximun hydrogen production of 265
ML/d/Lcactor and maximun hydrogen yield of 33.62 mmolH,/gCOD,.,, was obtained when a mixture
of acetic acid in a 1500 mg/L concentration and propionic acid of 250 mg/L was used. Both acids
were removed efficiently with an overall hydrogen production at the cathode of the MECs of
53.8% (moles of hydrogen produced at the cathode chamber of the MECs with respect to the
overall theoretical moles of hydrogen produced by organic matter consumption). Statistical
analysis demonstrated that there was not a significant effect of these acids in the performance of
the cells. In addition, through the microbiological analyzes conducted it was possible to confirm
that the microbial ecology and specifically the bacterial diversity have a significant effect on the
efficiency of the cells, being an important factor the source of the inoculum and the presence and
abundance of certain species in their performance.

Subsequently, tests were conducted using a mixture of acetic, propionic and butyric acids as a
source of substrate in the anode chamber of the MECs. The results showed that by using this
mixture, the propionic acid was removed in a higher percentage followed by the butyric acid and
finally the acetic acid. The best efficiencies were obtained when only a mixture of acetic and
butyric acids was used as substrate, due to the fact that when propionic acid was added, the
probability of generate methane or some other byproducts during the treatment increase.

Finally, tests were performed by adding the effluent of a dark fermentation system into the MECs.
The energy required for the MECs was added in two different ways, the first one by means of a
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power source and the second by a MFC, this in order to compare the performance of the cells in
both cases and recommend the use of the coupled system for further experiments. During this
stage it was observed that MECs could be used effectively as post treatment system of the effluent
generated in a dark fermentation reactor. The best results were obtained when using a mixture of
phosphate buffer solution and effluent in a 50:50 ratio, because in this way variations of the pH in
the cell can be properly regulated and some later problems in the operation of the ion exchange
membrane and toxic effects in the microbiota attached to the anode that can become irreversible
if they are not controlled on time, can be avoid. Furthermore, it was found that when using a MFC
the energy required by the MEC can be added suitably, being comparable or even better the
results obtained by the coupled system with those obtained by using a power source as a power

supply.
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cCM Celda de Combustible Microbiana
CEM Celda Electroquimica o de Electrélisis Microbiana
DQO Demanda Quimica de Oxigeno
S Sustrato
DBO Demanda biolégica de oxigeno
TRH Tiempo de Retencidn Hidraulico
NHE Electrodo normal de hidrégeno
CEM Membrana de éster de celulosa
AEM Membrana de intercambio anidnico
PEM Membrana de intercambio protidnico
EC Eficiencia couldmbica
NJ New Jersey
MA Massachussets
NTA Acido Nitrilotriacético
CCD Disefio Central Compuesto
PCR Reaccidn en cadena de la polimerasa
AGV Acido graso volatil
DC Densidad de corriente
SBR Reactor bioldgico secuencial
ADN Acido desoxirribonucleico
QUIIME Quantitative Insights into Microbial Ecology
OTU Unidades taxondmicas operacionales
PyNAST Python Nearest Alignment Space Termination tool
RDP Ribosomal Database Project
MBT Methanobacteriales
MMB Methanomicrobiales
MSC Methanosarcinaceae
MST Methanosaetaceae
FTHFS Formil tetrahidrofolato sintetasa
PCoA Anilisis de coordenadas principales
BIOM Biological Observation Matrix
NCBI National Center of Biotechnology Information
LIPATA Laboratorio de Investigacidon en Procesos Avanzados de Tratamiento de Aguas
SBR Reactor Discontinuo Secuencial, por sus siglas en inglés
BES Bromoetilsulfonato
simBoLO DESCRIPCION
H, Hidrégeno
CsH1206 Glucosa
H,0 Agua
CH5COOH Acido acético
Cco, Didxido de carbono
CH3CH,CH,COOH Acido butirico
HCO5 Bicarbonato
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Presion parcial del oxigeno
Acetato

Protdén

Electrén

Oxigeno

Cambio de energia de Gibbs
Fuerza electromotriz

Acido sulfhidrico

Bisulfuro

Oxido de titanio

Potencial de hidrégeno
Carbonato de calcio
Diferencia de potencial
Plata/Cloruro de plata
Platino

Titanio

Niguel-Molibdeno
Niquel-Tungsteno

Oxido de niquel

Densidad de corriente
Porcentaje total de hidrégeno recuperado
Eficiencia energética

Tasa de produccidn de hidrégeno
Energia Neta

Energia recuperada equivalente al volumen de hidrégeno generado

Energia necesaria para calentar el reactor
Temperatura ambiente

Temperatura de fermentacién

Volumen

Concentracidn

Volumen de hidrégeno

Poder calorifico inferior

Densidad del agua

Densidad del hidrégeno

Temperatura final

Temperatura de calentamiento

Energia adicionada al circuito por una fuente de poder
Resistencia externa

Voltaje aplicado

Incremento del tiempo

Numero de datos

Cantidad de energia adicionada por el sustrato
Calor de combustién del sustrato

Moles de sustrato

Eficiencia energética

Moles de hidrégeno

Calor de combustién del hidrégeno

Eficiencia energética con respecto al sustrato
Energia promedio recuperada
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VN4

ADQO

t

I:>V

dt

v/v

NH,CI

KCl
NaH,P0O4-H,0
Na,HPO,
NacCl

MgSO,
MnSQ,4-H,0
FeSO,-7H,0
CaCl,-2H,0
CoCl,-6H,0
ZnCl,
CuS0,4-5H,0

AIK(SO4),-12H,0

H3BO3
Na,MoO,
NiCl,-6H,0
Na,WQO,4-2H,0
B12

H,

N,

CH,

d;

HCI

Vi

NaOH

N

DQOyem

A

Vcelda

Nth

Nce
|

PMo;

Pvalue
R2
Cp

Tasa de rendimiento de hidrégeno
Peso molecular

Constante de Faraday

Numero de moles intercambiados por mol de O,
Volumen de solucién anddica
Remocion de materia orgdanica
Tiempo

Potencia volumétrica

Diferencial del tiempo

Volumen/ Volumen

Cloruro de amonio

Cloruro de potasio

Fosfato monosddico hidratado
Fosfato disddico

Cloruro de sodio

Sulfato de magnesio

Sulfato de manganeso hidratado
Sulfato de hierro heptahidratado
Cloruro de calcio dihidratado
Cloruro de cobalto hexahidratado
Cloruro de zinc

Sulfato de cobre heptahidratado
Sulfato de aluminio y potasio dodecahidratado
Acido bérico

Molibdato de sodio

Cloruro de niquel hexahidratado
Wolframato de sodio dihidratado
Cianocobalamina o Vitamina B12
Hidrégeno

Nitrégeno

Metano

Deseabilidad

Acido clorhidrico

Variable de respuesta

Hidréxido de sodio

Normal

Demanda Quimica de Oxigeno removida
Area

Volumen de la celda

Moles tedricos totales de hidrégeno
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Moles de hidrégeno recuperados calculados con base en la corriente medida

Corriente

Peso molecular del oxigeno
Valor p

Coeficiente de determinacion
Calor especifico
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UNIDAD DESCRIPCION
MJ Mega Joule
kg Kilogramos
g Gramos
L Litros
Hora
°C Grados centigrados
atm Atmoésfera
kw Kilowatts
\" Volt
mM Milimolar
K Kelvin
kJ Kilo Joule
A Ampere
m’ Metros cuadrados
cm Centimetros
m> Metros cubicos
uw Microwatts
W Watts
mS Milisiemens
mg Miligramos
mwW Miliwatts
d Dias
cm’ Centimetros cuadrados
mL Mililitros
mV Milivolt
mA Miliampere
Q Ohm
kQ Kilo ohm
J Joule
s Segundo
C Coulomb
W Watt
mmol Milimol
min Minutos
nm Nandmetros
um Micrémetros
kPa Kilopascal
ulL Microlitros
ng Nanogramos
bps Pares de bases
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1. INTRODUCCION

El uso constante de combustibles fésiles ha generado grandes dafios de contaminaciéon ambiental,
por ello en la actualidad, varias investigaciones se han enfocado en la busqueda de energias mas
limpias y renovables, como por ejemplo el hidrégeno, el cual no es una fuente energética directa
(por lo que se le denomina vector energético), pero la energia que logra desprenderse de la
combustion de un motor que funciona a base de él llega a ser tres veces mas potente que la
producida por un motor a bencina. El hidrogeno puede ser producido mediante métodos
guimicos, electroquimicos, como subproducto del procesamiento de aceite/carbén o por métodos
biolégicos como la Biofotdlisis (directa o indirecta), Foto-Fermentacién o Fermentacion Oscura
(Valdez-Vdzquez et al., 2005 a y b). Ha cobrado interés el realizar el acoplamiento estos procesos
al tratamiento de aguas, es decir, considerar el agua residual como materia prima para obtener
hidrégeno y agua limpia que pueda reutilizarse.

El hidrégeno es considerado un importante vector energético, debido a su alto poder calorifico
(120 MJ/kg comparado con la gasolina la cual tiene un contenido de energia de 44 MJ/kg), su
facilidad de transportacién y el hecho de que puede obtenerse mediante tecnologias que no
generan compuestos téxicos para el ambiente, como aquellas que son utilizadas para el
procesamiento de combustibles fésiles. Ademas del uso que se le puede dar como combustible,
también puede ser utilizado como materia prima en diversos procesos de la industria quimica y
puede ayudar en la desintoxicacion de una amplia gama de contaminantes del agua. También es
considerado como el donador de electrones ideal para reducir compuestos como nitrato,
perclorato, selenato y una gran gama de otros compuestos oxidantes que se encuentran presentes
en aguas contaminadas. Asi pues, debido a estos multiples usos que tiene el hidrégeno, se
considera a la industria de su produccidon como un sector consolidado y en aumento.

Las aguas residuales industriales, domésticas y de la agricultura, contienen diversos compuestos
organicos disueltos que requieren ser removidos antes de ser descargadas al ambiente (Agnenent
et al., 2004). Comunmente, estos contaminantes orgdnicos se remueven utilizando tratamientos
aerobios, los cuales consumen grandes cantidades de energia eléctrica debido a los dispositivos de
aireacién con los que cuentan, convirtiéndolas en tecnologias costosas. Sin embargo, se ha
reconocido el hecho de que estas aguas residuales pueden ser utilizadas como un recurso
renovable para la producciéon de biogas (Lettinga, 1980), electricidad (Pham et al., 2006),
combustibles (Aiyuk et al., 2006) y recientemente en quimicos (Rozendal, 2008a), ademas del
tratamiento de las mismas.

De las diversas tecnologias que se pueden aplicar para obtener hidrogeno de manera biolégica, la
mas utilizada y probada a gran escala es la Fermentacion Oscura. En afios recientes, grandes
avances se han presentado en cuanto a la generacion de hidrégeno mediante esta técnica. Entre
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ellos se encuentran el estudio de diferentes configuraciones de los reactores, el uso de diferentes
cultivos microbianos y variaciones en los parametros operacionales para encontrar las condiciones
Optimas a las cuales se genere la mayor cantidad de hidrégeno. Entre las ventajas que presenta
esta tecnologia con respecto a otras, se mencionan las siguientes: tiempos cortos de reaccion,
tolerancia a variaciones operacionales, tiempos de retencion hidraulica cortos (TRH) y se considera
una tecnologia mediante la cual se pueden obtener combustibles de una manera limpia (Lise et al.,
2008).

Sin embargo, aun cuando tedricamente se pueden generar 12 moles de hidrégeno por cada mol
de glucosa, realmente se produce una mezcla de acidos grasos volatiles, alcoholes e hidrdogeno. El
maximo rendimiento observado en fermentadores es de 4 moles de hidréogeno por cada mol de
glucosa, cuando se obtiene 4cido acético como producto primario de la Fermentacién (Hallenbeck
y Ghosh, 2009). Esta produccién tan baja se debe a que durante el proceso de Fermentacion,
algunas arqueobacterias metanogénicas pueden consumir cierta cantidad de hidrégeno y, ademas
a las limitaciones termodinamicas que no permiten el que se lleven a cabo de manera espontanea
algunas de las reacciones involucradas en el proceso. Debido a estas limitaciones, la mayoria del
sustrato es convertido a productos secundarios como acidos grasos volatiles, los cuales podrian
ser transformados posteriormente a hidrogeno. La Fermentacion Oscura por si sola no es capaz de
lograr esto, por ello, se han realizado estudios que permitan encontrar una tecnologia que pueda
unirse a este sistema, de tal manera que ayude a completar las reacciones de transformacion de
los acidos grasos volatiles presentes en el efluente generado de la fermentacién a hidrégeno.

Una de las alternativas son los llamados sistemas bioelectroquimicos los cuales son una tecnologia
relacionada con el uso de Celdas de Combustible Microbianas (CCM) o Celdas Electroquimicas
Microbianas (CEM) (Rabaey y Verstraete, 2005). Estos sistemas bioelectroquimicos utilizan
microorganismos electroquimicamente activos (también conocidos como bacterias anodofilicas),
gue convierten la materia organica disuelta en bicarbonato, protones y electrones. Estos ultimos
son transferidos hacia la superficie de un electrodo para generar una corriente eléctrica (Kim et al.,
1999 a). Acoplando este anodo bioldgico a un catodo reductor de protones por medio de una
fuente de energia eléctrica, se puede transformar la materia organica disuelta en hidréogeno
(Ditzing et al., 2007).

Diversas investigaciones se han realizado hasta la fecha probando las tres tecnologias
mencionadas con anterioridad (Fermentacion Oscura, Celdas de Combustible Microbiana y Celdas
Electroquimicas Microbianas) de manera individual y algunas como sistemas acoplados,
observandose que al ensamblar los sistemas puede mejorarse la eficiencia en cuanto a la
produccion de hidrégeno.

Hasta el momento Unicamente se han realizado pruebas conectando dos de estos sistemas, ya
sea, Fermentacion Oscura-CEM 6 CEM-CCM, obteniéndose resultados favorables. Por ello, este
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proyecto de investigacion se enfoca en realizar estudios exploratorios del acoplamiento de los tres
sistemas, Fermentacién Oscura-CEM-CCM, con el objeto de explotar los atributos que presentan
cada uno de ellos. De tal manera que, sean aprovechados los productos de la fermentacion que no
han sido transformados a hidrégeno (acidos grasos), alimentandolos a una CEM para dar paso a la
formacion de una cantidad adicional de hidrégeno. Ademas, debido a que las CEMs requieren de
energia adicional para llevar a cabo las reacciones de o6xido-reduccion, se utilizara el voltaje
generado mediante CCMs como fuente de energia para la CEM, evitando con ello un costo

adicional en el tratamiento global.
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2. OBJETIVOS

2.1. General

Evaluar el desempefio de celdas electroquimicas microbianas alimentadas con los productos de la

fermentacién de aguas residuales para la remocion de materia organica y la produccidn

simultanea de hidréogeno.

2.2. Especificos

1)

Identificar, con base en una revisién bibliografica, los parametros que afectan el
desempeno de las Celdas Electroquimicas Microbianas y Celdas de Combustible
Microbianas.

2) Disefiar un piloto de Celda Electroquimica Microbiana (CEM) para su utilizacion en el
tratamiento de una mezcla de acidos grasos volatiles y efluente de un fermentador.

3) Evaluar el efecto que tiene el uso de una mezcla de acido acético y acido propidnico, con
diferentes concentraciones, sobre la produccién de hidrégeno y la dinamica poblacional de
una Celda Electroquimica Microbiana.

4) Determinar el comportamiento de las Celdas Electroquimicas Microbianas al utilizar una
mezcla de acido acético, acido propidnico y acido butirico.

5) Estimar la factibilidad de utilizar el efluente de un Fermentador en las Celdas
Electroquimicas Microbianas para la produccién de hidrégeno.

6) Evaluar la operacion del sistema acoplado (Celda de Combustible Microbiana-Celda
Electroquimica Microbiana) en el tratamiento del efluente de Fermentacion y produccion
de hidrégeno.

2.3. Hipotesis

1.- Las Celdas Electroquimicas Microbianas pueden ser utilizadas para tratar una mezcla de acidos
grasos volatiles y el efluente de un fermentador para generar hidrégeno.

2.- El sistema acoplado Celda Electroquimica Microbiana-Celda de Combustible Microbiana
permitira tratar el efluente proveniente de la Fermentacién Oscura de manera eficiente para la
generacion de hidrégeno.
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3.- La Celda de Combustible Microbiana proporcionara la energia necesaria para llevar a cabo las
reacciones de oxido-reduccién en la Celda Electroquimica Microbiana.

2.4. Alcances y limitaciones

Para cumplir con los objetivos planteados en este proyecto de investigacion, se disefiara
primeramente un prototipo de Celda Electroquimica Microbiana para realizar las pruebas
utilizando como sustrato un agua residual sintética conteniendo una mezcla de acidos grasos
volatiles, con lo cual se encontraran las mejores condiciones de operacién para la produccién de

hidrogeno.

Posteriormente, se utilizara el efluente de un fermentador, el cual esta siendo utilizado en el
laboratorio como parte de otro proyecto de investigacion, y prototipos de Celdas de Combustible
Microbianas como fuente de voltaje; con ello, se realizard el acoplamiento del sistema Celda
Electroquimica Microbiana-Celda de Combustible Microbiana y se conocera su eficiencia en el
tratamiento de dicho efluente y generaciéon de hidrégeno.

Como indculo de las celdas microbianas se utilizara agua residual proveniente de la planta de
tratamiento del Campus Juriquilla adicionada con una solucion de nutrientes (vitaminas vy
minerales) y buffer de fosfatos salino.

El monitoreo del tratamiento se realizara mediante la medicidon de los siguientes parametros:

demanda quimica de oxigeno (DQO), voltaje, concentracién de gases (H,, CH; y CO,),

concentracién de acidos grasos volatiles y medicion del volumen de gas producido.
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3. ANTECEDENTES

En este apartado se hace una descripcion de dos de los procesos biolégicos asociados a la
obtencion de hidrégeno que resultan de interés para esta investigacion (Fermentacion oscura y
Sistemas Bioelectroquimicos), contemplando aspectos como su principio de operacion,
componentes del sistema, resultados obtenidos en diferentes investigaciones con el uso de los
mismos, ventajas y desventajas y posibles puntos de investigaciones futuras.

3.1. Proceso de Fermentacion Oscura (Digestion anaerobia)

El proceso de produccién de bio-hidrégeno mediante Fermentacion Oscura se lleva a cabo
utilizando principalmente dos enzimas, la piruvato ferredoxin hidrogenasa o la piruvato formiato
hidrogenasa, y como donador de electrones un compuesto organico tal como la glucosa. Debido a
que la fuente de los compuestos organicos es la biomasa, este proceso puede considerarse como
renovable, ya que la biomasa en si misma es originada a partir de la fotosintesis.

Las reacciones que se llevan a cabo durante el proceso de fermentacién, en el cual se liberan 2e’
para formar hidrégeno, pueden ser de dos tipos, la primera ruta es la oxidacion del piruvato para
formar acetil-CoA y CO, vy, la segunda de ellas es la oxidacién de piruvato a formiato y CO,.

Las bacterias anaerobias que participan en este proceso pueden clasificarse ya sea como
anaerobias estrictas o facultativas. Algunas especies representativas de las primeras son
Clostridium, Ethanoligenens y Desulfovibrio, mientras que, las especies Enterobacter, Citrobacter,
Klebsiella, Escherichia coli y Bacillus son representativas de las segundas.

Las bacterias anaerobias estrictas obtienen los electrones mediante la oxidacién del piruvato;
estos son transferidos posteriormente a la enzima ferredoxin y finalmente a la hidrogenasa, la cual
se encarga de catalizar la formacion de hidrégeno. En cambio, las bacterias anaerobias facultativas
siguen la ruta catalizada por la enzima formiato-hidrogenoliasa para lograr el rompimiento del
acido formico y finalmente producir hidrégeno (Lee et al., 2010).

En comparacién con algunas otras tecnologias de produccion de bio-hidrégeno, la ventaja mas
significativa que presenta la Fermentacién Oscura es el hecho de que, la velocidad de produccion
de hidrégeno (volumen de H,/volumen de reactor-tiempo), puede ser varios érdenes de magnitud
mayor a la de los otros sistemas.

Ademas, las concentraciones de biomasa pueden llegar hasta un valor mayor a 25 g de sdlidos
suspendidos volatiles/L, lo cual puede ayudar a obtener velocidades de produccion de hidrégeno
mayores a 7.9 LH,/L-h (35 °C, 1 atm), a bajos tiempos de retencidon hidraulica de aproximadamente
0.5 h (Lee et al., 2010). De acuerdo a esta velocidad de produccion, el volumen requerido del
reactor para generar 1-kW de H, es Unicamente de 73 L, realizando el calculo con base en una
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eficiencia de conversidon del 50%, un 95% de hidréogeno utilizado y aproximadamente 0.78 V
producidos. Este volumen resulta ser mucho menor al necesario para lograr los mismos resultados
mediante sistemas fotosintéticos o CEMs, ya que estos ultimos requeririan un volumen de 3000 a
6000 L.

Algunas ventajas de la Fermentacién Oscura son que: a) las bacterias fermentativas pueden utilizar
sustratos organicos complejos para la produccion de hidrégeno; como por ejemplo, celulosa,
desperdicios de comida, desperdicios de papel o desechos municipales; b) la construccion y
operacién de los reactores es sencilla y; c) presenta bajas demandas de energia, principalmente
para el mezclado.

Para lograr una produccion biolégica de hidrdogeno eficiente, se requiere la inhibicién de algunos
microorganismos que pueden consumirlo, tal es el caso de organismos homoacetogénicos vy
metanogénicos. Esta inhibicion puede lograrse dando un tratamiento térmico al indculo, que
permita eliminar aquellos microorganismos presentes en el mismo, capaces de competir con las
bacterias formadoras de esporas encargadas de llevar a cabo la fermentacion (por ejemplo,
especies de la familia Clostridiaceae, Streptococcaceae, Sporolactobacillaceae, Lachnospiraceae y
Thermoacaerocateriacea) (Fang et al. 2001; Fang et al. 2002; Ueno et al., 2001). Algunos otros
métodos que pueden ser utilizados incluyen la operacién de los reactores a valores de dilucién
altos (Cheng et al., 2001) y bajos pHs (Oh et al., 2003).

Desafortunadamente, la optimizacion en la produccion de bio-hidrégeno mediante este proceso
se enfoca solamente a una pequeia fraccién del hidrégeno total que puede ser producido
mediante el tratamiento del agua residual. Por ejemplo, la optimizacidon en la produccién de
hidrégeno utilizando como sustrato principal la glucosa contenida en el agua residual, resulta en
tan solo 4 moles de hidrégeno por cada mol de glucosa consumida y 2 moles de acetato, como se
aprecia en la siguiente reaccion:

CsH1,06 + 2H,0<= 4H, + 2CH;COO0H + 2CO, (3.1)

Cuando se lleva a cabo la oxidacidon completa a didxido de carbono e hidrégeno, se puede alcanzar
una produccién de hasta 12 moles de hidréogeno por mol de glucosa. Sin embargo, de
experimentos realizados, los resultados reales son menores a los 4 moles tedricos esperados,
encontrandose valores que van de 1 hasta aproximadamente 2.5 moles de hidrégeno por mol de
glucosa.

Asi mismo, cuando se produce acido butirico como producto principal de la fermentacién,
Unicamente 2 moles de hidrégeno se pueden generar, de acuerdo a la siguiente reaccion:

CgH1,06 < 2H, + CH5CH,CH,COOH + 2CO, (3.2)
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La cantidad de hidrégeno formado es aun menor cuando se tienen productos de la fermentacién
con cadenas reducidas; tales como, acido lactico, acido propidnico y etanol, debido a que éstos se
obtienen como productos intermedios en las reacciones de fermentacion de carbohidratos.

Tal parece que, incluso bajo condiciones éptimas, no se puede esperar recuperar mas del 15%
como electrones equivalentes a hidrégeno en un agua con un alto contenido de carbohidratos, por
ello, varios grupos de investigadores se han enfocado en utilizar procesos de dos fases que
permitan el aprovechamiento de los productos de la Fermentacion Oscura para incrementar la
cantidad de hidrégeno que se puede obtener del tratamiento del agua residual (Ginkel et al. 2001,
Logan et al. 2002).

3.2. Procesos bioelectroquimicos para la producciéon de hidrégeno

Recientemente, los tratamientos bioelectroquimicos de aguas residuales han surgido como una
tecnologia interesante que puede ser utilizada para la generacion de energia eléctrica o
combustibles como el hidrégeno, a partir de las aguas residuales. El principio de funcionamiento
de estos sistemas se basa en el uso de microorganismos electroquimicamente activos (Logan et
al., 2006; Lovley, 2006; Rabaey et al., 2007), los cuales son capaces de transferir electrones
extracelularmente hacia un anodo mientras oxidan la materia organica contenida en el agua
residual (Gorby et al., 2006; Newman et al., 2000; Rabaey et al., 2005 a; Reguera et al., 2005;
Stams et al., 2006). Estos microorganismos funcionan como catalizadores durante las reacciones
de oxidacion del material organico, por lo que se le da el nombre de bio-anodo microbiano al
electrodo (Cohen, 1931; Potter, 1911; Kim et al. 1999 a). El tratamiento bioelectroquimico del
agua residual se completa acoplando este bio-anodo microbiano a un contra electrodo (catodo) en
el cual se lleva a cabo una reaccidn de reduccién. Como resultado de esta conexion eléctrica entre
el anodo y el catodo, se llevan a cabo varias reacciones de oxidacién y reduccion, finalizando asi el
proceso de tratamiento del agua residual.

Los sistemas bioelectroquimicos pueden funcionar en dos diferentes modalidades dependiendo de
la forma en la que se operen, asi, se clasifican en Celdas de Combustible Microbianas (CCM) o
Celdas Electroquimicas Microbianas (CEM), siendo los componentes de ambas los mismos.

El cambio en la energia libre de Gibbs de la reaccién global (Heijnen, 1999) determina la forma en
la que funciona el sistema bioelectroquimico (CCM o CEM). Cuando el valor de la energia libre de
Gibbs de la reaccién global es negativo, se tiene una reaccién espontanea, y por lo tanto, el
sistema bio-electroquimico actuara como una CCM (Logan et al., 2006; Rabaey et al., 2005 a). Por
ejemplo, si se utiliza acetato como sustrato en la camara anddica ([CH;COO]=[HCO5]=10 mM, pH
7, 298.15 K, p0O, = 0.2 bar), las reacciones que tienen lugar tanto en el anodo como en el catodo
son las siguientes:

Anodo: CH;COO ™+ 4H,0 — 2HCO5 + 9H" + 8¢ (3.3)
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Cdtodo: 20, + 8H" + 8e” — 4H,0 (3.4)
Reaccién global: CH;COO+ 20, — 2HCO; + H” (AG=-847.60 ki/mol; fem" = 1.10 V) (3.5)

Por el contrario, cuando el valor de la energia libre de Gibbs del sistema es positivo, se requiere la
adicion de energia eléctrica, lo que convierte al sistema en una CEM (Call y Logan, 2008; Cheng y
Logan, 2007 a; Ditzing et al., 2007; Liu et al., 2005 a; Rozendal et al., 2006; Rozendal et al., 2007;
Rozendal et al., 2008 b y c). En este caso las reacciones que tendran lugar tanto en el anodo como
en el catodo, utilizando acetato como sustrato, son las siguientes ([CH;COO]=[HCO3]=10 mM, pH
7,298.15 K, pO, =1 bar):

Anodo: CH;COO ™+ 4H,0 — 2HCO;3 + 9H" + 8¢ (3.6)
Cdtodo: 8H" + 8e” — 4H, (3.7)
Reaccién global: CH;COO ™+ 4H,0 — 2HCO;+H'+4H,  (AG=93.14 ki/mol; fem'=-0.12 V) (3.8)

En las reacciones anteriores, el valor de fem denota el mejor voltaje que se puede presentar en la
celda en algun sistema determinado, esto es, el maximo voltaje que puede generarse en una CCM
y el minimo voltaje requerido necesario para operar una CEM. Sin embargo, bajo condiciones
practicas de trabajo el funcionamiento de la celda varia debido a pérdidas electroquimicas; tales
como, pérdidas de potencial de la celda, que se originan por sobretension de activacion, 6hmica y
difusional. Lo cual se traduce en una menor generacién de voltaje, en el caso de las CCM y un
mayor requerimiento de energia en las CEM (Logan et al., 2006).

Durante los ultimos afios, la eficiencia de los sistemas bioelectroquimicos ha mejorado
significativamente gracias a los diferentes estudios y avances obtenidos en los mismos, esto ha
permitido que se esté considerando su aplicacién para casos reales y a una mayor escala. Por
ejemplo, con el uso de sistemas bioelectroquimicos a nivel laboratorio, se han obtenido valores de
corriente de hasta aproximadamente 10 Am™ de &rea superficial del anodo (Fang et al., 2007;
Torres et al., 2007). Suponiendo un espesor minimo de la celda de aproximadamente 1 cm para
permitir el flujo adecuado del agua residual a través de la misma, se esperaria que los sistemas
bioelectroquimicos a gran escala puedan llegar a generar una corriente de hasta
aproximadamente 1000 Am~ de volumen del reactor. Esto representa una capacidad volumétrica
de tratamiento de aproximadamente 7.1 kg de DQO/m?® volumen del reactor/dia, el cual se
encuentra en un rango similar al de los sistemas convencionales utilizados para el tratamiento de
aguas; tales como, lodos activados (=0.5-2 kg de DQO/m® volumen del reactor/dia) y sistemas
anaerobios de alta tasa (=8-20 kg de DQO/m?® volumen del reactor/dia) (Logan et al., 2006). Sin
embargo, para que los sistemas bioelectroquimicos puedan ser considerados para su aplicacion en

1 . . ;. . . .

fem hace referencia al voltaje tedrico o fuerza electromotriz de la celda, este valor determina si durante la
reaccion global que se lleva a cabo en el sistema bioelectroquimico, se produce electricidad o si es necesario
aplicar cierto voltaje para que se lleve a cabo la reaccion.
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casos reales, deberan ser escalados varios drdenes de magnitud con respecto a los sistemas
s . -6 -3 3 . . 3 3
utilizados en el laboratorio (10 hasta 10° m®) hasta alcanzar dimensiones de 1 a 10° m”.

3.2.1. PROCESOS DE TRANSFERENCIA DE ELECTRONES

La transferencia de electrones por medio de los microorganismos que se encuentran en el anodo
(tanto en las CCM como en las CEM), puede llevarse a cabo de manera: a) indirecta, ya sea
mediante la oxidacion de los productos generados durante el metabolismo de las bacterias o
utilizando mediadores, los cuales pueden ser secretados directamente por las bacterias o
adicionados a la solucion electrolitica; o b) directamente, a través de los componentes de la
membrana celular.

De esta manera, se han identificado cuatro mecanismos diferentes, los cuales se describen a
continuacion:

i) Oxidacion de los productos generados durante el metabolismo de las bacterias. Los
primeros estudios realizados en las biopeliculas formadas en el danodo de las celdas,
mostraron que se puede obtener bioelectricidad mediante la oxidacién de los productos
gue se generan durante el metabolismo de las bacterias; tales como H,, alcoholes, amonio
o H,S o HS' (Figura 3.1).

Glucosa
Cot1206 Anodo

2H,0

2CH,COOH"

Figura 3.1. Transferencia indirecta de electrones que involucra la oxidacién microbiana de los productos
generados durante el metabolismo de las bacterias (Erable et al., 2010).

ii) Transferencia de electrones mediante el uso de mediadores electroquimicos. Algunas
bacterias no-fermentativas pueden utilizar el electrodo como un aceptor de electrones
para lograr las conversiones deseadas; sin embargo, requieren del uso de mediadores que
las ayuden a llevar a cabo esta transferencia. Los mediadores electroquimicos, son
moléculas que pueden ser oxidadas o reducidas y reciclarse sucesivamente. En su forma
oxidada, son capaces de atravesar la membrana celular, aceptar electrones de al menos
un donante de electrones dentro de la célula y posteriormente ser transferidos a través de
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la célula en su forma reducida para, finalmente, oxidar y transferir los electrones en el
anodo (Figura 3.2).

Los mediadores mas utilizados han sido la tionina, el rojo neutro, la 2-hidroxi-1,4-
naftoquinona y algunos compuestos derivados de las fenanzinas. Sin embargo, existen
varias desventajas en el uso de este tipo de compuestos. En primer lugar, no se ha
demostrado que los microorganismos sean capaces de mantener su crecimiento durante
su uso. En segundo lugar, la mayoria de las CCMs se han operado de manera continua,
por lo que requieren la adicion constante de mediadores, aumentando su costo de
operaciéon y mantenimiento. Finalmente, los mediadores electroquimicos son por lo
general téxicos haciendo necesario su tratamiento antes de ser dispuestos en el ambiente.
Algunas bacterias tales como Pseudomonas sp., Shewanella putrefaciens o Geothrix
fermentans son capaces de generar sus propios mediadores para incrementar la
transferencia de electrones extracelularmente. Las bacterias del tipo Pseudomonas
aeruginosa; por ejemplo, producen moléculas de fenanzina, las cuales incrementan la
transferencia de electrones en el anodo (potencia obtenida de 116 MWm'Z). Por el
contrario, algunas cepas mutantes de esta misma bacteria que no sintetizan sus propios
mediadores, Unicamente han alcanzado una produccion de 6 qu'z, lo cual representa un
5% de lo obtenido con las cepas anteriores (Bond y Lovley, 2005; Herndndez et al., 2006;
Kim et al., 1999 b; Kim et al., 2002; Rabaey et al., 2005 a). Otro ejemplo se presenta en el
caso de las bacterias Shewanella oneidensis, las cuales pueden crecer en condiciones tanto
aerobias como anaerobias, utilizar una gran variedad de aceptores de electrones y
secretar sus propios mediadores de electrones mejorando con ello la potencia obteniday,
por lo tanto, haciéndola una especie altamente seleccionada para ser aplicada en
ambientes tanto aerobios como microaerofilicos (Biffinger et al., 2008).

Glucosa
CGH'IZOG

2H,0

2C0,

8H N e —

= Mediador oxidado

2CH,COOH . -
= Mediador reducido

Figura 3.2. Transferencia indirecta de electrones mediante el uso de mediadores electroquimicos (Erable et
al., 2010).
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iii) Transferencia directa de electrones. El principal elemento en la transferencia directa de

electrones, es la habilidad que tienen ciertas células bacterianas de transferir electrones
desde un donante de electrones soluble (por ej., hidrogeno, glucosa, acetato) hacia un
aceptor (por ej., oxigeno, nitrato, fumarato) por un donante o aceptor de electrones sdlido
gue se encuentre en la superficie del electrodo (Figura 3.3).
Algunas de las bacterias que han sido identificadas por tener esta propiedad de llevar a
cabo la transferencia directa de electrones son las Desulforomonas acetoxidans,
Geobacter Sulfurreducens, Geobacter metallireducens, Rhodoferax ferrireducens,
Desulfobulbus propionicus y Enterococcus gallinarum (Bond et al., 2002; Holmes et al.,
2004; Kim et al., 2005).

Glucosa
CGH|206

i Transferencia de electrones por las proteinas

Figura 3.3. Transferencia directa de electrones (Erable et al., 2010).

La eficiencia de operacién de los sistemas bioelectroquimicos se ve beneficiada con la utilizacién
de consorcios mixtos de microorganismos en lugar de comunidades puras. Por ejemplo, un grupo
de investigadores encontraron que, inoculando el anodo de las CCM con grupos mixtos de
microorganismos, se podia generar una corriente seis veces mayor a la generada cuando se
utilizaba un cultivo puro (Park y Zeikus, 2002 b).

Asi, las comunidades de microorganismos que se desarrollan en la cdmara anddica pueden tener
funciones similares a aquellas que se encuentran presentes en los reactores de Fermentacion
Oscura, con la excepcién de que en las primeras, los microorganismos encargados de transferir
electrones de la superficie del anodo, sustituyen a los microorganismos metanogénicos que se
forman en los segundos. Rabaey y col. (2003) Ilamaron a los microorganismos que crecen en los
sistemas electroquimicos “consorcios anodofilicos”. Algunos de estos microorganismos (bacterias
anodofilicas) que pueden llevar a cabo la transferencia de electrones, pertenecen a las familias de
Geobacteraceae, Desulfuromonaceae, Alteromonadaceae, Enterobacteriaceae, Pasteurellaceae,
Clostridiaceae, Aeromonadaceae y Comamonadaceae (Bond et al., 2002; Bond y Lovley, 2003;
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Chaudhuriy Lovley, 2003; Kim et al. 2000; Park y Zeikus, 2000; Park et al., 2001; Park y Zeikus 2002
ayb; Pham et al., 2003).

Varios estudios se han enfocado en conocer los mecanismos metabdlicos por los que estas
bacterias pueden realizar la transferencia de electrones para la generacion de electricidad en el
caso de las CCM e hidrégeno en las CEM. En algunas pruebas realizadas con acetato; por ejemplo,
se ha encontrado una relacion simbidtica entre las bacterias Gram Positivas y Gram Negativas, lo
cual ha permitido identificar y crear algunas rutas metabdlicas. Ademas, se ha observado que la
mayoria de los estudios realizados en sistemas bioelectroquimicos, exhiben una disminucidn en su
eficiencia cuando se utiliza agua residual real en comparacién con el uso de aguas residuales
sintéticas que contienen sustratos facilmente biodegradables (por ej., acetato). Esto es un
indicativo de que: a) la comunidad microbiana del anodo no es capaz de degradar moléculas mas
complejas a niveles similares con los que se degradan sustratos mas simples o bien, b) algunos
procesos competitivos pueden ocurrir como es el caso de la metanogénesis (Pham et al., 2008).

Las arqueobacterias metanogénicas, microorganismos que convierten la materia organica a
metano, compiten con los microorganismos electroquimicamente activos por el material organico
contenido en el agua residual. Por lo tanto, al menos que el metano formado pueda ser de alguna
manera reoxidado y reutilizado para la generacidon de energia eléctrica, la actividad de estas
arqueobacterias metanogénicas disminuye la recuperacién de los electrones y, por lo tanto, la
eficiencia de los sistemas.

Recientemente se observd que aun cuando los microorganismos electroquimicamente activos
presentes en el anodo son capaces de competir con las arqueobacterias metanogénicas por el
acetato como donante de electrones, la presencia de glucosa en el agua residual a tratar, genera
grandes cantidades de metano (Freguia et al., 2007 a; Lee et al., 2008). El mismo efecto se
identificé cuando el agua residual contenia etanol (Torres et al., 2007). Asi pues, aun cuando la
glucosa y el etanol son sustratos que pueden llegar a fermentarse para obtener como producto
final hidrogeno, la competencia existente entre los microorganismos electroquimicamente activos
y las arqueobacterias metanogénicas, no permite su conversion al 100%, ocasionando la
disminucién en la eficiencia de los sistemas bioelectroquimicos. Una posible razén por la cual
ocurre este fendmeno, es el hecho de que los metandgenos, en comparacién con los
microorganismos electroquimicamente activos, no dependen del contacto directo con el electrodo
para llevar a cabo sus reacciones metabdlicas (Freguia et al., 2007 a; Lee et al., 2008; Torres et al.,
2007).

Ademas de que los metandgenos pueden disminuir la recuperacién de electrones en el anodo de
cualquier sistema electroquimico (ya sea CCM o CEM), también disminuyen la recuperacién de
hidrogeno en el catodo en el caso de una CEM, ya que éste puede ser aprovechado por las
arqueobacterias metanogénicas como sustrato para la generacion de metano. Esta situacion
puede surgir, por ejemplo, cuando se utiliza un bio-catodo (Rozendal et al., 2008 b), cuando se
utiliza una CEM sin membrana (Call y Logan, 2008), o cuando se emplea un catodo no esterilizado
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(Clauwaert et al., 2008). Operando el sistema de tal manera que la disponibilidad de bicarbonato,
el cual es necesario para la produccion de metano a partir del hidrégeno, sea limitada o aireando
el sistema periddicamente para evitar el crecimiento y proliferacion de las arqueobacterias
metanogénicas, resulta necesario para prevenir este tipo de pérdidas de hidrogeno (Call y Logan,
2008; Fang et al., 2007).

Por otro lado, los microorganismos en el anodo crecen en multicapas (biopeliculas), siendo las
arqueobacterias metanogénicas las que colonizan la superficie de estas biopeliculas, lo cual tiene
como consecuencia el consumo de hidrégeno en el momento que se produce durante el proceso
de fermentaciéon, antes de llegar a los microorganismos electroquimicamente activos que se
encuentran en las primeras capas de la biopelicula o ser extraido de la CEM. Desde una
perspectiva operacional, esto implica que al encontrarse presentes sustratos fermentables en el
agua residual, se deba realizar primeramente un proceso de Fermentacion Oscura y
posteriormente, utilizar un sistema bioelectroquimico para tratar los productos de la fermentacion
gue no fueron convertidos a hidrégeno y con ello generar una mayor cantidad de gas. Asi, durante
el proceso de fermentacion se convertiran los sustratos fermentables a no fermentables (como
acetato) con los cuales los organismos electroquimicamente activos tienen una mayor posibilidad
de competir con los metanogénicos (Rozendal et al., 2008a).

3.2.2. CARACTERISTICAS DE LOS ELECTRODOS

Los materiales que son utilizados para la construccion de los bioelectrodos deben contar con
ciertas propiedades como una alta bio-compatibilidad, alta estabilidad, un bajo costo y una alta
conductividad (Rosenbaum et al., 2007). Se debe prestar especial atencion en utilizar materiales
gue no resulten téxicos para las bacterias que creceran en la superficie de los mismos.

El material considerado como el mas prometedor para ser utilizado en la construccion de bio-
anodos es el carbdn, ya que es econémico y mas facil de utilizar, ademas de que su drea superficial
puede incrementarse facilmente. También, su naturaleza inerte permite que su tiempo de vida util
sea mayor en comparacion con otros materiales propuestos (Logan et al., 2006).

Algunos otros materiales que han sido utilizados como anodos son por ejemplo: nanotubos de
carbon, grafito flexible y carbén activado. El carbdn activado y el grafito flexible permiten obtener
densidades de potencia muy altas, las cuales son mayores en un 31.8 y 22.6%, respectivamente,
en comparacién con el carbdn activado. Recientemente se sintetizé un material nanoestructurado
mesoporoso de polianilina con TiO,, el cual fue utilizado como anodo en una CCM inoculada con E.
Coli. Los resultados mostraron una alta densidad de potencia (1495 mWm™), siendo dos veces
mayor a la que se obtuvo en otro tipo de CCMs inoculadas con esta misma bacteria (Liang et al.,
2008; Qiao et al., 2008).

Realizando una modificacién quimica de los materiales empleados en la construccion de los
electrodos, puede incrementarse la generacién de potencia en las CCMs. Por ejemplo, si se da un
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tratamiento con amonio a un electrodo de papel carbdn, utilizado como bio-dnodo, aumenta la
superficie cargada de este electrodo, y por lo tanto mejora el funcionamiento de la celda. Otra
opcion es el utilizar una solucidon de fosfato en el anolito, la cual permite aumentar la potencia
hasta un valor de 1640 mWm™ o de 1970 mWm™, utilizando un tratamiento con amonio en el
electrodo (Cheng y Logan, 2007 b). La combinacién de ambos tratamientos ha permitido aumentar
la potencia generada en las CCMs en un 48% aproximadamente, en comparacién con aquellas que
utilizan cdtodos aireados sin este tipo de modificaciones. Ademas, el tiempo de arranque del
sistema se reduce hasta en un 50%.

La mayoria de los sistemas bioelectroquimicos utilizan como catodo un electrodo de platino, sin
embargo, los valores de pH tan bajos a los que son operados los sistemas y las altas temperaturas
en los mismos, ocasionan que tengan un mal funcionamiento. Como consecuencia, para mejorar
su funcionamiento y factibilidad econdmica, es necesario encontrar una buena alternativa que
permita reemplazar el platino como cdtodo. Hasta la fecha, tres estrategias se han explorado: el
uso de i) materiales con un alta area superficial (por ej., grafito granular) (Freguia et al., 2007b), ii)
electrocatalizadores quimicos de bajo costo (Cheng et al., 2006 a; HaoYu et al., 2007; Zhao et al.,
2005) y iii) bio-catodos (Bergel et al., 2005; Clauwaert et al., 2007; Frequia et al., 2008; Rozendal et
al., 2008 b). El desarrollo de estos ultimos en particular, se ha convertido en un tema de interés en
lo que respecta al estudio de los sistemas bioelectroquimicos.

Los bio-catodos utilizan microorganismos electroquimicamente activos, los cuales pueden operar
de manera eficiente bajo las condiciones presentes en las CCMs o CEMs. Bergel y col. (2005)
demostraron que un consorcio electroquimicamente activo enriquecido en agua de mar, era capaz
de catalizar la reaccién de reduccion de oxigeno en un cdtodo de acero inoxidable.
Posteriormente, varios grupos de investigacion demostraron que este mismo consorcio
microbiano podia ser enriquecido en agua dulce (Clauwaert et al., 2007; Freguia et al., 2008).
Recientemente se observd que estos consorcios microbianos presentes en el catodo, son capaces
de catalizar la produccién de hidréogeno cuando se encuentran adheridos en un electrodo de
grafito (Rozendal et al., 2008 b).

Los bio-catodos pueden ser utilizados en lugar de electro catalizadores metalicos costosos,
teniendo la ventaja de ser regenerados en un material no muy costoso, como por ejemplo, papel
carbon o grafito. Ademas, permiten llevar a cabo la remocidon de nitréogeno contenido en el agua
residual a tratar, dandole un valor adicional a los sistemas bioelectroquimicos en comparacion con
otras técnicas de obtencion de hidrégeno, como por ejemplo, la Fermentacion Oscura.

En la mayoria de los trabajos reportados en la literatura, el material mas utilizado para la
construccion de bio-catodos ha sido el grafito. Sin embargo, recientemente se han empleado
nuevos materiales de manera exitosa, como por ejemplo, acero inoxidable y niquel. Dumas y col.
(2008) probaron placas de acero inoxidable como cdtodo para llevar a cabo la reduccién de
fumarato en una CCM que contenia una biopelicula de G. Sulfurreducens obteniendo una corriente
méxima por arriba de los 20 Am™, la cual es 25 veces mayor a la reportada en estudios utilizando
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grafito. Wang y col. (2008) reemplazaron los materiales de carbdn por espuma de niquel como
matriz del bio-cdtodo obteniendo valores de potencia de aproximadamente 4 Wm™.

3.2.3. PROBLEMAS ASOCIADOS AL FUNCIONAMIENTO DE LOS SISTEMAS

Durante la operaciéon de los sistemas bioelectroquimicos pueden presentarse algunos problemas
tales como, pérdidas de potencial en los electrodos, pérdidas 6hmicas y variaciones de pH que
perjudican el funcionamiento de las membranas de intercambio idnico.

Las pérdidas de potencial en los electrodos limitan significativamente la generacién de corriente
en las celdas, por lo que es muy importante evitarlas al maximo. Una de las razones por las que se
presentan es el hecho de que la velocidad de reaccion con la que se reduce el oxigeno es muy
baja.

Por otra parte, las pérdidas dhmicas que se presentan en los sistemas bioelectroquimicos se
clasifican como: (i) pérdidas 6hmicas en el electrolito vy ii) pérdidas dhmicas en el electrodo. Las
primeras se refieren a la pérdida de voltaje ocasionado por el movimiento de los iones a través del
electrolito (incluyendo el agua residual y la membrana), y las segundas se refieren al movimiento
de los electrones a través de los electrodos, los contactos eléctricos y las conexiones eléctricas de
los sistemas.

Debido a que la conductividad de muchas aguas residuales es baja, las pérdidas éhmicas del
electrolito suelen ser considerables. En estudios realizados a nivel laboratorio, estos valores de
conductividad son razonablemente altos debido a las altas concentraciones de sales y soluciones
buffer utilizadas; sin embargo, en el caso de aguas residuales domésticas y muchas aguas
industriales, la conductividad suele ser mas baja encontrandose en el orden de 1 mS/cm. Para
llevar a cabo el escalamiento de los sistemas bioelectroquimicos de manera tal que se llegue a
producir una corriente de aproximadamente 10 Am™ de superficie del anodo, las perdidas 6hmicas
gue se presenten a estos bajos valores de conductividad deberan ser de aproximadamente 1V por
cada cm de distancia existente entre el anodo y el catodo. Debido a que esta es una pérdida
significativa en comparacién con los valores tedricos esperados, es importante minimizar el
espacio existente entre los electrodos en las celdas (Heijne et al., 2006; Logan et al., 2006; Liu et
al., 2005 b; Taylor et al., 2007).

En sistemas de una sola cdmara, estas pérdidas 6hmicas se minimizan debido a que los electrodos
se colocan mas préximos uno de otro, siendo separados en algunas ocasiones Unicamente por una
membrana. Sin embargo, debido a la gran distancia que los electrones tienen que recorrer a través
del anodo, posteriormente a través del circuito eléctrico y finalmente a través del catodo para
poder ser consumidos en las reacciones que se llevan a cabo en el catodo, también pudiera darse
el caso de que se presenten pérdidas éhmicas si el material utilizado en el electrodo no es lo
suficientemente conductivo. En este sentido, el grafito y el carbdn, son los dos materiales mas
utilizados como bio-catodos y bio-anodos, debido a su compatibilidad con los microorganismos
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electroquimicamente activos que forman la biopelicula, a que no presentan demasiadas pérdidas
de potencial y tienen un bajo costo (Logan et al., 2006).

Para reducir las pérdidas dhmicas, estos electrodos de grafito o carbdn pueden ser soportados con
un material altamente conductivo; como por ejemplo, malla de acero inoxidable, o emplearse
anodos en forma de cepillo, construidos con cerdas de grafito montadas sobre un alambre de
titanio como los utilizados en un estudio realizado por Logan y col. (2007). Sin embargo, debido a
gue el uso de metales incrementa el costo de construccidén de los sistemas, es necesario evaluar la
factibilidad de su aplicacion.

Los electrones que fluyen del dnodo hacia el catodo en un sistema bioelectroquimico, pueden
generar un flujo de carga negativa. Para mantener la electro neutralidad en el sistema, este flujo
de cargas negativas debe de ser compensado mediante el transporte de cationes del anodo hacia
el catodo o aniones del catodo hacia el dnodo (Figura 3.4). Con este propdsito la mayoria de los
sistemas bioelectroquimicos utilizan membranas de intercambio iénico que ayudan al flujo de los
iones a través de la membrana mientras se mantienen separadas las reacciones que se llevan a
cabo en el dnodo y el catodo.

El uso de membranas de intercambio iénico genera cambios de pH en las celdas debido a que las
reacciones que ocurren en el anodo producen protones y aquellas que ocurren en el catodo
consumen electrones, lo cual ocasiona una disminucion en el pH de la cdmara anddica y un
aumento de pH en la cdmara catddica. Una alternativa para evitar estos cambios, sugiere el operar
los sistemas como un sistema cerrado en el cual el efluente de la cdmara anddica no es removido
del sistema, tal como ocurre en los sistemas tradicionales (Figura 3.4), en lugar de esto, pasa
directamente a la cdmara catddica (Figura 3.5), solucionando el problema debido a que los
protones generados en el anodo son transportados hacia el catodo, los cuales compensan los
protones consumidos en las reacciones que se llevan a cabo en el catodo y por lo tanto mantienen
el pH del mismo en un valor bajo (Freguia et al., 2008; Logan et al., 2007).

Las reacciones que ocurren en el anodo generan protones que acidifican la biopelicula formada y
afectan negativamente el funcionamiento de las celdas. Este aspecto hace necesario el agregar
una solucidon tampdn, como por ejemplo, buffer de fosfatos. Se ha observado que cuando la
concentraciéon de fosfato aumenta, por ejemplo de 12.5 a 100 mM, la corriente generada es casi
cuatro veces mayor y se aproxima a 10 Am? de area superficial del anodo, este efecto no fue
ocasionado por el aumento de la conductividad que resulta de adicionar una solucién tampdn, ya
qgue al aumentar la conductividad adicionando cloruro de sodio, la densidad de corriente sélo
aumenté en un 15%.

Las aguas residuales domésticas y muchas de tipo industrial, tienen una alcalinidad en el orden de
50 a 200 mgL" de CaCO,, lo cual equivale de 1 a 4 mM de fosfato como amortiguador. Como
consecuencia, estos bajos niveles de amortiguamiento pueden limitar el funcionamiento de los
bio-anodos y del sistema global. Una alternativa para solucionar este problema es el disefar los
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sistemas de tal manera que el agua residual fluya a través del electrodo y no Unicamente
alrededor de él. Esto aumentara el grado de amortiguamiento para los microorganismos
electroquimicamente activos y estabilizara el pH de la biopelicula formada. Sin embargo, es
importante el considerar que al adicionar cierta cantidad de solucidon tampdn al agua residual que
se desee tratar, aumentarda el costo de operacion de los sistemas cuando se realice su
escalamiento para su aplicacidon en condiciones reales (Cheng et al., 2006 b; Fan et al., 2007;
Tchobanoglous et al., 2003).

a) Celda de combustible microbiana (CCM) b) Celda de electrélisis microbiana (CEM)
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Figura 3.4. Tratamiento del agua residual utilizando sistemas bioelectroquimicos (Rozendal et al., 2008 a).
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Figura 3.5. Configuracion en circuito cerrado de un sistema bioelectroquimico microbiano, en el cual el
efluente del anodo fluye directamente hacia el catodo (Rozendal et al., 2008 a).
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A continuacion se realiza una descripcion con mayor detalle de las Celdas de Combustible
Microbianas y las Celdas Electroquimicas Microbianas, mencionando el principio de operacion y

algunos resultados obtenidos en diversas investigaciones.

3.2.4. CELDAS DE COMBUSTIBLE MICROBIANAS (CCM)

Las CCMs son similares a una Celda de Combustible de Hidrégeno, las cuales transportan protones
del dnodo hacia el catodo a través de una membrana electrolitica.

Una CCM esta formada por dos camaras, anodo y catodo, separadas entre si por una membrana
de intercambio idnico (Figura 3.6). En ella, los microorganismos electroquimicamente activos que
crecen adheridos en el anodo y aquellos que se encuentran suspendidos en la solucion anddica,
oxidan el sustrato formando protones y electrones en la cdmara anddica de la CCM.
Posteriormente, los electrones acumulados en el anodo son transportados hacia el catodo
mediante un circuito externo, accionando el sistema eléctrico y, los protones son transferidos a
través de la membrana interna. Por lo tanto, se genera una diferencia de potencial entre las
camaras anodica y catddica debido a las diferentes soluciones liquidas. Los electrones y protones
son consumidos en el catodo utilizando oxigeno disuelto. Se ha observado que la formacion de
células electro activas en ambas camaras, tiene un efecto favorable en el funcionamiento de la

CCM, aumentando la eficiencia coulémbica y la generacién de potencia.

Utilizando CCMs para el tratamiento de una gran variedad de sustratos como por ejemplo glucosa,
acetato, butirato, cisteina, proteinas y lignocelulosa, asi como también, sustratos mas complejos
como por ejemplo, agua residual doméstica, una mezcla de estiércol porcino, lixiviados de un
vertedero y agua residual de una empacadora de carne, se ha generado energia eléctrica de
manera satisfactoria (Cheng et al., 2006 c; Heilmann y Logan, 2006; Liu et al., 2005 b; Logan et al.,
2005; Min et al., 2005; Rismani-Yazdi et al., 2007; You et al., 2006).
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Figura 3.6. Esquema representativo del funcionamiento de una CCM. (S=Sustrato)
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La recuperacién de esta energia eléctrica varia considerablemente dependiendo de la
configuracién de la celda, los materiales utilizados como electrodos, y las especies anodofilicas
empleadas, ademas de las condiciones de operacién de los sistemas. Por ejemplo, estudios
realizados con CCMs reportan voltajes mayores a 0.7 V, con rangos de potencia que van de 20
mWm™ hasta 2000 mWm™ de superficie del dnodo y potencias por unidad de volumen entre 2060
mWm™ hasta 102,000 mWm™ (Kim et al., 2007; Rosenbaum et al., 2006). También se observd que
entre menor es el tamafio de la CCM mayor es la generacion de electricidad de las mismas cuando
se recuperan adecuadamente los electrones (Ringeisen et al., 2006).

El funcionamiento de una CCM no solo depende de las especies de microorganismos que se
encuentran adheridos en el anodo, sino ademas, se ve influenciado por el tipo de sustrato que
debera ser oxidado por los mismos. Por lo general, se han realizado pruebas con sustratos simples
como es el caso de glucosa, acetato, sacarosa, etanol o butirato, que pueden ser consumidos
facilmente por estos microorganismos; sin embargo, el uso de sustratos mds complejos como
aguas sintéticas conteniendo glutamato, efluentes de hospitales, sustratos que contienen
compuestos facilmente degradables tales como aminodcidos y proteinas, ha aumentado en la
actualidad. En este sentido, se ha observado que las CCM que trabajan con sustratos simples
generan mayor potencia que aquellas en las que se utilizan sustratos complejos (Logan y Regan,
2006).

Ademas, la eficiencia de una CCM puede variar dependiendo de los avances tecnoldgicos con los
gue se cuente. Uno de los cambios mds significativos que se ha realizado en estos sistemas con la
finalidad de reducir la resistencia interna en los mismos, ha sido la remocién de la membrana de
intercambio idnico. Una CCM de doble camara con membrana de intercambio idnico, inoculada
con un agua residual de tipo doméstico, podia generar una potencia de 262 mWm™; sin embargo,
con la eliminacion de la membrana se observé un aumento de potencia hasta alcanzar un valor de
494 mWm? (Liu y Logan, 2004).

Otros estudios se han enfocado en optimizar las reacciones que tienen lugar en el catodo. Por lo
general, la reduccion del oxigeno se llevaba a cabo utilizando catodos de platino sumergidos en
una solucién acuosa, sin embargo, actualmente se ha aumentado la concentraciéon de oxigeno en
el compartimento del catodo suministrando aire, incluyendo el uso de catodo al aire en el que la
reduccion ocurre directamente en la fase gaseosa. Recientemente, un nuevo disefio que permite
trabajar bajo condiciones acidas en el catodo ha mejorado la reduccion del oxigeno (Cheng et al.,
2006 b; Erable y Bergel, 2009; Gil et al., 2003; He et al. 2007; Liu y Logan, 2004; Liu et al., 2004;
Nielsen et al. 2004 a).

Otras pruebas consistieron en reemplazar la reduccién del oxigeno por una reduccién del
ferricianuro a ferrocianuro, obteniéndose asi potencias en el orden de 860 mWm™ hasta 4310
mWm™ (Heijne et al., 2006; Rabaey et al., 2003; Rabaey et al. 2004). Sin embargo, el uso de este
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compuesto representa un peligro para el ambiente debido a su alto grado de toxicidad, por lo que
se ha limitado su uso en pruebas a nivel laboratorio.

Algunas otras estrategias tales como, el control de la temperatura o el aumento en la
transferencia de masa mediante el burbujeo o mezclado del catolito, también han sido sugeridas
para optimizar el proceso. Por ejemplo, en pruebas realizadas con una CCM manteniendo la
temperatura constante a 55 °C, se obtuvo una potencia de 1030 mWm™ (Du et al., 2007; Jong et
al., 2006). Sin embargo, estas dos opciones han sido desechadas debido a que el uso de un
dispositivo adicional como bombas, compresores, potenciémetros y calentadores, consumen mas
energia de la que las CCM pueden generar, aumentando con ello el costo de operacién de las

mismas.

En cuanto al tratamiento de aguas residuales con estos sistemas, se han llegado a obtener
porcentajes de eliminacidn de materia organica (medida como DQO) en el orden de un 93 al 95%.
La literatura reporta casos en los que se han tratado satisfactoriamente aguas residuales sintéticas
conteniendo compuestos quimicos puros, y también, aguas residuales industriales complejas. Por
ejemplo, en un caso en el que se traté un agua residual que contenia desechos de pescado,
peptonas y almiddn, utilizando una CCM con un catodo aireado, los porcentajes de eliminacién de
materia organica fueron de un 93 al 95% (Shimoyama et al., 2008). Mientras que, en otro estudio
realizado con una CCM de una sola camara tratando lixiviados, Unicamente se observé un 53% de
reduccion de DBO (Demanda bioldgica de oxigeno) con un tiempo de retencion hidraulico (TRH) de
4.7 h (Greenman et al., 2009). Con un TRH de 33 h, Liu y col. (2004) obtuvieron eliminaciones de
materia orgdnica de un 80% durante el tratamiento de aguas residuales de tipo doméstico v,
disminuyendo el TRH a 12 h la eliminacion de materia organica estuvo en el rango de 50-70%. Min
y Logan (2004) reportan valores de eliminacidon de materia organica de hasta un 72% en una CCM
durante el tratamiento de aguas residuales domésticas; mientras que, tratando aguas residuales
de tipo porcino, el porcentaje de eliminacidon de materia orgdnica llegd hasta un valor de 91% con
TRH de 72 h (Min et al., 2005). Con lo cual se concluye que el porcentaje de eliminacidon de materia
organica dependera del tipo de contaminantes presentes en el agua y el tiempo de retencion
hidraulico utilizado durante el tratamiento.

Algunas limitaciones que presentan las CCM como opcion de tratamiento de aguas residuales, son
los bajos niveles de potencia obtenidos y el hecho de que hasta la fecha, sea un sistema estudiado
Unicamente a escala de laboratorio. Basandose en la diferencia de potencial, AE, que puede
generarse entre el aceptor y el donador de electrones, los voltajes maximos esperados mediante
el uso de esta tecnologia no sobrepasan a 1 V, estando el valor maximo alcanzado en las
diferentes pruebas reportadas en la literatura (0.7 V), por debajo de este valor (Park y Zeikus,
2003). Operando varias CCM en serie, el voltaje producido puede aumentar, aun asi, la corriente y
el voltaje generados, siguen estando por debajo de los valores tedricos esperados y el
comportamiento de las celdas varia considerablemente.
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Finalmente, para que el tratamiento de agua residual mediante CCMs pueda ser considerado
como una opcidn viable a nivel real, los costos de construccion y operacion de las mismas deberdan
disminuir (Liu et al., 2004, Rabaey et al., 2003). Ademas, deberan de mejorar los niveles de
transporte de electrones dentro de las celdas, esto puede lograrse seleccionando una comunidad
de microorganismos anodofilicos bien adaptados y optimizando las condiciones de operacion de
las CCM. Aun cuando se logre la optimizacién del proceso, sera importante considerar el hecho de
qgue el tamafio del reactor sea lo suficientemente pequeifio como para hacer la produccién de
bioelectricidad o biohidrogeno econdmicamente factible.

En la Tabla 3.1 se presenta un concentrado de los mejores resultados que se han obtenido al
utilizar CCMs para la generacién de electricidad, con diferentes sustratos, configuraciones de la
celda y fuentes de indculo.

3.2.5. CELDAS ELECTROQUIMICAS MICROBIANAS (CEM)

Una posible alternativa para la produccion de biohidrégeno consiste en el uso de Celdas
Electroquimicas Microbianas (CEM), en las cuales la materia organica es transformada a hidrégeno
por electrélisis microbiana. Durante la operacién de una CCM, las bacterias oxidan la materia
organica en el dnodo para producir protones y electrones que fluyen hacia el catodo utilizando un
camino diferente y son consumidos en un mecanismo de reduccion. Si la presencia de compuestos
reducibles en el catodo se omite, la produccion de corriente no es espontanea. Aplicando un
pequeiio voltaje entre el 4nodo y el catodo, se fuerza la generacidn de corriente, resultando en la
formacion de hidrégeno en el catodo debido a la reduccion de lo protones (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Esquema representativo del funcionamiento de una CEM. (S=Sustrato)
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Tabla 3.1. Resultados obtenidos utilizando CCMs con diferentes caracteristicas.

TIPO DE CONCENTRACION FUENTE DE INOCULO TIPO DE CCM (CON AREA SUPERFICIAL DEL DENSIDAD DE REFERENCIA
SUSTRATO ELECTRODO Y/O VOLUMEN DE LA CELDA) CORRIENTE (mAcm'z) A
MAXIMA POTENCIA

Acetato 1lg/L Bacterias pre-aclimatadas de una Forma cubica, una sola cdmara con anodo de 0.8 (Logan et al.,
ccM cepillo de grafito (7170 m?/m> volumen del 2007)

cepillo)

Arabitol 1220 mg/L Bacterias pre-aclimatadas de una Una sola camara, catodo aireado (12 mL), con 0.68 (Catal et al.,
ccM anodo de papel carbon (2 cm’?) y catodo de papel 2008a)

carbon (7 cmz)

Galactitol 1220 mg/L Bacterias pre-aclimatadas de una Una sola camara, catodo aireado (12 mL), con 0.78 (Catal et al.,
ccM anodo de papel carbon (2 cm’?) y catodo de papel 2008a)

carbon (7 cmz)

Glucosa 6.7 mM Cultivo mixto de bacterias el cual Una sola camara, catodo aireado (12 mL), con 0.70 (Catal et al.,
se mantuvo durante un afio en d4nodo de papel carbon (2 cm’?) y catodo de papel 2008b)
acetato de sodio (Rhodococcus y  carbon (7 cmz)

Paracoccus)

Acido 6.7 mM Cultivo mixto Una sola camara, catodo aireado (12 mL), con 1.18 (Catal et al.,

glucurdnico anodo de papel carbon (2 cm’?) y catodo de papel 2008b)

carbon (7 cmz)

Manitol 1220 mg/L Bacterias pre-aclimatadas de una Una sola camara, catodo aireado (12 mL), con 0.58 (Catal et al.,
cCM anodo de papel carbon (2 cm’?) y catodo de papel 2008a)

carbon (7 cmz)

Formiato de 20 mM Lodo de digestion anaerobia Celda de dos camaras con electrodos de tela de 0.22 (Ha et al., 2008)

sodio proveniente de una planta de grafito (4.5 cm?)
tratamiento de aguas residuales

Sorbitol 1220 mg/L Bacterias pre-aclimatadas de una Una sola camara, catodo aireado (12 mL), con 0.62 (Catal et al.,
cCM anodo de papel carbon (2 cm’?) y catodo de papel 2008a)

carbon (7 cmz)

Agua residual 1459 mg/L de Lodo activado Dos cdmaras, con electrodos de barras de grafito 0.302 (Patil et al., 2009)

de la industria DQO (16.485 cmz) y ferrocianuro como catolito

chocolatera

Almidén 10g/L Cultivo puro de Clostridium Dos camaras con anodo de grafito (7 sz) y 1.3 (Niessen et al.,
butyricum ferrocianuro como catolito 2004)

Fumarato de 25 mM Cultivo puro de G. sulfurreducens  Catodo de acero inoxidable (2.5 cmz), medias 2.05 (Dumas et al.,

sodio celdas con un potencial fijo de -600 mV Vs. 2008)

Ag/AgCl
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Hasta la fecha, se han realizado varias investigaciones utilizando CEMs para la generacién de
hidrogeno. Por ejemplo, Rozendal y col. (2006) utilizaron acetato para producir hidrégeno. En
condiciones normales utilizando este compuesto como sustrato es necesario aplicar 104.6 kJ mol™
de energia externa para que se pueda llevar a cabo la reaccion en el catodo. Con base en esto, se
necesita un voltaje externo de aproximadamente 0.14 V Vs. NHE para generar hidrégeno. En la
practica, debido a las pérdidas internas en la célula y a que los microorganismos consumen cierta
cantidad de sustrato para su crecimiento y mantenimiento, se requiere un voltaje mayor al
tedrico. Diferentes estudios realizados sugieren que los voltajes que deben aplicarse se
encuentran en un rango de 0.2 a 0.3 V (Call y Logan, 2008; Liu et al., 2005 c), los cuales son mas
bajos en comparacion con los voltajes necesarios para llevar a cabo el proceso de electrélisis del

agua.

Rozendal y col. (2006) obtuvieron un valor de 0.02 m*H,m>d™ con una eficiencia del 53%,
utilizando una CEM de doble cdmara y aplicando un voltaje de 0.5 V. Después de optimizar el
proceso, el volumen de hidrégeno generado se incrementé hasta aproximadamente 10 m*H,m>d™
con una eficiencia del 90%, suministrando un voltaje relativamente bajo (0.3-0.4 V). Un afio
después, Cheng y Logan (2007 a) probaron que ésta tecnologia podia ser eficiente en la generacion
de biohidrégeno utilizando diversos compuestos organicos complejos como glucosa, celulosa, y
diferentes 4cidos grasos volatiles como sustrato, obteniendo una eficiencia maxima del 99% con
un voltaje externo de 0.8 V.

Se ha asociado el uso de membranas de intercambio idnico con pérdidas de potencial en las CEM,
por ello, con el objeto de incrementar la eficiencia de las celdas reduciéndose estas pérdidas
internas, Hu y col. (2008), disefiaron y probaron un sistema de una sola camara, libre de
membrana. El experimento se llevd a cabo utilizando un consorcio microbiano mixto y aplicando
un voltaje externo de 0.6 V, con lo cual obtuvieron un volumen maximo de hidrégeno de 0.63 m?
Hzm'3d'1.

En otro estudio, Call y Logan (2008) reportaron una alta recuperacion de hidrégeno utilizando
también una CEM de una sola camara sin membrana y concluyeron que existe una relacion lineal
entre el voltaje aplicado a la celda y la cantidad de hidrégeno producido en la misma. Haciendo la
comparaciéon de la CEM con otros sistemas comunmente utilizados para la generacion de
hidrogeno, ellos concluyeron que las CEMs utilizadas durante sus pruebas, presentaban una
eficiencia de energia mucho mayor (en un 400%) que el proceso convencional de electrdlisis.

La generacién de hidrogeno mediante CEMs sin membrana requiere Unicamente la aplicacion de

3 . , . , . L. . . 3
0.9 kWhm™ de hidrégeno; mientras que, el proceso clasico de electrdlisis requiere de 5.6 kWhm
de hidrégeno, considerandose una ventaja en cuanto al uso de las CEM sobre la electrdlisis.

Otra ventaja que presentan las CEM con respecto a otras tecnologias de produccion de
biohidrégeno, son las altas tasas de recuperacién de hidréogeno, las cuales varian en un rango de
67% a 91% dependiendo del sustrato que sea utilizado como donador de electrones (por ej.,
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celulosa, glucosa, acido lactico, acido propidnico, etanol o acetato). Estos altos porcentajes de
recuperacion ofrecen un doble beneficio, por un lado maximizan los niveles de energia deseados y
por el otro disminuyen la DBO del influente hasta alcanzar los niveles esperados en el efluente.
Ademas, pueden ser acopladas perfectamente con los sistemas de digestion anaerobia, generando
cantidades de hidrégeno mayores a los que se pueden alcanzar utilizando cada uno de estos
sistemas por separado.

Para poder considerar esta tecnologia como una alternativa viable de tratamiento de aguas
residuales a nivel real, uno de los mayores retos consiste en proporcionar a la celda la energia
necesaria para su operacion. Debido a que pueden presentarse pérdidas de energia en diversas
partes de la celda, es dificil determinar con exactitud el voltaje que se debe aplicar para su
funcionamiento. Por lo tanto, si el voltaje que se necesita aplicar es demasiado alto, el proceso se
vuelve no redituable debido a que el costo de la energia necesaria para la generacidon de
hidrogeno superara a los beneficios obtenidos con el aprovechamiento del gas. Con el objetivo de
alcanzar un balance positivo de energia en la CEM, el voltaje aplicado debera ser menor a 0.6 V, lo
gue implica que la suma de las pérdidas no debera superar los 0.5 V (Lee et al., 2010).

Otro aspecto importante a considerar es el lograr una produccion de hidrégeno alta, lo cual
permitird que los costos de capital del proceso sean bajos. La produccidon volumétrica de
hidrégeno (ej. LH,L™h™) depende de la densidad de corriente en el dnodo (Am?) y el érea
superficial especifica del mismo (m”’m?), debido a que la velocidad de produccién de H, es
proporcional a la corriente. El mayor valor reportado hasta la fecha es de 3.12 m*H,m>d*
aplicando un voltaje de 0.8 V, siendo muy bajo en comparacion con el maximo obtenido de 189.6
m?H,m>d™ mediante Fermentacién Oscura (Lee et al., 2010).

Con el objeto de obtener una alta produccién de hidrégeno aplicando un voltaje bajo a la CEM,
sera necesario desarrollar nuevos materiales que permitan construir electrodos y membranas mas
eficientes, encontrar una configuracion adecuada de las CEMs e identificar a los microorganismos
anodofilicos que puedan consumir los compuestos organicos presentes en las aguas residuales con
mayor eficiencia y rapidez.

Ademas, se deberdn de enfocar esfuerzos en la busqueda de alternativas que permitan separar el
anodo y el catodo sin que se generen pérdidas internas en las celdas por fluctuaciones en el pH o
el transporte de electrones (Lee et al., 2010). En la Tabla 3.2 se enlistan algunos de los resultados
obtenidos al utilizar diferentes materiales de los electrodos y tipos de sustrato, al realizar pruebas
con CEMs de una sola camara y dos cdmaras.
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Tabla 3.2. Resultados obtenidos utilizando CEMs para la generacién de hidrégeno.
ANODO CATODO/Pt MEMBRANA SUSTRATO E.p VOL. 1, (A/m?) Ce ruz2 (%) ny Q2 (m*/d/m’) REF.
(mg/em?) (V) Liquipo (%) (%)
(mL)
SISTEMAS DE DOS CAMARAS
Tela de Papel Carbén/0.5 Nafion Acetato 0.6 200 78 72 (Liu et al.,
carbén 2005a)
Fieltro de Malla de Ti/0.5 Nafion Acetato 0.5 6600 0.5 53 0.02 (Rozendal et al.,
grafito 2006)
Malla de Ti/0.5 CEM Acetato 1 3300 2.4 23 23 148 0.33 (Rozendal et al.,
2007)
Fieltro de grafito, CEM Acetato -0.7* 250 1.2 <49* 0.63 (Rozendal et al.,
biocatodo 2008b)
CEM Acetato -0.7* 250 3.3 <21" 0.04 (Selembo et al.,
2009a)
Placa de Ti/0.5 Nafion Acetato 0.8 360 2.8 62 53 0.052 (Chae et al.,
2008)
Granulosde Tela de carbén/0.5 AEM Celulosa 0.6 42 68 268 0.11 (Cheng y Logan,
grafito 2007 a)
AEM Acetato 0.6 42 96 91 261 1.1 (Cheng y Logan,
2007 a)
Papel Papel carb6n/0.5 Nafion Agua residual 0.5 512 0.2 23 9.9 (Ditzig et al.,
carbén doméstica 2007)
Papel carbon/2 PEM Acetato 0.35 900 0.4 33 32 0.015 (Sun et al., 2009)
Tela de Papel carb6n/0.5 Acetato 1 50 4.7 95 97.5 6.32 (Tartakovsky et
Carbon al., 2009)
SISTEMAS DE UNA SOLA CAMARA
Papel Papel carb6n/0.5 Acetato 0.6 300 9.3 75 63 204 0.53 (Hu y col. ,2008)
carbén
Papel carbén+NiMo Acetato 0.6 18 12 75 65 182 2.0 (Hu'y col. 2009)
Papel carbon+Niw Acetato 0.6 18 9 73 55 114 1.5 (Hu y col. 2009)
Cepillo de Cepillos de acero Acetato 0.6 28 88 A/m>* <83 221 1.7 (Call'y col. 2009)
grafito inoxidable
Acero Acetato 0.6 28 131 108 56 137 0.76 (Jeremiasse y
Inoxidable+NiO A/m* col. 2009)
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ANODO CATODO/Pt MEMBRANA SUSTRATO Eap VOL. In(A/m°)  Cc  rp(%)  ny  Qup(m’/d/m’) REF.
(mg/cm?) (V) LiQuibo (%) (%)
(mL)
Cepillo de Papel carb6n/0.5 Acetato 0.6 28 7.4 96 92 254 1.99 (Call y Logan
grafito 2008)
Papel carb6n/0.5 Acetato 0.8 28 11.6 98 94 194 3.12 (Call'y Logan,
2008)
Papel carb6n/0.5 Agua residual 0.5 28 4.2 29 17 190 0.9 (Wagnery col.
porcicola 2009)
Papel carb6n/0.5 Glicerol 0.9 28 8.8 104 82 139 2.0 (Selembo y col.
2009 b)
Papel carb6n/0.5 Celulosa 0.5 28 73 63 270 1.11 (Lalaurette y col.
2009)
Papel carb6n/0.5 Efluente de 0.6 26 5.6 87 83 252 1.41 (Lu 'y col. 2009)
fermentacién
Granulos de Tela de carbdn Acetato 1.06 140 50 A/m™ 60 59 0.57 (Lee y col. 2009)
grafito

*Potencial catddico Vs. Ag/AgCl
*Porcentaje de hidrégeno recuperado en el catodo, el cual corresponde al porcentaje de corriente utilizada para producir hidrégeno en el cétodo

¢ Densidad volumétrica de corriente, calculada con base en el volumen de la solucién
Ia: Densidad de corriente, calculada con base en el area superficial del catodo o el anodo
C;: Eficiencia couldmbica, porcentaje de sustrato utilizado en la generacién de corriente

ryp: Porcentaje de hidrégeno recuperado, porcentaje de sustrato utilizado para generar hidrégeno en el catodo

n,: Eficiencia energética, cantidad de energia recuperada como hidrégeno con respecto a la energia eléctrica alimentada
Qyp: Produccién de hidrégeno, calculada con base en el volumen de liquido

AEM: Membrana de intercambio anidnico (por sus siglas en inglés)
CEM: Membrana de éster de celulosa (por sus siglas en inglés)
PEM: Membrana de intercambio protdnico (por sus siglas en inglés)
E,p: Voltaje aplicado
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3.3. Sistemas acoplados de produccién de hidrégeno

Debido a las deficiencias que presentan tanto el proceso de Fermentacion Oscura como las Celdas
Electroquimicas Microbianas en sus niveles alcanzados de produccion de hidrégeno, recientes
investigaciones han sugerido el acoplar ambos sistemas, de tal manera que los productos de la
Fermentacién Oscura que aun pueden ser aprovechados por los microorganismos presentes en las

CEMs, sean reducidos hasta generar hidrégeno.

Por otra parte, ya que las CEMs requieren de una fuente de energia externa para su operacion de
aproximadamente 0.6 V y, a que en varias pruebas realizadas con CCMs se han logrado voltajes
superiores a los 0.8 V, algunos autores han sugerido el acoplar ambos sistemas para la generacion
de hidrégeno.

En la Figura 3.8 se muestra un esquema representativo de la conexion y funcionamiento del
sistema acoplado CEM-CCM. El dnodo de la CEM estaria conectado con el catodo de la CCM. A su
vez, el anodo de la CCM se conectaria a una resistencia y posteriormente al catodo de la CEM para
con ello completar el circuito. Existe la opcion de que se utilice la misma fuente de sustrato tanto
en el anodo de la CEM como en el anodo de la CCM, o también podrian utilizarse dos sustratos

diferentes.

Hasta el momento, son pocos los trabajos reportados en la literatura en los que se utilizan
sistemas acoplados, ya sea Fermentacién Oscura-CEM 6 CEM-CCM. Por ejemplo, Sun y col. (2008),
desarrollaron un sistema acoplado CEM-CCM para la produccion de hidrégeno a partir de acetato,
utilizando una CEM de doble camara, con un danodo de papel carbdn y un catodo de papel carbodn
con Pt y, una CCM de una sola camara, con anodo y catodo de los mismos materiales que la CEM.
Las bacterias presentes en ambos anodos fueron inoculadas a partir de lodo anaerobio. El sistema
fue operado variando las concentraciones de una solucidon de fosfato utilizada como solucion
tampdn para ayudar a incrementar la produccion de hidrégeno. El volumen maximo de hidrégeno
fue de 14.9 + 0.4 mLH,L'd™ obtenido con una concentracién de fosfato de 100 mM.

Otro estudio utilizando un sistema CEM-CCM para el tratamiento de acetato, permitié demostrar
gue la produccién de hidrégeno puede ser manipulada variando la cantidad de corriente que se
aplica a la CEM. Este voltaje puede ser regulado aplicando diferentes resistencias conectadas al
sistema, asi, cuando se presentd un cambio de resistencia de 10 Q hasta 10 kQ, la corriente y el
volumen de hidrégeno producidos por el sistema variaron en un rango de 78412 a 90 mAm™y
2.9+0.2 a 0.2+0.0 mLH,L™d™, respectivamente. Ademas, con el objeto de aplicar un mayor voltaje
a la CEM, se conectaron varias CCM en serie, observandose un incremento tanto en el voltaje
suministrado a la CEM como en la cantidad de hidrégeno producido por la misma (Sun et al.,
2009). Pruebas similares se realizaron utilizando propionato como sustrato; sin embargo, en este
caso la corriente y el volumen de hidréogeno obtenidos fueron mayores variando en un rango de
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343 a81 mAm?2y 11.9 a 3.6 mLH,L™"d™, respectivamente. Comparado con el acetato, el propionato
puede ser convertido a hidrégeno con una velocidad similar pero con un mayor rendimiento (Sun
etal., 2010).

Colector de gas
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Figura 3.8. Esquema representativo del acoplamiento CEM-CCM para la produccién de hidrégeno y
generacion de electricidad. (S=Sustrato, V= Medicidn de voltaje)

En una CEM, una considerable cantidad de electricidad es requerida. Esto disminuye su eficiencia
de funcionamiento debido a la gran demanda de energia durante los procesos de electrdlisis. En
comparacion con los sistemas convencionales (CEM y CCM), el sistema acoplado CEM-CCM tiene
dos ventajas principales: a) se puede obtener hidrégeno a partir del sustrato contenido en la CEM
y CCM sin necesidad de una fuente alterna de energia; y b) la energia eléctrica producida en la
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CCM es utilizada in situ y, esto se ve reflejado en un ahorro en cuanto a la compra de equipo para
el almacenamiento de electricidad y ademas disminuye la pérdida de voltaje de la misma.

Para que estos sistemas acoplados puedan llegar a desarrollarse a gran escala, se deben realizar
mayores pruebas que permitan su optimizacion. Algunos problemas que se presentan son los
siguientes: la produccién de hidréogeno se opera bajo circunstancias inestables, resultando en la
variacioén de la corriente e hidrégeno producidos en el sistema; hay muchos factores que afectan la
estabilidad de las CCM, tales como el tipo de sustrato y su concentracion, la actividad catalitica de
los organismos presentes en el anodo, la resistencia interna del sistema, entre otros; en una CEM,
el voltaje adicional aplicado puede fijarse y mantenerse constante a lo largo de las pruebas, sin
embargo, en un sistema acoplado, la CEM puede influir en el comportamiento de la CCM y
viceversa, por lo que, cualquier cambio en los factores mencionados con anterioridad, pueden
ocasionar la inestabilidad del sistema global. Por lo tanto, se requiere un gran esfuerzo y un mayor
numero de investigaciones para lograr la estabilidad a largo plazo de estos sistemas acoplados
CEM-CCM.

También se han realizado algunos estudios acoplando un sistema de Fermentacidon Oscura con
CEMs, por ejemplo, Lalaurette y col. (2009), utilizaron los productos de la fermentacion tanto de
un agua residual conteniendo lignocelulosa, como de un agua residual con celobiosa, para ser
adicionados en una CEM. En ambos casos, los principales componentes de este efluente fueron:
acido acético, lactico, succinico, férmico y etanol. Mediante la Fermentacion Oscura los volimenes
de hidrégeno obtenidos fueron: en el caso de la lignocelulosa 250 mLH, L'd™ y 1650 mLH, L*d™
para la celobiosa. Con la CEM, se logré un volumen adicional de hidrégeno de 1000 mLH, L™ d*
para la lignocelulosa y 960 mLH, L™ d para la celobiosa.

Sharma y Li (2010), probaron que al acoplar un sistema de Fermentacidon Oscura con una CCM, se
puede lograr un aumento en la eficiencia de conversién de energia y en la eliminacién de materia
organica de un agua residual, llegdndose a obtener hasta un 29% de eficiencia de conversién y un
71% de eliminacidon de materia organica. Realizando una simulacién de la cinética de reaccién de
este sistema hibrido Fermentacion Oscura-CCM, la maxima produccion de hidrégeno calculada fue
de 2.85 molH,mol™ de glucosa, con una maxima recuperacién de energia de 559 JL™ y un 97% de
remocién de DQO.

En la Tabla 3.3 se presenta un resumen de los resultados y estudios realizados con sistemas
acoplados.
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Tabla 3.3. Investigaciones realizadas hasta la fecha utilizando sistemas acoplados.

SISTEMA UTILIZADO TIPO DE FUENTE DEL INOCULO CONFIGURACION Y MATERIALES PRODUCCION DE HIDROGENO REFERENCIA
SUSTRATO UTILIZADOS PARA SU CONSTRUCCION
CEM-CCM acoplado Acetato Bacterias pre-aclimatadas en CEM: Doble cdamara, membrana (GEFC-10N), =14.9 mLHZL'ld'1 (con una (Sun et al., 2008)
una CCM con lodo anaerobio catodo de papel carbdn con Pt, dnodo de concentracion de  solucidon
papel carbon. tampon de fosfato 100 mM)
CCM: Una sola cdmara, catodo de papel
carbén con grafito, &nodo de papel carbén.
CEM-CCM acoplado Acetato Bacterias pre-aclimatadas en CEM: Doble cdmara, membrana (GEFC-10N), 2.9+0.2 a 0.2+0.0 mL H2L'1d'1 (Sun et al., 2009)
una CCM con lodo anaerobio catodo de papel carbén con Pt, dnodo de (con una resistencia de 10 kQ)
papel carbon.
CCM: Una sola cdmara, catodo de papel
carbén con grafito, &nodo de papel carbdn.
CEM-CCM acoplado Propionato Bacterias pre-aclimatadas en CEM: Doble cdmara, membrana (GEFC-10N), 11.9 a 3.6 mL HZL'ld'1 (con una (Sun et al., 2010)

una CCM con lodo anaerobio

catodo de papel carbdn con Pt, dnodo de
papel carbon.

CCM: Una sola cdmara, catodo de papel
carbén con grafito, &nodo de papel carbdn.

resistencia de 10 kQ)

Fermentacion Oscura-
CEM

Lignocelulosa
y celobiosa

Efluente de la fermentacion

CEM: Una sola cdmara, dnodo de cepillos de
grafito, catodo de papel carbén

Fermentacion  Oscura: 250
mLH,L 7 d™ para lignocelulosa y
1650 mLH,Ld™? para la
celobiosa

Volumen adicional producido
con la CEM: 1000 mLH,L*d*
para la lignocelulosa y 960
mLH,L 7 d™ para la celobiosa

(Lalaurette et al.,
2009)

Fermentacion Oscura-
CCM

Glucosa

Agua residual doméstica

CCM: Una sola cdmara, anodo y cdtodo de
cepillos de grafito

2.85 mol H,/mol de glucosa
(proyectada mediante
simulaciones)

(Sharma y Li, 2010)
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4. METODOLOGIA

La metodologia que se siguié durante el desarrollo de esta investigacidon se dividié en tres etapas

experimentales, las cuales se visualizan en el siguiente diagrama de bloques:

REVISION BIBLIOGRAFICA

[ ==>

DISENO Y CONSTRUCCION DE
LA CEM

ler ETAPA: PRUEBAS
VARIANDO LA CONC. DE AC.
ACETICO Y AC. PROPIONICO

UNA MEZCLA DE AC. ACETICO,

PROPIONICO Y BUTIRICO

3er ETAPA: ACOPLAMIENTO
DEL SISTEMA
FERMENTADOR-CEM-CCM

I 2da ETAPA: PRUEBAS CON

|:>

Seleccién de configuracién e
identificacién de parametros que
afectan el desempefio de la CEM

Evaluacion del sistema como
tratamiento del efluente de un
fermentador y agua residual para la
produccion de hidrégeno

Figura 4.1. Diagrama de bloques de la metodologia a seguir durante este proyecto de investigacion.

4.1. Diseno y construccion de la CEM

Para realizar las pruebas correspondientes a cada una de las etapas antes mencionadas se
utilizaron celdas con una configuracion de dos camaras de 450 mL cada una y separadas por una
membrana de intercambio anidénico (5 x 5 cm, AMI 7001, Membranes International, Glen Rock, NJ)
y/o catiénico (5 x 5 cm, NAFION TM 117, ElectroChem, Inc, MA). La celda se fabricé de acrilico con

espacios disponibles para toma de muestras, conexién de electrodos y salida de gas producido.

Como catodo se utilizé un electrodo de papel carbdn con Pt (5 x 5 cm, 0.5 mg/cm?, ElectroChem,
Inc, MA). Para el anodo se utilizé papel carbdn (5 x 5 cm, Toray TM, ElectroChem, Inc, MA). Los
electrodos se conectaron con alambre de Ti al circuito externo. En la Figura 4.2 se presenta una

imagen de la celda que se utilizdé ya sea como CEM o como CCM.
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Figura 4.2. Prototipo de CEM o CCM utilizado en las diferentes etapas experimentales.

4.2. Primer etapa experimental: Pruebas variando la concentracion de dcido
acético y dcido propionico

4.2.1. INOCULACION Y PUESTA EN MARCHA

Para realizar la inoculacion del anodo de las CEMs, se utilizaron 300 mL de una solucién preparada
con una mezcla de agua residual proveniente de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales del
Campus Juriquilla de la UNAM (75:25 v/v), buffer de fosfatos salino en una concentracion 50 mM y
nutrientes (vitaminas y minerales). La solucién anddica se prepard de la siguiente manera: acetato
de sodio, 1.64 g/L; NH,CI, 0.31 g/L; KCI, 0.13 g/L; NaH,P0,4-H,0 2.69 g/L; Na,HPO,, 4.33 g/L; NacCl,
2.85 g/L; minerales, 12.5 mL/Ly 12.5 mL/L de vitaminas.

La solucién mineral estuvo compuesta por (g/L): MgS0,4 3.0; MnSO,4-H,0 0.5; NTA 1.5; NaCl 1.0;
FeS0O,4-7H,0 0.1; CaCl,-2H,0 0.1; CoCl,-6H,0 0.1; ZnCl, 0.13; CuS0O4-5H,0 0.01; AIK(SO4);-12H,0
0.01; H3BO3 0.01; Na;Mo0O, 0.025; NiCl,-6H,0 0.024; Na,W0,-2H,0 0.025 (Lovley y Phillips, 1988).

La solucién de vitaminas se preparé como sigue (mg/L): biotina 2.0; acido félico 2.0; clorhidrato de
piridoxina 10.0; riboflavina 5.0; tiamina 5.0; acido nicotinico 5.0; acido pantoténico 5.0; B12 0.1;
acido p-aminobenzdico 5.0 y acido tidcnico 5.0 (Loviey y Phillips, 1988).

Como solucidn catddica se utilizaron 300 mL de buffer de fosfatos salino en una concentracién 50
mM con un pH de 7.0. Las CEMs se operaron por lotes, trabajando a temperatura ambiente y
cubriéndolas con papel aluminio para evitar el paso de la luz y con ello el crecimiento de bacterias
fototroficas.

Al inicio de cada ciclo de operacién las CEMs se sellaron perfectamente y burbujearon con N,
durante 10 min para tener condiciones anaerobias en ambas camaras. Se aplicd un voltaje
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constante de 0.6 V utilizando una fuente de poder (GWInstek, modelo GPS-4303), conectando el
polo positivo de |la fuente de poder al anodo y el negativo al catodo. La corriente generada por las
celdas se midié por medio de un multimetro al final de cada ciclo de operacion. Para cuantificar el
gas producido por la celda se utilizdo el método de desplazamiento de agua por medio de una
probeta invertida, manguera y una aguja conectada en la parte superior de la cdmara catddica.

4.2.2. PRUEBAS VARIANDO LAS CONCENTRACIONES DE ACIDO ACETICO Y ACIDO PROPIONICO

Una vez inoculado el anodo de las celdas (se consideré que las celdas se encontraban inoculadas
una vez que se observé un consumo de corriente constante), se evalud el efecto del tipo y
concentracién de acidos grasos volatiles sobre la produccion de hidrégeno. Para ello se utilizaron
dos acidos grasos volatiles: acético y propidnico y tres niveles de concentracidn (acético (mg/L):
1843, 1500, 1106; propidnico (mg/L): 325, 250, 195) en un disefio CCD (Central Composite Design),
con 14 experimentos en total divididos en dos bloques (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Matriz del disefio experimental variando las concentraciones de acido acético y acido propidnico.

RANGO Y NIVEL

FACTORES - Bajo (-1) Medio (0) Alto (+1) +Q
Conc. Ac. Acético 950 1106 1500 1843 2000
(mg/L)
Conc. Ac. Propidnico 160 195 250 325 360
(mg/L)

DISENO EXPERIMENTAL

Corrida  Bloque Factor Factor Conc. Acético Conc. Propiénico ID de las muestras
Acético  Propidnico (mg/L) (mg/L)
1 B1 0 0 1500 250 A1500/P250C1
2 B1 1 1 1843 325 A1843/P325
3 B1 -1 1 1106 325 A1106/P325
4 B1 1 -1 1843 195 A1843/P195
5 B1 0 0 1500 250 A1500/P250C2
6 B1 0 0 1500 250 A1500/P250C3
7 B1 -1 -1 1106 195 A1106/P195
8 B2 0 0 1500 250 A1500/P250C4
9 B2 o 0 2000 250 A2000/P250
10 B2 0 0 1500 250 A1500/P250C5
11 B2 0 0 1500 250 A1500/P250C6
12 B2 0 o} 1500 360 A1500/P360
13 B2 0 - 1500 160 A1500/P160
14 B2 - 0 950 250 A950/P250

Los dos bloques experimentales se corrieron en diferentes periodos de tiempo pero utilizando la
misma fuente de indculo (el primer bloque experimental se realizdé en Septiembre y el segundo en
Diciembre). Ademas de las concentraciones de 4cido acético y propidonico mencionadas
anteriormente, se adiciond NH,CI, 0.31 g/L; KCI, 0.13 g/L; NaH,P0,4-H,0 2.69 g/L; Na,HPQ,, 4.33
g/L; NaCl, 2.85 g/L; minerales, 12.5 mL/Ly 12.5 mL/L de vitaminas. Las soluciones de vitaminas y
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minerales se prepararon de acuerdo a lo mencionado en la seccion 4.2.1. Como solucién catédica
se utilizé nuevamente buffer de fosfatos salino en una concentracién 50 mM ajustada a un pH de
7.0. Las concentraciones de acidos grasos utilizadas en el disefio experimental fueron fijadas de
acuerdo a los resultados obtenidos en efluentes de fermentadores operando a diferentes
condiciones. Ya que se planea utilizar posteriormente a las CEMs con un efluente real, es necesario
conocer el comportamiento de las mismas operando en condiciones similares, por ello el hecho de
utilizar estos dos acidos en particular con estas concentraciones.

Las CEMs se operaron de acuerdo a lo especificado en la etapa de inoculacidn y puesta en marcha.
La operacidn se realizo por lotes, con ciclos de operacion de 48 horas (tiempo en el que se observo
un consumo de voltaje minimo de 20 mV). El volumen y composicién de gas generado por las
CEMs se midié al final de cada ciclo de operacion. Ademas, se tomaron muestras de la
alimentacién y efluente de las mismas al inicio y final de cada ciclo de operacién para determinar
la cantidad de materia organica removida (medida como DQO) y la remocidon de los acidos
alimentados.

Una vez finalizada la etapa de experimentacidon se tomaron muestras de la biopelicula adherida a
la superficie del anodo para conocer la dindmica poblacional mediante las técnicas microbiolégicas
de 454 GS-FLX pirosecuenciacion y PCR en tiempo real.

Los parametros cuantificados fueron los siguientes: DQO (método HACH); Concentracidn de gases
(H,, CH4, CO,) por cromatografia de gases; Concentracion de AGV por cromatografia de gases y
Volumen de gas (por el método de desplazamiento de agua).

Con los parametros cuantificados anteriormente se calculd: a) la remocién de materia orgdnica
como DQO (%); b) la remocidn de acido acético y acido propidnico (%); c) la densidad de corriente
(DC, A/m?); d) la eficiencia coulémbica (EC, %); e) el porcentaje total de hidrégeno recuperado en
el catodo (ryy, %); f) la produccion de hidrogeno (Quy, ML/d/Lreactor) Y 8) la tasa de rendimiento de
hidrégeno (Y4, mmol de H,/g DQO removida), que se detallan mas adelante en la seccién 4.5.

Se realizo el analisis de varianza y se encontraron los graficos de superficie de respuesta para cada
una de las variables de respuesta seleccionadas utilizando el paquete estadistico Statgraphics
Centurion XV. El mejor modelo se obtuvo utilizando el método del ascenso mas pronunciado, una
vez seleccionado el modelo se generaron las mejores condiciones para cada una de las variables
estudiadas.

Ademas, se llevd a cabo un analisis de optimizacidon de respuestas multiples considerando la
técnica de optimizacion simultanea establecida por Derringer y Suich (1980), utilizando
nuevamente el paquete estadistico Statgraphics Centurion XV. Su procedimiento hace uso de las
funciones de conveniencia o deseabilidad. El enfoque general de este analisis consiste en convertir
primero cada respuesta y; en una funcion de deseabilidad individual d; que varia en el rango de
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0 < d; <1, donde si la respuesta y; esta en su meta u objetivo, entonces d;=1, y si la respuesta y;
estd fuera de una regién aceptable, d;=0.

El modelo estadistico utilizado por el programa se basa en maximizar las variables de respuesta

seleccionadas utilizando una funcién definida como:

07 9—baio \5 y < bajo

_ y—bajo . ~

d= {1 (—alto_bajo) ,ba]oAiylf alto (4.1)
¥y > alto

donde y es el valor predicho de la variable de respuesta, bajo es un valor por debajo del cual la
respuesta es completamente inaceptable, y alto es un valor por arriba del cual la deseabilidad se
encuentra en su maximo. El parametro s define la forma que tendra la funcion.

Para combinar la deseabilidad de m respuestas, se crea una funcion compuesta D. Si se considera
gue todas las variables de respuesta tienen la misma importancia, entonces la funcion compuesta
sera la media geométrica de cada una de las deseabilidades, esto es:

D = {dyd, ...d,}"/m (4.2)

4.3. Segunda etapa experimental: Pruebas con una mezcla de dcido acético,
propionico y butirico

4.3.1. INOCULACION Y PUESTA EN MARCHA

La inoculacion de los anodos de las celdas microbianas se realizé operandolas como CCMs. Se optd
por utilizar esta técnica de inoculacion (a diferencia de utilizar las celdas como CEMs desde un
principio como en la primer etapa experimental) para permitir una seleccion natural de
microorganismos electroquimicamente activos que podria ser mas diversa en comparacién con la
biopelicula electroactiva desarrollada a un potencial fijo. La operacién se realizd por lotes con
cambio en las soluciones anddica y catddica cuando se observaba un minimo en el voltaje
generado. Se utilizd una resistencia externa de 1000 Q. El voltaje se midié por medio de una
tarjeta de adquisicién de datos (NI USB-6008, National Instruments, 8 inputs, 12 bits, 10 Ks/s
Multifunction 1/0O) conectada a una computadora. Los valores de voltaje medidos se registraron
por medio de un programa disefiado en Lab View 7.1 (National Instruments, 2004). Una vez que se
observo la generacién de voltaje de manera constante, se cambié el modo de operacion de las
celdas a una CEM para realizar las pruebas con la mezcla de acidos (manteniendo condiciones

anaerobias en ambas camaras de la celda).

Como solucién anddica se utilizaron 300 mL de una mezcla de agua residual, buffer de fosfatos
salino y acetato de sodio, preparada como sigue: 75% en volumen de agua residual; acetato de
sodio en una concentracién 20 mM (1.64 g/L) y 25% en volumen de buffer de fosfatos salino con
nutrientes (vitaminas y minerales) en una concentracién 100 mM.
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El buffer de fosfatos salino con nutrientes contenia las siguientes concentraciones de reactivos en
g/L: 0.31 de NH,CI; 0.13 de KCI; 5.8 de NaH,P0O4-H,0; 8.19 de Na,HPO,; 2.85 de NaCl; 12.5 mL de
minerales y 12.5 mL de vitaminas.

La solucidn de minerales estuvo compuesta por (g/L): MgSO, 3.0; MnSQO,4-H,0 0.5; NTA 1.5; NaCl
1.0; FeSO,4-7H,0 0.1; CaCl,-2H,0 0.1; CoCl,-6H,0 0.1; ZnCl, 0.13; CuSO,4-5H,0 0.01; AlK(SQ,),:12H,0
0.01; H3B0O5 0.01; Na,Mo0, 0.025; NiCl,-6H,0 0.024; Na,W0,:2H,0 0.025 (Lovley y Phillips, 1988).

Mientras que la solucién de vitaminas consistié en (mg/L): biotina 2.0; acido félico 2.0; clorhidrato
de piridoxina 10.0; riboflavina 5.0; tiamina 5.0; acido nicotinico 5.0; acido pantoténico 5.0; B12
0.1; acido p-aminobenzéico 5.0 y acido tiécnico 5.0 (Lovley y Phillips, 1988).

Como solucion catddica se utilizaron 300 mL de buffer de fosfatos salino con una concentracidn
100 mM, el cual se preparéd de la siguiente manera (g/L): 5.8 de NaH,P0O,4-H,0; 8.19 de Na,HPO, y
2.85 de NaCl.

4.3.2. PRUEBAS CON LA MEZCLA DE ACIDOS

Una vez inoculados los anodos de las celdas (se asumid que las celdas se encontraban
adecuadamente inoculadas al registrarse la generacién de voltaje de manera constante), se
comenzaron las pruebas con la mezcla de acidos (acético, propidnico y butirico). Para llevar a cabo
estas pruebas se utilizaron dos CEMs, en cada una de ellas se adiciond como solucién anddica 300
mL de buffer de fosfatos con nutrientes (100 mM, preparado de acuerdo a lo descrito en la seccion
4.3.1) y las concentraciones de acido acético, propidnico y butirico que se presentan en la Tabla
4.2,

Tabla 4.2. Concentraciones de acido acético, propidnico y butirico utilizadas en la solucion anddica de las
CEMs.

SUSTRATO, mg/L CEM1 CEM2
CICLOS DE ALIMENTACION DEL 1-6
Ac. Acético 1500 1500
Ac. Propiénico 250
CICLOS DE ALIMENTACION DEL 7-12
Ac. Acético 1500 1500
Ac. Propiénico 250
Ac. Butirico 600 600

Primero se utilizdo una mezcla de acido acético y acido propidnico durante seis ciclos de operacién.
La CEM1 sélo contenia acido acético y la CEM2 una mezcla de acido acético y acido propidnico,
esto con la finalidad de estudiar el efecto del acido propiénico en el funcionamiento de las CEMs,
ya que se ha comprobado en investigaciones previas que el acido acético es el mas aceptado por
los microorganismos anodofilicos y presenta las mejores tasas de rendimiento y produccion de
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hidrogeno y el acido propidnico puede generar inhibicién en el crecimiento y desarrollo de los
microorganismos anodofilicos. Posteriormente se adiciond acido butirico a cada una de las CEMs
durante otros seis ciclos de operacién para conocer el comportamiento de las mismas cuando se
utilizaba este acido como sustrato adicional. Como solucién catddica se utilizé buffer de fosfatos
salino 100 mM. Se ajusto el pH tanto de la solucién anddica como catddica a 7.

Las CEMs se operaron por lotes, con cambio total de la solucién anddica y catddica al final de cada
ciclo de operacion. Los ciclos de operacién fueron de 48 h. Durante cada ciclo de operacion las
celdas fueron gaseadas con N, por 10 min para tener condiciones anaerobias en ambas camaras.
Se aplicé un voltaje constante de 0.6 V utilizando una fuente de poder (GWInstek, modelo GPS-
4303, Laboratory DC Power Supply). Se midié el voltaje de manera constante utilizando una tarjeta
de adquisicion de datos (NI USB-6008, National Instruments, 8 inputs, 12 bits, 10 Ks/s
Multifunction I/0), para determinar la corriente generada por las CEMs, se colocd una resistencia
externa conocida (10 ohm) entre la terminal positiva de la fuente de poder y el dnodo de la CEM.
Posteriormente con el voltaje medido se estimé la corriente con la relacion V/R.. El programa
utilizado para registrar las mediciones se disefié en Lab View 7.1 (National Instruments, 2004).

Durante cada ciclo de operacidon se tomaron muestras del influente y efluente al inicio y final de
cada ciclo de operacion para determinar la composicion de materia organica (medida como DQO)
y las concentraciones de los acidos utilizados. Ademas, al final se midié el volumen y composicion
del biogds formado. Con estos datos se calcularon: a) la remocién de materia organica como DQO
(%); b) la remocién de acido acético y acido propidnico (%); c) la densidad de corriente (DC, A/m?);
d) la eficiencia coulémbica (EC, %); e) el porcentaje total de hidrégeno recuperado en el catodo
(ru2, %); f) la produccion de hidrégeno (Qup, ML/d/Lieactor) Y 8) la tasa de rendimiento de hidrégeno
(Yn2, mmol de H,/g DQO removida).

4.4. Tercer etapa experimental: Acoplamiento del sistema fermentador-CEM-CCM

Como etapa final de experimentacion de este proyecto de investigacidon se realizaron pruebas
acoplando el sistema Fermentador-CEM-CCM. Para ello se utilizaron dos CEMs y dos CCMs, las
cuales fueron inoculadas primeramente de acuerdo a la metodologia descrita en la seccion 4.3.1.

Una vez inoculados los danodos, las CEMs se alimentaron con el efluente de un fermentador que
consiste en un reactor de vidrio marca Applikon de 6L de capacidad, operado como un SBR, por
sus siglas en inglés, con un volumen de intercambio de 3L, 1L para el crecimiento de la biomasa y
2L de espacio vacio para la fase gaseosa. El reactor esta equipado con una chaqueta térmica para
el control de la temperatura, bombas dosificadoras para el control del pH [acido (HCI) o base
(NaOH), de acuerdo con las necesidades del proceso] y bombas para la alimentacion y descarga.
Ademads, cuenta con un sensor de temperatura, un sensor de pH y un agitador vertical. Este se
maneja a través de un biocontrolador (Applikon ADI 1030 Bio Controller), cuya funcién es
mantener las variables operacionales de control en el valor establecido por el usuario. El biogas
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producido se mide utilizando el método de desplazamiento de agua, por medio de un dispositivo
de Marriotte. El reactor se operd a una temperatura de 35 °C, pH de 7 con un TRH de 16 h. La
alimentacién se realizé en continuo utilizando un agua residual sintética con glucosa a una
concentracién de 20 g/L como fuente de carbono.

Las CEMs fueron operadas de la siguiente manera: se utilizd primero como solucion anddica una
mezcla 50:50 de efluente de fermentador y buffer de fosfatos salino con nutrientes (vitaminas y
minerales) en una concentracién 100 mM, posteriormente se adiciond el efluente al 100% en
volumen (previamente centrifugado a 3500 rpm durante 30 min y ajustado su pH en 7 con NaOH
1N).

Después de esto se realizé el acoplamiento del sistema CEM-CCM, para lo cual nuevamente se
adiciond primero como solucion anddica una mezcla 50:50 de efluente con buffer de fosfatos
salino con nutrientes y finalmente el efluente al 100% en volumen.

Como solucion catédica se empled buffer de fosfatos salino. Las celdas fueron operadas de
manera similar a lo descrito en la seccidon 4.3.2. El voltaje aplicado a las CEMs fue de 0.8 V
utilizando una fuente de poder (GWInstek, modelo GPS-4303). Con el sistema acoplado el voltaje
vario de acuerdo a lo generado por las CCMs.

En el caso de las CCMs que se acoplaron a las CEMs, se empled como solucién anddica la misma
mezcla de agua residual, buffer de fosfatos salino con nutrientes y acetato de sodio utilizada
durante la fase de inoculacion de las celdas.

La conexion del sistema acoplado se realizé conectando el dnodo de la CEM con el catodo de la
CCM vy el anodo de la CCM con una resistencia (10 ohm) y posteriormente con el catodo de la CEM
(de manera similar a lo representado en la Figura 3.8).

Durante cada ciclo de operacion se tomaron muestras tanto del influente como del efluente de las
celdas al inicio y final de cada ciclo de operacidn para cuantificar la cantidad de materia organica
disponible (medida como DQO) y la concentracidon de acidos grasos volatiles presentes en el
efluente. Ademas se midié el volumen y composicién del biogas generado.

Adicionalmente se realizaron pruebas de voltamperometria ciclica utilizando un potenciostato
(Biologic, Modelo VSP/Z-01, Science Instruments) para caracterizar la electroactividad de la
biopelicula.
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4.5. Técnicas Analiticas
4.5.1. DEMANDA QuimICA DE OXIGENO (DQO)

La DQO se determino por medio del método de reflujo cerrado. Para ello se utilizaron tubos HACH
con dicromato de potasio y acido sulfurico en un rango de 0-1500 mg/L. En cada uno de los viales
se colocaron 2 mL de muestra filtrada. Una vez colocada la muestra, los tubos fueron digeridos a
una temperatura de 150 °C durante 2 horas.

Transcurridas las 2 horas, los tubos se dejaron enfriar durante aproximadamente 20 min para
posteriormente realizar su medicion en un espectrofotémetro HACH a 620 nm. Con ello se obtuvo
el valor de demanda quimica de oxigeno de la muestra en mg O,/L.

4.5.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE GASES (H;, CH; Y CO,)

Para determinar la composicion del biogas formado en la cdmara catddica de cada una de las
celdas, se tomo una muestra de 5 mL a 8 mL por medio de una jeringa.

La muestra se colecté colocando la jeringa en la parte superior de la cdmara catddica,
posteriormente se succiond y desplazo el gas por lo menos 2 veces para homogenizar la atmdsfera
en la cdmara catédica, una vez tomada la muestra se inyectd inmediatamente en el cromatdgrafo
de gases (SRI 8610C) provisto de un detector de conductividad térmica (TCD) y dos columnas
empacadas (6’ x 1/8” s. s. silica gel y 6’ x 1/8” s. s. molecular sieve). El cromatdgrafo operd con una
temperatura del inyector de 90 °C y una temperatura del detector de 150 °C. Para la columna, la
temperatura inicial fue de 40 °C durante 4 minutos y se incrementd gradualmente a una tasa de 20
°C/min hasta alcanzar una temperatura de 110 °C la cual se mantuvo durante 3 minutos. Se utilizé
nitrégeno como gas acarreador a un flujo de 20 mL/min.

4.5.3. CONCENTRACION DE ACIDOS GRASOS VOLATILES

Para realizar este analisis se tomaron muestras de 1 mL de la alimentacion y efluente de las celdas
al término de cada ciclo de operacién. Las muestras se centrifugaron y filtraron con filtros de
nitrocelulosa de 0.45 um y se colocaron en tubos de 1.5 mL con una gota de HCl 2 N para su
conservacién. Cuando la medicidon no se realizé al instante, se mantuvieron refrigeradas a 4 °C
hasta su lectura. Para ello se utilizé un cromatoégrafo de gases (VARIANT 3300) equipado con un
detector de ionizacion de flama y una columna capilar (Agilent 0.530 mm de didametro interno y
una longitud de 15 m), con las siguientes condiciones de operacion: para la columna la
temperatura inicial fue de 70 °C, incrementandose a una tasa de 10 °C/min hasta alcanzar una
temperatura final de 130 °C la cual se mantuvo durante 7.5 min, la temperatura del inyector fue
de 190 °Cy la temperatura del detector de 210 °C, el gas acarreador utilizado fue N, a una presion
de 483 kPa.
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4.5.4. EXTRACCION DEL ADN

Al final de cada bloque de experimentos de la seccion 4.2 (primer etapa experimental), se realizé
la extraccion de ADN de la biopelicula formada en el d4nodo de las CEMs. Para ello se raspo toda la
superficie del anodo con una pipeta estéril para remover la biopelicula y colocarla en un tubo de
micro-centrifuga. Una vez separada toda la biopelicula visible, se limpio el electrodo utilizando 100

uL de agua libre de nucleasa (nuclease free-water).

Posteriormente se realizo la extraccion de ADN utilizando un equipo Ultra Clean Soil DNA Isolation
Kit (MoBio Laboratories, Inc.) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La calidad y cantidad
del ADN extraido se midié por medio de un espectrofotometro Nanodrop a una absorbancia de
260 y 280 nm. Para realizar los analisis de PCR en tiempo real, se prepararon diluciones del ADN
extraido (5 ng/ulL en cada muestra), para tener la misma concentracién en todos los analisis y con

ello fueran comparables.
4.5.5. ANALISIS DE PIROSECUENCIACION GEN

El ADN extraido de cada una de las muestras se envié al Research and Testing Laboratories (Texas,
EUA) para realizar la secuenciacién utilizando la técnica de 454 Titanium sequencing (Sun et al.,
2011). Se amplificaron las regiones V2-V3 del 16S rDNA utilizando los primers 104F y 530R. Con
ello se obtuvo un maximo de 129 182 secuencias para las 14 muestras. Los analisis de
secuenciacién fueron realizados utilizando un paquete de software QIIME (Quantitative Insights
into Microbial Ecology) version 1.6 (Caporaso et al., 2010 a). Las secuencias que contenian un
numero menor a 250 bps o no tenian concordancia con los cebadores utilizados, con un promedio
de calidad de 25, y los homopolimeros de 6 bps no fueron considerados para el analisis.

Se seleccionaron las Unidades Taxonémicas Operacionales (OTUs, por sus siglas en inglés) a un
nivel de similitud del 97% utilizando el comando Uclust (Edgar et al., 2010) y se eligid a la
secuencia con mayor abundancia como la representativa de cada grupo. Las secuencias
representativas se alinearon utilizando la herramienta de alineacion PyNAST de la base de datos
Greengenes (DeSantis et al., 2006; Caporaso et al., 2010 b). Se identificaron y removieron las
secuencias quiméricas utilizando Chimera Slayer (Haas et al., 2010), posteriormente se le asignd
una taxonomia a las secuencias utilizando el alineador RDP a un nivel de confianza del 80% (Wang
etal., 2007).

Se construyd una tabla biom-formatted OTU para realizar los analisis posteriores (BIOM, biom-
format.org). Ademas se elaboré el arbol filogenético Newick-formatted utilizando Fast Tree (Price
etal., 2010).

Para la diversidad alpha, se obtuvo la riqueza de cada muestra utilizando el indice Chaol (Chao,
2005), la diversidad utilizando el indice Shannon (Shannon, 1948), el arbol filogenético completo
de distancias métricas (Faith, 1992), y la uniformidad utilizando la equidad métrica. Para comparar

la diversidad entre las muestras, se realizaron los andlisis ponderados y sin ponderacidon Unifrac
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(Lozupone et al., 2006). Los datos de las secuencias obtenidas fueron depositados en los archivos
de la NCBI (National Center of Biotechnology Information) con los nimeros de adhesion
SAMNO02389562 a SAMNO02389575 (Anexo 2).

4.5.6. ANALISIS DE PCR EN TIEMPO REAL

Los analisis de PCR en tiempo real (qPCR, o quantitative PCR, por sus siglas en inglés) se utilizaron
para cuantificar el nimero de copias de bacterias, archaea, Geobacteraceae, dos ordenes de
metandgenos hidrogenotroficos: Methanobacteriales (MBT) y Methanomicrobiales (MMB) y dos
familias de metandgenos acetoclasticos: Methanosarcinaceae (MSC) y Methanosaetaceae (MST)
dentro del orden de las Methanosarcinales, presentes en el 16S rDNA. Se ha reportado que estos
tres drdenes de arqueas son los mas representativos en los sistemas bioelectroquimicos (Chae et
al., 2010; Lee et al., 2009; Parameswaran et al., 2010).

Las bacterias homo-acetogénicas fueron cuantificadas mediante el gen formil tetrahidrofolato
sintetasa (FTHFS, por sus siglas en inglés), un gen conservado mediante la via de fijacidon de CO,.

Todas las pruebas se corrieron por medio de un equipo Eppendorf Realplex 4S real-time thermal-
cycler, utilizando un volumen total de reaccién de 20 uL. Para los analisis realizados utilizando
SYBR Green, cada reaccion contenia: 8.6 uL de agua grado PCR, 10 ulL de la mezcla SYBR Green
(TaKaRa Bio Inc., Japan), 0.2 ulL de primers forward y reverse y 1 uL de ADN. Mientras que, para los
analisis realizados utilizando TagMan probe, cada reaccion se llevd a cabo utilizando: 6.94 ulL de
agua grado PCR, 10 ulL de TAQ PCR supermix, 0.06 uL de TAQMAN probe, 1 ulL de primers forward
y reverse y 1 uL de ADN. Los primers, sondas y pruebas utilizados se resumen en la Tabla 4.3.
Todos los analisis se corrieron de acuerdo a lo especificado en Parameswaran et al. (2010).

Tabla 4.3. Sondas y primers utilizados durante los diferentes andlisis realizados de PCR.

Primer/Sonda Analisis Plasmido
SYBR green
BAC Bacterias en general Acetobacterium woodii
FTHFS F; FTHFS R Homo-acetogénicos
TAQMAN
BAC 1055YF; BAC 1392R; BAC Bacterias en general Geobacter sulfurreducens (AN, NC002939)
1115 probe
GEO 561F; GEO 825R; Gb1 probe  Geobacter sp. Geobacter sulfurreducens (AN, NC002939)
ARC 787F; ARC1059R; ARC 915 Archaea en general Msarcina thermophile (AN, M59140)
probe
MBT 857F; MBT 1196R; MBT 929 Methanobacteriales Methanobacterium formicium (AN, EU
probe 544028)
MMB 282F;, MMB 832R; MMB Methanomicrobiales Methanomicrobiales KB 1-1 (AN,
749 probe DQ301905)
MST 702F; MST 863R; MST 753 Methanosaetaceae Methanosaeta KB 1-1 (AN, AY 570685)
probe

MSC 380F; MSC 828R; MST 492 Methanosarcinaceae Msarcina thermophile (AN, M59140)
probe
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4.5.7. VOLTAMPEROMETRIA CIiCLICA

Durante la ultima fase experimental de este proyecto de investigacion (acoplamiento del sistema
fermentador-CEM-CCM), se realizaron pruebas de voltamperometria ciclica durante el periodo de
inoculacion de las celdas utilizando un potenciostato (Biologic, Modelo VSP/Z-01, Science
Instruments) para corroborar la presencia de la biopelicula adherida al anodo.

Las pruebas fueron realizadas durante diferentes etapas del periodo de formacion de la
biopelicula electroactiva, es decir, al inicio de la formacion de la biopelicula, a los 6 dias y al final
del periodo de formacién de la biopelicula (11 dias). Para ello se utilizé un electrodo de referencia
de Ag/AgCl, NaCl saturado; como electrodo de trabajo se conecté el anodo de la celda y como
contraelectrodo el catodo. Las pruebas de voltamperometria ciclica se obtuvieron en duplicado a
una velocidad de escaneo de 10 mVs™, en direccidn anddica, en un rangode-1a+1V.

4.5.8. CALcuLosS
Para evaluar el funcionamiento de los sistemas empleados se calcularon las siguientes variables:
a) La densidad de corriente del sistema (DC, A/m?);
pc-L (4.3)
A
Donde: I= Corriente consumida por las celdas (A)
A= Area del dnodo (50 cm?, 0.005 m?)

b) La remocién de la materia organica medida con respecto a la demanda quimica de oxigeno (%
de DQOrem);

c) El porcentaje de remocion de acidos grasos volatiles;
d) La produccién de hidrégeno de acuerdo al volumen de la celda (Qup, mL/d/Lreactor);

e) La tasa de rendimiento de hidréogeno dependiendo de la materia orgdnica removida como DQO
(YHZ; mm0|H2/gDQOrem );

Y, =t (4.4)
’ ADQO‘/celda

Donde: ny,= moles de hidrégeno producidos durante cada ciclo de operacion por lote
ADQO= Cantidad de materia organica removida como DQO en el ciclo de operacién de la
celda
Vceida= Volumen de anolito utilizado (300 mL, 0.30 L)

f) La eficiencia couldmbica de la celda (EC, %);
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EC =l (4.5)
n,

Donde: n¢e = moles de H, recuperados calculados con base en la corriente medida
Ny, = moles tedricos totales de H, producidos con base en la materia organica removida

medida como DQO

Por lo tanto, nc y ny, se determinaron como:

Fra
_t=0

Nep = (4.6)
CE F
Donde: F= Constante de Faraday (96,485 C/e)
2= Factor de conversion de moles de e a moles de H,
2ADQO

n’th = celda (47)

PMO2
Donde: PMg, = Peso molecular del oxigeno (32 g/mol)
g) El porcentaje de hidrégeno total recuperado (ry,, %);

n
Ty, =—= (4.8)

n,,
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CAPITULO 5

RESULTADOS
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5. RESULTADOS

A continuacién se presentan los resultados mas relevantes obtenidos durante las diferentes
etapas experimentales llevadas a cabo en este proyecto de investigacion.

5.1. Primer etapa experimental: Pruebas variando la concentracion de dcido
acético y dcido propionico

5.1.1. REMOCION DE MATERIA ORGANICA MEDIDA comMo DQO

Durante las pruebas experimentales realizadas utilizando una mezcla de acido acético y acido
propidnico a diferentes concentraciones de ambos acidos, se obtuvieron porcentajes de remocion
de materia organica medida como DQO de un 23 al 60%. Los mejores resultados se presentaron
durante el primer bloque experimental (Tabla 5.1). En general, el consumo del sustrato no se vio
afectado directamente por las concentraciones de acido acético y acido propidnico utilizadas.

Tabla 5.1. Resultados obtenidos durante los dos bloques experimentales para cada una de las variables de
respuesta seleccionadas.

FACTORES DEL VARIABLE DE RESPUESTA
TRATAMIENTO
Corri-|Blo-| Acé- |Propio-|DQOrem|Acético|Propidnico| CD CE rH, Yz Produccion
da |[que| tico nico (%) rem rem (A/m°)| (%) | (%) |(mmolH,/gDQO de H,
(mg/L)| (mg/L) (%) (%) rem) (mL/d/Lreqct)
1 1| 1106 195 55.19 | 60.74 60.32 2.82 | 45.46 |22.73 14.21 172
2 1 | 1500 250 54.48 | 76.52 73.15 2.91 | 39.79 119.89 12.43 265
3 1 | 1500 250 52.60 | 72.16 62.08 2.77 | 36.75118.38 11.49 168
4 1 | 1843 325 57.76 | 81.45 79.84 2.80 | 28.87 |14.43 9.02 256
5 1 | 1500 250 53.69 [ 76.76 71.63 2.79 | 40.18 |20.09 12.56 170
6 1 | 1843 195 58.08 | 80.12 69.07 2.82 | 29.67 |14.85 9.28 172
7 1| 1106 325 60.08 | 76.41 78.46 2.81 | 38.75119.37 12.11 171
8 2 | 1500 250 31.37 | 90.88 91.41 1.74 | 77.95 (38.98 24.36 159
9 2 950 250 31.06 | 72.54 89.94 0.29 | 19.78 | 9.89 6.18 27
10 2 | 2000 250 49.10 | 90.30 93.28 0.72 | 17.49| 8.74 5.46 66
11 2 | 1500 250 22.69 | 90.31 88.21 1.76 (107.58(53.79 33.62 161
12 2 | 1500 360 48.78 | 85.63 92.76 0.84 | 19.93 | 9.96 6.23 76
13 2 | 1500 160 38.06 | 87.24 80.32 1.13 | 58.88 (29.44 18.40 104
14 2 | 1500 250 33.46 | 91.74 91.05 2.06 | 78.84 139.42 24.64 187
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De acuerdo al andlisis estadistico, basado en un modelo cuadratico de superficies de respuesta,
solo resultaron significativos el término cuadratico de la concentracion de acido propidnico vy el
efecto de los dos bloques experimentales realizados, con valores de pyae iguales a 0.0296 y
0.0008, respectivamente. Esto también se puede corroborar en el Diagrama de Pareto de los
datos, en donde el Unico efecto significativo es el producido por el término cuadratico del acido
propidnico (Figura 5.1). La ecuacion que describe a este parametro en funcidn de la concentracion
de acido acético y propidnico se representa como sigue:

DQO;em = 122.54 - 0.053*Acético - 0.409*Propidnico + 2.70x10°*Acético’® - 6.93x10°
>* Acético*Propidnico + 1.05x10>*Propidnico’ (5.1)

El coeficiente de determinacion (R?) igual a 0.898 y un valor de pyae para la falta de ajuste mayor a
0.05 (0.1851 en este caso) sugieren un buen ajuste de la ecuacién 5.1 para describir el consumo de
materia organica medida como DQO, como una funcion de las concentraciones de acido acético y
acido propidnico a un nivel de confianza del 95%. Por lo tanto, los mejores resultados en cuanto a
remocion de materia organica medida como DQO se presentaron a las mas altas concentraciones
de ambos 4acidos (Figura 5.2), con un valor éptimo estimado del 63.86% a una concentracion de
acido acético de 2000 mg/L y 360 mg/L de acido propidnico. Se podria esperar que al aumentar el
tiempo de retencion hidraulico en las CEMs, se obtengan mejores remociones de materia
organica.

Standardized Pareto Chart for CODrem

BB = +

o -
AA
A:Acetic
B:Propionic

« [
0 1 2 3 4
Standardized effect

Figura 5.1. Diagrama de Pareto para el porcentaje de materia organica removida como DQO.
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Figura 5.2. Grafico de superficie de respuesta para el porcentaje de materia organica removida como DQO.
5.1.2. CONSUMO DE ACIDO ACETICO Y ACIDO PROPIONICO EN LAS MEZCLAS

Con respecto a los porcentajes de acido acético y acido propidnico removidos por el sistema, estos
variaron de un 61% a 92% para el acido acético y de un 60 al 90% para el dcido propidnico (Tabla
5.1). En este caso, el analisis estadistico sugirié el uso de un modelo lineal para representar el
consumo de acido acético y un modelo cuadratico en el caso del acido propidnico (Ecs. 5.2 y 5.3),
con una R? de 0.523 y 0.933, respectivamente.

Acético rem = 46.53 + 1.66x102*Acético + 2.96x10*Propidnico (5.2)

Propidnico rem = 27.80 - 1.05x102*Acético + 3.52x10*Propidnico + 1.18x10*Acético’ - 7.66x10°
>* Acético*Propidnico- 2.93x10™**Propidnico’ (5.3)

De acuerdo al analisis estadistico para ambos parametros, se observé que Unicamente la
concentraciéon de acido propidnico y el efecto de los bloques experimentales resultaron
significativos en el consumo de los acidos grasos volatiles con un py.e de 0.02 y 0.001,
respectivamente. En la Figura 5.3 (a) se observa que para el caso del acido acético removido
ninguno de los parametros resulta significativo, sin embargo, para el acido propidnico removido el
Unico efecto significativo es el generado al variar las concentraciones de acido propidnico en las
mezclas (Figura 5.3 (b)). Ademas, se encontrd que el valor éptimo de remocién de acido acético
gue se puede obtener al utilizar estos sistemas es de 90.38% utilizando una concentracidn de 2000
mg/L de acido acético y 360 mg/L de acido propidnico; mientras que, el valor éptimo de remocion
de acido propidnico se presenta al utilizar una concentracién de acido acético de 950 mg/L y 360
mg/L de acido propidnico con un valor de 90.94% (Figuras 5.4 (a) y (b)).
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Los resultados obtenidos durante este estudio fueron similares a los reportados en la literatura
cuando se utiliza acido acético como sustrato (Liu et al., 2005, Rabaey et al., 2005 b y c). Sin
embargo, se observaron mejores remociones de acido propidnico, en la mezcla, en comparacion
con los obtenidos en otros trabajos experimentales reportados en la literatura en donde se probd
Unicamente al acido propidénico como sustrato (Sun et al., 2010). El consumo de acido propidnico
puede verse restringido dependiendo del tipo de microorganismos que se encuentren presentes
en la biopelicula adherida al anodo de las CEMs y las reacciones metabdlicas que se lleven a cabo
para el consumo de este acido, lo cual sugiere que la mezcla de acidos propicia el desarrollo de
microorganismos capaces de degradar mas facilmente al acido propiodnico.

a) Standardized Pareto Chart for Acetic rem
i+
I -
A:Acetic
B:Propionic
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
Standardized effect
b)
Standardized Pareto Chart for Propionic rem
B:Propionic £+
il -
A:Acetic
AA
| I
| [
0 1 2 3 4
Standardized effect

Figura 5.3. Diagramas de Pareto para: (a) el porcentaje de remocidn de 4cido acético y (b) el porcentaje de
remocion de acido propidnico.
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Figura 5.4. Graficos de superficie de respuesta para: (a) el porcentaje de remocion de acido acético y (b) el

porcentaje de remocidn de acido propidnico.

5.1.3. DENSIDAD DE CORRIENTE, EFICIENCIA COULOMBICA Y PORCENTAJE TOTAL DE HIDROGENO
RECUPERADO

Para conocer el funcionamiento y eficiencia de las CEMs durante el tratamiento, se calcularon los
valores de la densidad de corriente (DC, A/m?), la eficiencia coulémbica (CE, %) y el porcentaje

total de hidrégeno recuperado en el catodo de las celdas (ry,, %).

Las densidades de corriente variaron de 0.29 a 2.91 A/m?, con un valor Optimo de 2.35 A/m?*a una
concentracién de 1507.45 mg/L de acido acético y 250.67 mg/L de acido propidnico (Figura 5.5).
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Figura 5.5. Grafico de superficie de respuesta correspondiente a la densidad de corriente.

Las densidades de corriente que se han obtenido en estudios previos reportados en la literatura,
utilizando diferentes fuentes de sustrato en CEMs de dos camaras, estan en el rango de 0.2 a 4.7
A/m? (Chae et al., 2008; Ditzig et al., 2007; Rozendal et al., 2007; Selembo et al., 2009), lo cual
demuestra el buen funcionamiento de las CEMs utilizadas en esta investigacion, ya que un valor
alto de densidad de corriente es indicativo de que hay un mayor consumo de corriente en el
sistema y por ende una mayor produccién de hidrégeno (como se obtuvo en la CEM
A1500/P250C1, en donde la DC fue de 2.91 A/mzy la tasa de produccién de H, de 265 mL/d/L;eact,
esta CEM fue la que presentd la maxima produccion de H,). El modelo que representa a esta
variable de respuesta se ajusta a un modelo cuadratico con un valor de R* igual a 0.903, lo cual
significa que el modelo representa adecuadamente los datos (Ec. 5.4). En este caso, tres efectos
presentaron pyawes menores a 0.05, el término cuadratico tanto de la concentracién de acido
acético como de la concentracion de acido propidnico y el efecto de los bloques experimentales, lo
cual se ve reflejado en el correspondiente Diagrama de Pareto de los resultados obtenidos (Figura
5.6).

CD = -7.07 + 9.17x103*Acético + 2.00x10°*Propidnico - 2.98x10°*Acético’ - 7.79x10
7* Acético*Propidnico - 3.76x10°*Propidnico’ (5.4)

Con respecto a los porcentajes de eficiencia couldmbica obtenidos para el catodo de las celdas
durante las pruebas experimentales (este cdlculo se realiza Unicamente en el catodo ya que es en
ésta camara en donde se produce el hidrégeno), estos variaron del 20 al 107% (Figura 5.7 (a)),
indicando que el sustrato fue utilizado eficientemente para la generacidon de corriente; sin
embargo, no se observo una relacién directa de este pardmetro con relacion a las concentraciones
de acidos utilizadas, siendo significativo Unicamente el efecto de los bloques experimentales en el
modelo (pvae=0.046) tal y como se observa en el correspondiente Diagrama de Pareto (Figura 5.7
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(b)). Esto indica que las variaciones se deben principalmente al tipo de microorganismos que se
adhieren al danodo de las CEMs y no a las concentraciones de acidos grasos volatiles que se
adicionen como sustrato.

Standardized Pareto Chart for CD

AA = +
il -
BB
A:Acetic
B:Propionic .
AB l
0 2 4 6 8 10
Standardized effect

Figura 5.6. Diagrama de Pareto correspondiente a la densidad de corriente.
Nuevamente el modelo se ajusté a una ecuacién cuadratica (Ec. 5.5) con un valor de R* de 0.621.

CE = -379.85 + 0.45*Acético + 1.05*Propidnico - 1.57x10”*Acético’ + 2.35x10°

>* Acético*Propidnico - 2.30x10>*Propidnico’ (5.5)

El hecho de que en una de las celdas se obtuviera un valor por arriba del 100% en eficiencia
couldmbica, evidencio la recirculacién de electrones durante su operacién. Este fendmeno puede
ocurrir cuando el hidrégeno que se produce en el catodo es utilizado en el danodo. Muchas
bacterias presentes en cultivos anaerobios pueden utilizar al hidrégeno como un donador de
electrones para reducir los acidos grasos volatiles (Steinbusch et al., 2008). Ademas, algunos
exoelectrégenos como por ejemplo Shewanella oneidensis MR-1 (De Windt et al.,, 2003) y
Geobacter sulfurreducens (Coppi et al., 2004) pueden usar al hidrégeno como donador de
electrones.

Un comportamiento similar al de la eficiencia coulémbica, se observé con el porcentaje total de
hidrégeno recuperado en el cdtodo de las CEMs, para el cual los porcentajes variaron de un 9.9% a
un 54%, con un valor éptimo de 33% cuando se adiciona una concentracién de acido acético a las
CEMs de 1440 mg/L y 235 mg/L de acido propiénico (Figura 5.8 (a)). La ecuacién 5.6 representa el
comportamiento de este pardametro con un valor de R? de 0.621. El porcentaje total de hidrégeno
recuperado en el catodo representa la relacidon entre los moles de hidrégeno producidos con
respecto a los moles de hidrégeno tedricos esperados con el consumo del sustrato; por lo tanto,
relacionando el porcentaje de materia organica removida como DQO en las CEMs con el
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porcentaje total de hidrégeno recuperado, se esperaria que al utilizar tiempos de retencion
hidraulicos mayores, se obtengan mejores remociones de materia organica y como consecuencia

una mayor recuperacion de hidrégeno.

2 = -189.98 + 0.22*Acético + 0.53*Propidnico - 7.84x10°*Acético’® + 1.16x10°
>* Acético*Propidnico - 1.15x10>*Propidnico’ (5.6)

Para este caso solo resultaron significativos el término cuadratico de la concentracién de acido
acético y el efecto de los bloques experimentales tal y como se aprecia en la Figura 5.8 (b).
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Figura 5.7. Graficos correspondientes a la eficiencia couldmbica: (a) Superficie de Respuesta y (b) Diagrama
de Pareto.
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Figura 5.8. Graficos correspondientes al porcentaje total de hidrégeno recuperado en el catodo de las CEMs:
(a) Superficie de Respuesta y (b) Diagrama de Pareto.

5.1.4. TASAS DE PRODUCCION Y RENDIMIENTO DE HIDROGENO

Finalmente, se realizd el analisis estadistico para las tasas de produccién y rendimiento de
hidrégeno, encontrandose que para ambos casos el modelo de superficies de respuesta esta
representado por una ecuacion cuadratica (Ecs. 5.7 y 5.8), con valores de R? iguales a 0.62 y 0.73,
respectivamente. La concentracion de hidréogeno en el biogas producido varlé en un rango del 80
al 98% (pureza del biogas). El porcentaje restante fue Unicamente didxido de carbono. No se

detectd metano en ninguno de los analisis.
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Yoo = -118.73 + 0.14*Acético + 0.33*Propidnico - 4.90x10°*Acético® + 7.30x10°
®* Acético*Propidnico - 7.19x10™**Propidnico’ (5.7)

Tasa de Produccién de H,= -462.98 + 0.66*Acético + 0.88*Propidnico - 2.82x10™*Acético’ +
8.48x10™**Acético*Propidnico - 3.95x10**Propidnico?
(5.8)

El rendimiento varié en un rango de 5.46 a 33.6 mmolH,/gDQO0,em, con un valor éptimo de 20.40
mmolH,/gDQ0,.m a una concentracion de acido acético de 1440.4 mg/L y 235.6 mg/L de acido
propidnico (Figura 5.9 (a)). Mientras que, las tasas de produccién de hidrégeno fueron de 27
ML/d/Licactor @ 265 ML/d/Leactor, €Nncontrandose el valor éptimo cuando se utiliza una mezcla de
1597.82 mg/L de acido acético y 282.23 mg/L de acido propidnico, en el cual se puede esperar una
maxima produccion de hidrégeno de 190.36 mL/d/Lcac: (Figura 5.9 (b)).
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Figura 5.9. Graficos de superficie de respuesta para: (a) la tasa de rendimiento de hidrégeno y (b) la tasa de

produccion de hidrégeno.
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Estos resultados son mejores a los obtenidos por Sun et al. (2008 y 2010) utilizando una
configuracién de la CEM similar a la empleada en esta investigacidn, pero con la diferencia de que
tanto el acido acético como el acido propidnico fueron adicionados como sustratos de manera
individual. Estos autores comprobaron que el acido propidnico puede ser convertido a hidrégeno a
una tasa de produccion similar a la del acido acético pero con una tasa de rendimiento mayor,
debido a que durante las pruebas realizadas utilizando la misma configuracion de la celda (celda
de dos camaras) primero con acético y posteriormente con propidnico, sus tasas de produccion
fueron de 10.9 MmL/L.eact/d (acético) y 11.9 mL/L.eac/d (propidnico), mientras que las tasas de
rendimiento resultaron en 2.9 molH,/mol-acetato y 4.8 molH,/mol-propidnico. Esto podria
explicar los altos porcentajes de remocién de acido propidnico obtenidos durante las pruebas
realizadas en esta etapa experimental. En el caso de la tasa de rendimiento de hidréogeno sélo
resultaron significativos el efecto del término cuadratico de la concentracion de acido acético en
las mezclas y el efecto de los bloques experimentales como se aprecia en el Diagrama de Pareto de
esta variable de respuesta (Figura 5.10 (a)). Mientras que para la tasa de produccion de hidrégeno
Unicamente resulta significativo el efecto de los bloques experimentales (Figura 5.10 (b)).

a) Standardized Pareto Chart for YH2
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Figura 5.10. Diagramas de Pareto para: (a) la tasa de rendimiento de hidrégeno y (b) la tasa de produccidn
de hidrégeno.
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5.1.5. ANALISIS DE OPTIMIZACION DE RESPUESTAS MULTIPLES

El analisis de optimizacidon de respuestas multiples se realizé con el objeto de determinar las
condiciones globales de operacidn durante el tratamiento de las CEMs, considerando a las tasas de
rendimiento y produccion de hidrégeno como variables significativas del proceso. De acuerdo a los
resultados de optimizacién obtenidos, se observd que el valor mas alto de deseabilidad, d;, fue de
0.59, el cual se alcanza con una mezcla de 1477.61 mg/L de acido acético y 247.19 mg/L de acido
propidnico (Figura 5.11). Este tratamiento genera una tasa de rendimiento de hidrégeno igual a
20.24 mmol de H,/gDQO0en ¥ una tasa de produccion de hidrégeno de 185 mL/d/Lieactor- EStOs
resultados fueron muy similares a los encontrados cuando se realizo el analisis de optimizacion de
ambas variables de manera individual.
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Figura 5.11. Gréfico de superficie de respuesta para la deseabilidad global di considerando a las tasas de
rendimiento y produccidn de hidrégeno como las variables a ser optimizadas.

5.1.6. ANALISIS DE ECOLOGIA MICROBIANA

Realizando el analisis de pirosecuenciacion se obtuvo un numero maximo de Unidades
Taxondmicas Operacionales (OTUs, por sus siglas en inglés) de 533 para la muestra A1500/P250C1
y un minimo de 82 OTUs para A1500/P250C5. El nimero total de OTUs calculado por medio del
estimador Chao 1 para las muestras con los mejores rendimientos de hidrégeno fue de
469.16+42.13 (A1843/P325), 968.37450.71 (A1500/P250C1), 558.59+64.86 (A1500/P250C5) vy
632.92+33.44 (A1500/P250C6); mientras que, para las muestras con los mas bajos rendimientos
de hidrégeno fueron de 551.38+64.26 (A2000/P250) y 374.76+58.05 (A950/250).

Ademas, se calculd el indice de diversidad Shannon para cada una de las muestras tomadas de la
biopelicula adherida en el anodo de las CEMs. La muestra que presentd la mayor diversidad fue
A1500/P250C1 (Shannon=7.43+0.02 y Simpson=0.98), siendo esta CEM la que generd las mejores
producciones y rendimientos de hidrégeno. La muestra A950/P250, con las mas bajas

80
DOCTORADO EN ING. AMBIENTAL




INSTITUTO
DE INGENIERIA

RESULTADOS UNAM

producciones y rendimientos de H,, presenté el segundo valor mas bajo de diversidad
(Shannon=2.10+0.07 y Simpson=0.39). Lo cual demuestra que diferentes consorcios microbianos
pueden desarrollarse dependiendo de las concentraciones de acido acético y acido propidnico que
se adicionen como sustrato a las CEMs.

Tal y como se observa en la Figura 5.12, a un nivel de filos, el primer bloque de experimentos
presentd una distribucion uniforme de Proteobacterias, Firmicutes y Bacteroidetes, con excepcion
de A1843/P325. Synergistetes y Tenericutes fueron menos abundantes en comparacién con los
tres filos anteriores. Para el segundo bloque de experimentos, la mayoria de la poblacion
pertenecio a las Proteobacteria, seguido de Firmicutes y Bacteroidetes. Ademds, se encontraron en
un menor porcentaje las especies pertenecientes a los filos Synergistetes, Tenericutes y
Spirochaetes. Las Synergistetes fueron mas abundantes en el primer bloque de experimentos en
comparacién con el segundo bloque; sin embargo, A1500/P250C4 y A1500/P250C6 presentaron
niveles comparables al primer bloque de experimentos.

En todos los reactores, Clostridiales y Bacteroidales fueron los principales érdenes encontrados de
Firmicutes y Bacteroidetes, respectivamente. En el caso de las Proteobacteria, los Rhodocyclales y
Campylobacteriales, fueron los 6rdenes dominantes en el segundo bloque de experimentos y en la
muestra A1843/P325 del primer bloque de experimentos; mientras que, las Desulfobacterales y
Desulfovibrionales fueron los érdenes mas representativos de las Proteobacteria para el primer
bloque de experimentos (Figura 5.13).

Durante las dos etapas experimentales la fuente de inéculo fue la misma (agua residual
alimentada a una planta de tratamiento), sin embargo, debido a que ambas etapas experimentales
se corrieron en diferentes meses del afio (Septiembre y Diciembre) y debido a que el agua tratada
en la planta fuente del indculo es de tipo industrial, algunas condiciones como la temperatura y
composicion pueden variar mes con mes, resultando en el enriquecimiento de los érdenes
Rhodocyclales y Campylobacteriales.

Las Proteobacterias son especies metabdlicamente diversas y pueden dominar el agua residual de
las plantas de tratamiento (Yang et al., 2011), por ello es muy probable que el indculo utilizado
para correr ambas etapas experimentales, tuviera Proteobacterias en diferentes composiciones y
abundancias. En estudios previos de aguas residuales y CCM se han identificado los érdenes
Rhodocyclales y Campylobacteriales. De manera particular, las Rhodocyclales aisladas de lodo
activado, mostraron versatilidad metabdlica al oxidar diferentes acidos grasos volatiles como
propidnico y butirico e hidrocarburos aromaticos (Hesselsoe et al., 2009), pueden reducir
diferentes aceptores de electrones incluyendo al nitrato (Ontiveros-Valencia et al., 2013) y se ha
comprobado su predominancia en la camara anddica de CCMs alimentadas con acetato (Borole et
al., 2011). Con respecto a las Campylobacteriales, éstas han sido identificadas también en
ambientes enriquecidos con acetato (Handley et al., 2012) y han sido detectadas previamente en
estudios realizados en reactores alimentados con diferentes tipos de aceptores de electrones,
bajo condiciones de ciclacién de azufre (Zhao et al., 2013).
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Figura 5.12. Distribucién filogenética de las muestras de biopelicula anddica para el primer y segundo
bloques experimentales. A un nivel de filos, hubo una disminucién en la abundancia de Firmicutes,

Bacteroidetes y Tenericutes en el segundo bloque de experimentos en comparacién con el primer bloque.

Las Proteobacteria dominaron las comunidades presentes en el segundo bloque de experimentos.
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Figura 5.13. Distribucién de los 11 6rdenes mds abundantes en las muestras de biopelicula adherida a los
anodos de las CEMs para el primer y segundo bloques experimentales. A nivel de orden, las muestras del
primer bloque de experimentos fueron enriquecidas con Clostridiales en el caso de las Firmicutes y
Camplobacteriales y Rhodocyclales en el caso de las Proteobacterias.
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En general, durante el primer bloque de experimentos se presentaron las mas altas producciones
de hidrégeno, en particular en los reactores A1500/P250C1 y A1843/P325. Estos resultados
sugieren que aun cuando es importante contar con una comunidad microbiana uniforme para
lograr mayores producciones de hidrégeno, la presencia y abundancia de ciertas especies también
juegan un papel importante.

En estudios previos se ha reportado la generacidn de corriente y produccién de hidréogeno cuando
se encontraban presentes especies pertenecientes a los filos Proteobacteria, Firmicutes vy
Actinobacteria en la biopelicula adherida al anodo de las CCMs o CEMs. Ademds, se sabe que las
Proteobacteria y Firmicutes son bacterias fermentadoras y pueden formar relaciones sintréficas
con otras bacterias capaces de fermentar los acidos grasos volatiles, como por ejemplo, acetato,
propionato y butirato (Freguia et al., 2010; Kiely et al., 2011). Las Actinobacteria y Bacteroidetes
también han sido identificadas en la biopelicula adherida a los anodos de las CEMs, pero en una
fraccion pequeia con respecto al nimero total de bacterias, lo cual concuerda con los resultados
obtenidos durante este estudio (Torres et al., 2009; Xing et al., 2009). Las Synergistetes son
conocidas como una especie productora de hidréogeno (Riviere et al., 2009) y pueden estar
asociadas a los altos rendimientos de hidrégeno obtenidos durante el primer bloque de
experimentos y las dos CEMs mencionadas del segundo bloque.

En la Figura 5.14 (a) se muestra la distribucidn por género de las Proteobacteria; mientras que, en
la Figura 5.14 (b) se encuentra representada la distribucidon para las Firmicutes, Bacteroidetes y
Synergistetes.

Las especies dominantes en el segundo bloque de experimentos fueron Arcobacter y Azovibrio,
observandose que para el caso de las muestras A1843/P325 y A2000/P250, Arcobacter fue el
género dominante en la biopelicula adherida al anodo de las CEMs. Estos dos reactores tuvieron
las mas altas cargas de electrones de entre todos los reactores. Se sabe que las bacterias del
género Arcobacter son fermentativas y acidogénicas y pueden estar involucradas en la
degradacion de sustratos organicos y aminoacidos para la produccién de sustratos que pueden ser
metabolizados posteriormente por las bacterias anodofilicas para la generacién de electricidad y/o
produccion de hidrogeno (Holt et al., 1994; Matthies et al., 2000; Tully et al., 1994).

El segundo bloque de experimentos estuvo enriquecido principalmente por el género Azovibrio
independientemente de las producciones y rendimientos de hidrégeno. Esta especie ha sido
identificada como posible bacteria electro-quimicamente activa en estudios previos utilizando
CCMs o CEMs (Freguia et al. 2010; Li et al., 2011; Mehanna et al. 2010); sin embargo, en este
estudio fue el género mas abundante tanto en las muestras con los mas altos rendimientos como
en los mas bajos (A1500/P250C4, A1500/P250C5 y A950/P250).

Acinetobacter fue mas abundante en la muestra A1106/P195 del primer bloque de experimentos y
en A1500/P360 y A2000/P250 del segundo bloque en comparacidén con los otros reactores.
Desulfovibrio, Desulfobulbus y Desulfomicrobium fueron mas abundantes en el primer bloque de
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Figura 5.14. Distribucidn correspondiente a los 10 géneros mds abundantes presentes en las muestras de la
biopelicula anddica para el primer y segundo bloques experimentales. Azovibrio o Arcobacter fueron los

géneros mas abundantes en el segundo bloque de experimentos.

Geobacter no fue uno de los géneros mas abundantes en las CEMs (0.01-2.00%) pero estuvo

presente en todas las celdas. Estudios previos han demostrado la predominancia de esta especie

en la biopelicula de los anodos (Call et al. 2009; Jung y Regan 2007; Parameswaran et al. 2009;

Torres et al 2009); sin embargo, en este caso se encontré que algunos otros géneros como por
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ejemplo, Arcobacter, Desulfomicrobium, Desulfobulbus, Pseudomonas, Macromonas y Azovibrio,
fueron las mas representativas y pueden estar asociadas con la produccién de hidrégeno en las
CEMs.

La especie Desulfobulbus puede oxidar el propionato a acetato como producto final y ademas se
encuentra asociada con la produccion de H, (Holt et al., 1994). Por otra parte, no se ha
demostrado que la especie Desulfomicrobium pueda crecer en presencia de acetato o propionato
(Thevenieau et al., 2007).

No se encontrdé una clasificacion de la mayoria de los géneros pertenecientes a Firmicutes,
Bacteroidetes y Synergistetes (Figura 5.14 (b)), con excepcion de los géneros Parabacteroides y
vadin CA02. Siendo Parabacteroides uno de los filos a nivel de género mas abundantes en el
primer bloque de experimentos.

Finalmente, para comparar la B diversidad (comparacion de la diversidad entre muestras), se
realizaron los andlisis Unifrac. En la Figura 5.15, se observa claramente como las muestras se
separan de manera natural en dos grupos, cada uno de ellos correspondientes a los dos diferentes
periodos de inoculacion. Aqui se puede apreciar claramente como las muestras pueden agruparse
dependiendo de la fecha de inoculacidn, las muestras en verde representan al primer grupo
experimental (los experimentos realizados en Septiembre) y las muestras en azul corresponden al
segundo grupo experimental (experimentos realizados en Diciembre).
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Figura 5.15. Analisis Unifrac sin ponderacion para las muestras de biopelicula anddica de las CEMs que
fueron operadas con diferentes mezclas de acido acético y propidnico. Las muestras se agruparon
principalmente por el periodo de inoculacidn. El color verde representa al primer bloque experimental y el

azul al segundo bloque experimental.
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Lo que se percibe claramente, tanto en los analisis Unifrac realizados sin ponderacién como en los
resultados obtenidos del funcionamiento de las CEMs, es que la fuente del indculo es una variable
mas critica para el desarrollo de la comunidad, en comparacion con la concentracion o tipo de
sustrato utilizados (Figura 5.16).

PC2 (12%)
161

& 27

66 76
>
104

159 PC1 (32%)

Figura 5.16. Analisis de Coordenadas Principales sin ponderacidn para las muestras de biopelicula anddica
de las CEMs. Los numeros colocados en los puntos representan la produccidon de H, (mL/d/Leactor). Las
muestras fueron agrupadas con base en producciones de hidrégeno similares.

La diversidad y composicién del consorcio microbiano desarrollado en el anodo de las CEMs,
puede influir significativamente en las tasas de rendimiento y produccion de H,, tal y como se
observd en los resultados correspondientes a la parte operacional de las celdas. Las tasas de
produccion y rendimiento de H, fueron mejores durante el primer bloque experimental, lo cual se
encuentra relacionado con una mayor diversidad de microorganismos anodofilicos en todas las
muestras, con excepcidon de la muestra A1500/P250C5 perteneciente al segundo bloque de
experimentos, lo que demuestra la significancia de la redundancia funcional y las interacciones
sintréficas entre las bacterias.

Para identificar posibles grupos entre las muestras, se realizaron los analisis de coordenadas
principales ponderados y sin ponderaciéon (PCoA, por sus siglas en inglés) a partir de las tablas
jackknifed OTU. En la Figura 5.17, se observa que las muestras correspondientes al primer bloque

de experimentos forman un grupo, con excepcidn de la muestra A1843/P325, y se separan del
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segundo bloque de experimentos en PC1. Las muestras correspondientes al segundo bloque de
experimentos se encuentran dispersas en PC1.
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5 18.40
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» 5.46
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PC1{51%)

Figura 5.17. Anadlisis de Coordenadas Principales ponderadas para el primer y segundo bloques
experimentales. El primer bloque de experimentos se encuentra representado en color verde y el segundo
bloque en azul. Las muestras del primer bloque se encuentran agrupadas mientras que las del segundo
bloque se encuentran dispersas.

Aun cuando se utilizaron las mismas concentraciones de acido acético y propidnico en algunas de
las CEMs que fueron inoculadas con el mismo indculo (por ejemplo A1500/P250C4, A1500/P250C5
y A1500/P250C6), el consorcio microbiano se desarrollé6 de manera distinta (lo cual se corrobora
con los andlisis Unifrac sin ponderacién y PCoA ponderado). Estas diferencias pueden deberse a
diversos factores entre los cuales se encuentran la temperatura (durante el primer bloque de
experimentos la temperatura oscild en los 25°C mientras que en el segundo bloque estuvo
alrededor de los 18°C) y la fuente del inéculo (aun cuando se tomaron las muestras de agua
residual para inocular las celdas de la misma fuente, las estaciones fueron diferentes generando
algun posible cambio en la microbiota contenida en la misma), en lugar de las concentraciones de
acidos grasos volatiles utilizadas.
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5.1.7. PRESENCIA DE HOMO-ACETOGENICOS, GEOBACTERACEAE Y ARCHAEAS EN LA BIOPELICULA ADHERIDA
AL ANODO DE LAS CEMs

Para confirmar la presencia de bacterias homo-acetogénicas se realizaron los analisis de PCR en
tiempo real, identificando al gen formil tetrahidrofolato sintetasa (FTHFS, por sus siglas en inglés).
El mayor nimero de copias de FTHFS se registré en la muestra A1500/P250C2 con un valor de 3.84
x 10* copias del gen/cm?; mientras que, el valor mas bajo se presentd en la muestra A1843/P195

con dnicamente 7.8 x 10% copias del gen/cm?®.

La muestra A1500/P250C2 también presentd el mayor nimero de copias del gen Geobacteraceae
sp. por cm” de superficie del anodo de las CEMs, con un valor de 3.65 x 10’; mientras que, el valor
mas bajo se obtuvo en la muestra A1843/P325 con un valor de 5.69 x 10 copias del gen/cm?’
(Figura 5.18). Se observé que las muestras con el nimero mas alto de copias del gen FTHFS/cm?’
fueron también las que presentaron el mayor nimero de copias del gen Geobacteraceae/cm?
confirmando con ello la relacidn sintréfica entre los homoacetogénicos y las bacterias anodofilicas
tales como Geobacteraceae. Sin embargo, no se pudo encontrar una relacién directa entre la
concentracién de acidos grasos volatiles utilizada y el numero de copias del gen/cm? de FTHFS y
Geobacter sp.

En la Figura 5.18 se aprecia ademds que el nUmero de copias del gen Geobacteraceae es por lo
menos dos veces menor al nimero de copias de General Bacteria. Aunque estas cifras no son
absolutas, esto en términos generales indicaria que las especies de Geobacteraceae representan
alrededor del 1% de las comunidades encontradas en general, por lo cual al momento de
realizarse los analisis de pirosecuenciacion, Geobacteraceae no aparece como uno de los
miembros mas abundantes de la comunidad.

Finalmente, se cuantificd la poblacion de Archaeas presentes en las muestras de biopelicula
debido a que éstas pueden consumir al acetato adicionado como sustrato en el anodo de las
CEMs. Aun cuando los danodos se expusieron al aire durante aproximadamente 20 min al final de
cada ciclo de operacidon y se adiciond una solucion de bromoetilsulfonato (BES) en una
concentracion 50 mM para inhibir el crecimiento de las metanogénicas, se detectaron
metandgenos hidrogenotroficos y acetocldsticos en todas las muestras.

El nimero de copias de Archaea en el 165 rRNA vario de 6.88 x 10* copias del gen/cm?

(A1843/P195) hasta 1.96 x 10° copias del gen/cm?® (A1500/P250C1). Methanosaetaceae, un
metandgeno acetocldstico domind la poblacion de las Archaea (Figura 5.19). Algunos otros
metandgenos  hidrogenotroficos 'y  acetocldsticos  como las  methanobacteriales,
methanomicrobiales y methanosarcinaceae fueron menos abundantes en las muestras de
biopelicula. Asi mismo, la especie Methanomicrobiales no se detectd en las muestras
A1500/P250C4, A1500/P250C5 y A950/P250.
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Figura 5.18. Distribucién de Geobacteraceae sp., FTHFS y Bacteria presentes en las muestras de biopelicula
anddica (las copias del gen reportadas fueron calculadas con base en el area total del electrodo (50 cmz)).

Las bajas cantidades de hidrogenotrdficos encontrados en las biopeliculas sugieren que el
consumo de H, por los metandgenos se controlé adecuadamente; sin embargo, la presencia de
methanosaetaceae indica que los metandgenos pudieron competir con las bacterias anodofilicas
por el acetato, disminuyendo con ello la eficiencia de los sistemas debido a que parte de los
electrones proporcionados por este compuesto pudieron haber sido consumidos para
posteriormente formar metano (en cantidades por debajo del limite de deteccidn del equipo).

Aun cuando se detectd la presencia de metandgenos en las celdas, la cantidad de metano
producido no fue significativa, lo cual puede ser corroborado por los resultados obtenidos durante
la operacion de las celdas. Al final de cada ciclo de operacidn, los anodos fueron expuestos al aire
cuando se adicionaba sustrato nuevo, lo cual pudo originar la inhibicion de la mayoria de los
metandgenos, limitando su proliferacion y, en consecuencia, generando bajas cantidades de
metano en el anodo de las celdas.

Los resultados encontrados con anterioridad indican que con la finalidad de aumentar los
rendimientos y produccién de H, en las CEMs, es importante encontrar un método efectivo que
permita controlar la metanogénesis y seleccionar comunidades microbianas que contengan
bacterias anodofilicas eficientes para la produccion de hidrégeno, el cual deberd aplicarse durante
la etapa de inoculacidn y puesta en marcha de las celdas.
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Figura 5.19. Distribucion de Archaea de las muestras de biopelicula anddica de las CEMs (el nimero de
copias del gen reportadas se encuentran calculadas con base en el rea total de los electrodos (50 cm?)).

Durante esta etapa experimental se comprobd que el inéculo desempefia un papel muy
importante en el desarrollo de los consorcios microbianos que pueden encontrarse adheridos al
anodo de las CEMs y que diferentes consorcios microbianos pueden desarrollarse dependiendo de
las concentraciones que se utilicen de acido acético y propidnico. Los analisis Unifrac sin
ponderacién permitieron visualizar claramente que la fuente de indculo resulta ser un factor mas
critico para determinar la estructura que tendra la comunidad microbiana adherida al anodo de las
celdas en comparacion con la concentracion o tipo de sustrato que se utilice.

Los resultados obtenidos en cuanto al funcionamiento de las CEMs corroboraron que la
composicion y diversidad del consorcio microbiano en la biopelicula adherida al anodo de las
celdas puede influir significativamente en las tasas de produccién y rendimiento de las mismas.
Durante el primer bloque experimental se obtuvieron las mas altas remociones de materia
organica (en un rango del 53 al 60%) y tasas de produccion de hidrégeno (de 170 a 265
mL/d/L.eact), 10 cual puede estar relacionado con una mayor diversidad de especies anodofilicas en
las biopeliculas y demuestra la importancia de contar con una redundancia funcional y el tener
relaciones sintroéficas entre las bacterias.

Los analisis estadisticos realizados para cada una de las variables de respuesta establecidas
(remocién de materia organica medida como DQO, porcentajes removidos de acido acético y
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propidnico, DC, CE, ry,, Yuo y produccién de H,), también corroboraron la importancia que tiene el
indculo en el desempefio de las CEMs, ya que en todos ellos resulté significativo el efecto de los
bloques experimentales en los resultados obtenidos.

Durante el estudio se observd que tanto el acido acético como el acido propiénico fueron
removidos de manera similar, con remociones del 62 al 92%, lo cual evidencia que el acido
propidnico puede ser aprovechado eficientemente por las bacterias anodofilicas para Ia
produccion de hidrégeno y ademas que la mezcla de acidos propicia el desarrollo de
microorganismos capaces de degradar mas facilmente al acido propiodnico.

De acuerdo a los resultados de optimizacion de respuestas multiples se encontré que las mejores
tasas de rendimiento y produccion de hidrégeno se alcanzan cuando se utilizan una concentracion
de acido acético igual a 1477.61 mg/L y de acido propidnico igual a 247.19 mg/L, con lo cual se
obtienen una tasa de rendimiento de 20.24 mmol de H,/gDQO.n Y una tasa de produccién de
hidrégeno de 185 mL/d/L,cact. Estos resultados fueron mejores a los obtenidos por otros autores
(Sun et al., 2008 y 2010).

El estudio de pirosecuenciacion demostré que la biopelicula adherida al anodo de las CEMs del
primer bloque experimental tenia una distribucion uniforme de Proteobacterias, Firmicutes y
Bacteroidetes, mientras que, durante el segundo bloque experimental las Proteobacterias fueron
la especie dominante en cada uno de los reactores. En general, durante el primer bloque de
experimentos se obtuvieron las mds altas tasas de produccion de hidrégeno, especificamente en
los reactores A1500/P250C1 y A1843/P325. Estos resultados sugieren que aln cuando es
importante contar con una diversidad microbiana para obtener altas producciones de hidrégeno,
la presencia y abundancia de ciertas especies también tendran un efecto significativo.

Otro hecho importante es que aun cuando se utilizaron las mismas concentraciones de acido
acético y propidnico en algunas de las CEMs que fueron inoculadas con el mismo indculo (por
ejemplo A1500/P250C4, A1500/P250C5 y A1500/P250C6), se desarrollé un consorcio microbiano
diferente. Estas diferencias pueden deberse a la fuente o estacion del afio en la que se colecte el
indculo, en lugar de las concentraciones que se manejen de acidos grasos volatiles.

Finalmente, los andlisis de PCR en tiempo real indicaron que algunas arqueobacterias
metanogénicas se encontraban presentes en bajas cantidades. La especie Methanosaetaceae fue
la que dominé en la mayoria de las biopeliculas, representando una posible pérdida de acido
acético para la posterior produccion de metano (en cantidades menores al limite de deteccion del
equipo). Aun cuando se detectaron los metanégenos, el metano producido no fue significativo, lo
cual se comprobé con los analisis realizados en la camara anddica y catddica de las CEMs. Al final
de cada ciclo operacional, los anodos de las celdas fueron expuestos al aire para posteriormente
adicionar sustrato nuevo, ocasionando la inhibiciéon de la mayoria de los metandgenos, limitando
su proliferacion y, en consecuencia, produciendo muy bajas cantidades de metano.
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5.2. Segunda etapa experimental: Pruebas con una mezcla de dcido acético,
propionico y butirico

Durante esta etapa se trabajo con dos CEMs. Los primeros seis ciclos de experimentacién
consistieron en adicionar en una de las celdas acido acético Unicamente con una concentracién de
1500 mg/L (CEM1); mientras que, en la segunda celda se adicioné una mezcla de acido acético
(1500 mg/L) y acido propidnico (250 mg/L) (CEM2). Posteriormente se adiciond acido butirico en
ambas celdas. En estudios previos se ha demostrado que la conversién del acido propidnico a
hidrogeno por medio de las bacterias anodofilicas puede resultar mas dificil que la conversion del
acido acético o butirico a hidrégeno (Shi y Yu, 2004), por ello la importancia de realizar estas
pruebas.

5.2.1. REMOCION DE MATERIA ORGANICA MEDIDA comMo DQO

De acuerdo a los resultados obtenidos en cuanto a remocidon de materia organica, se observaron
porcentajes mas altos en la CEM1 (adicionando unicamente acético como sustrato), en
comparacion con la CEM2 (en donde se adiciond la mezcla de acético y propidnico), obteniéndose
alrededor de un 95% de remocidn en el primer caso, y en el segundo caso un porcentaje maximo
del 64% (Figura 5.20, ciclos de operacion del 1 al 6).
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Figura 5.20. Porcentaje de remocion de materia organica medida como DQO durante las pruebas
experimentales realizadas con mezclas de acido acético, propidnico y butirico.

Escapa et al. (2012) demostraron que al utilizar acido acético y propidénico como sustratos, el acido
propidnico resulta mas dificil de degradar. Esta baja velocidad de conversion del propidnico puede
estar asociada con el hecho de que este compuesto no es utilizado directamente por los
microorganismos anodofilicos (las bacterias acetogénicas son las que lo utilizan para producir
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acetato) (Ha et al., 2008). En los seis ciclos posteriores se adiciond acido butirico en ambas celdas
en una concentracion de 600 mg/L. Durante estas pruebas los porcentajes de remocion de materia
organica disminuyeron significativamente, siendo mejores en la CEM2 con porcentajes maximos
del 20%, mientras que en la CEM1, el maximo alcanzado fue de alrededor del 18% (Figura 5.20,

ciclos de operacion del 7 al 12).
5.2.2. CONSUMO DE ACIDOS GRASOS VOLATILES EN LAS MEZCLAS

Comparando los resultados obtenidos en ambas celdas en cuanto a remocién de acido acético, se
encontré que al adicionar Unicamente el acido acético las remociones de éste son muy buenas
llegdndose a obtener valores de hasta un 95% en la CEM1 durante los primeros seis ciclos de
operacién (Figura 5.21); sin embargo, al utilizar el acido propidnico, el porcentaje de remocién de
acido acético disminuye considerablemente (CEM2), alcanzandose porcentajes de hasta un 58%
como maximo. Este hecho puede deberse a que los microorganismos presentes en la biopelicula
adherida en el danodo de la CEM2, estan consumiendo primeramente el acido propidnico y
posteriormente el acido acético como sustrato para la produccién de biogds, y ademas el acido
propidnico no es aprovechado directamente por las bacterias anodofilicas, sino mas bien es
consumido primeramente por los microorganismos acetogénicos para la produccién de acetato y
posterior produccion de biogas, lo cual generaria una acumulacion de acido acético en el sistema
(Ha et al., 2008).
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Figura 5.21. Porcentaje de remocidn de acido acético en las dos CEMs utilizadas.

Cuando se adiciond el acido butirico durante los ultimos seis ciclos de operacion de las CEMs, los
porcentajes de remocion disminuyeron considerablemente en comparacion con los primeros seis
ciclos de operacién. En este caso, el consumo de acido acético fue mayor en la CEM2 en
comparacion con la CEM1 (Figura 5.21). Asi mismo, al comparar los resultados obtenidos en
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ambas celdas en cuanto a remocién de acido butirico, se observd que este acido no estd siendo
removido adecuadamente por los microorganismos, ya que los porcentajes maximos de remocion
alcanzados fueron de alrededor del 19% en la CEM2 y de un 18% en la CEM1, siendo mejores en la
CEM2 en comparacion con la CEM1 (Figura 5.22), lo cual coincide con los resultados obtenidos en
cuanto a remocién de acido acético y materia orgdnica. Durante el ciclo 4 el porcentaje de
remocion de butirico disminuyd considerablemente, esto se puede deber a que primeramente fue
convertido a acetato y posteriormente el acetato fue aprovechado por los microorganismos

anodofilicos como se explica mas adelante.
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Figura 5.22. Porcentaje de remocion de acido butirico en las CEMs durante los ultimos seis ciclos de

operacion.

Liu et al. (2005 c) demostraron que la velocidad de transferencia de electrones en un anodo en el
gue se adiciona acético como sustrato es significativamente mds alta que en un anodo en el cual
se utiliza butirico como sustrato, lo cual puede explicar la limitada velocidad de consumo del acido
butirico en comparacion con el acido acético, y por ende las bajas tasas de remocién de acido

butirico en las CEMs.

En la Figura 5.23 se presentan las remociones obtenidas en la CEM1 durante los doce ciclos de
operaciéon de la misma. En este grafico se puede percibir claramente que durante los primeros
ciclos, en donde se adiciond Unicamente el acido acético como sustrato, este fue aprovechado
eficientemente por los microorganismos; sin embargo, al adicionar el acido butirico los
porcentajes de remocion decayeron significativamente, siendo mds altas las remociones de este
ultimo en comparacion con el acido acético. La eliminacion del acido butirico no siempre puede
estar asociada al metabolismo de los microorganismos anodofilicos debido a que éste no es un
sustrato ideal para los mismos (Freguia et al., 2010). Por lo tanto, es posible que el acido butirico
haya sido fermentado primeramente a acético, y posteriormente este ultimo haya sido oxidado
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por los microorganismos anodofilicos para la produccién de hidrégeno de acuerdo a la siguiente

reaccién (Anderson et al., 1987):

C4Hg0O, + 2H,0— 2C,H40, + 4H+ + 4e’

=

o

o
1

[0
o
L

% DE REMOCION DE ACIDOS
D [e)]
o o

N
o
1

o

Figura 5.23.

operacion.

(5.9)

Porcentaje de remocién de 4cido acético y butirico en la CEM1 durante los doce ciclos de

Realizando el mismo analisis, pero en este caso para la CEM2 (Figura 5.24), se observa que el 4cido

propidnico se remueve en un mayor porcentaje al acido butirico y acético removidos en la mayoria

de los ciclos. Este comportamiento sugiere la presencia de microorganismos que tienen mayor

afinidad por el acido propidnico en comparacién con el acido acético y butirico. Por otra parte,

debido a que el acido propidnico y butirico no son aprovechados de manera directa por los

microorganismos anodofilicos, sino mas bien son primeramente fermentados para su posterior

consumo, puede haber un aumento en la concentracidon de acetato en el dnodo de las celdas, lo

cual trae como consecuencia variaciones en los porcentajes de remocién del acido acético.
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Figura 5.24. Porcentaje de remocién de 4cido acético, propidnico y butirico en la CEM2 durante los doce
ciclos de operacién.

5.2.3. DENSIDAD DE CORRIENTE, EFICIENCIA COULOMBICA Y PORCENTAJE TOTAL DE HIDROGENO
RECUPERADO

Para conocer la eficiencia del sistema se realizé el cdlculo de la densidad de corriente, eficiencia
couldmbica y porcentaje total de hidrégeno recuperado.

En la Figura 5.25 se presentan los valores obtenidos de densidad de corriente de las celdas
durante los doce ciclos de operacion. Este parametro se obtiene al dividir la corriente consumida
por las celdas entre el area superficial del anodo utilizado, por ello resulta de interés su célculo, ya
gue por medio de él se puede evidenciar cual es la produccion de hidréogeno en las celdas
dependiendo del consumo de energia de las mismas.

Como era de esperarse los mejores resultados se obtuvieron cuando se utilizé Unicamente acido
acético como sustrato (CEM1, ciclos 1 al 6), con un valor de aproximadamente 380 mA/m?
mientras que, los valores mas bajos se encontraron cuando se utilizé la mezcla de acido acético y
acido propidnico (CEM2, ciclos 1 al 6), alcanzandose en este caso un valor maximo de tan solo 50
mA/m?. Es importante notar que en la celda en la que se utilizé la mezcla de los tres &cidos
(CEM2), al adicionar el 4cido butirico la densidad de corriente aumentd, lo cual lleva a concluir que
el acido propidnico puede ser el causante de la baja eficiencia de los sistemas y no tanto el 4cido
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butirico, contrario a lo que se pensaba de acuerdo a los resultados obtenidos en remocidn de
materia orgdnica y remociones de cada uno de los acidos adicionados.

Estos resultados coinciden con estudios previos en los cuales se han utilizado acido acético,
butirico y propidnico como sustratos de manera individual (Escapa et al., 2012; Lu et al., 2012), en
todos ellos se observd que el dcido acético es el sustrato mas favorable para los microorganismos
anodofilicos, seguido del acido butirico y por ultimo el propidnico. El consumo del acido butirico
no siempre se puede asociar con el metabolismo de los microorganismos anodofilicos debido a
gue este compuesto no es un sustrato ideal para los mismos (Freguia et al., 2010). Por lo tanto, es
posible que el acido butirico haya sido fermentado primeramente a acético, y posteriormente el
acético fuera oxidado por los anodofilicos. Las bajas remociones de propidnico también han sido
reportadas en estudios previos utilizando glicerol como sustrato (Selembo et al., 2009b).
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Figura 5.25. Densidad de corriente en mA/m2 obtenida durante la operacion de las CEMs.

En cuanto a la eficiencia couldmbica de las celdas, nuevamente los mejores resultados se
presentaron en la CEM1, en donde Unicamente fue utilizada la mezcla de acido acético y butirico
(Figura 5.26). La maxima eficiencia couldmbica se obtuvo durante el ciclo siete con un valor del
13%, mientras que los valores mas bajos se observaron en la CEM2 con valores de alrededor del
1%. Durante el ciclo 10 la eficiencia couldmbica de la CEM2 aumentd considerablemente con
respecto a los ciclos anteriores y posteriores, esto se debe a que durante este ciclo los porcentajes
de remocion de acido acético y butirico disminuyeron, lo cual tuvo como consecuencia una baja
remocion de materia organica. Debido a que la eficiencia coulémbica es una relacién de los moles
de hidrégeno recuperados calculados con base en la corriente medida y los moles tedricos totales
de hidrégeno producidos con base en la materia organica removida como DQO, una baja remocion
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de materia organica en la celda genera una eficiencia couldmbica mayor cuando los moles de
hidrogeno recuperados con base en la corriente medida se mantienen constantes.

Comparando estos resultados con los obtenidos en otros trabajos bibliograficos, en los cuales
Unicamente se ha utilizado acetato como fuente de sustrato (Liu et al., 2005 c; Tartakovsky et al.,
2009), estos valores resultan relativamente bajos. Es posible que estas diferencias se deban a la
baja conversion del acido propidnico a corriente y a la competencia existente entre los
microorganismos anodofilicos con otro tipo de organismos presentes en las celdas por el sustrato.
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Figura 5.26. Eficiencia couldmbica de las CEMs durante la fase experimental.
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Figura 5.27. Porcentaje total de recuperacién de hidrégeno obtenido durante los diferentes ciclos de
operacién de las CEMs.
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5.2.4. TASAS DE PRODUCCION Y RENDIMIENTO DE HIDROGENO

Finalmente se calcularon el rendimiento y la tasa de produccién de hidrégeno de las celdas. En las
Figuras 5.28 y 5.29 se encuentran registrados los resultados para ambos casos. Al igual que en los
resultados anteriores, los mejores rendimientos de hidrogeno se presentaron en la CEM1 con un
valor promedio de 2 mmol de H,/gDQO,m, Mientras que en la CEM2 el rendimiento promedio fue
de tan solo 0.62 mmol de H,/gDQO,em. Al parecer la presencia del acido propidnico disminuye la
produccion de H,, debido a que se empieza a formar metano en el anodo de las celdas.
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Figura 5.28. Tasas de rendimiento de hidrégeno alcanzadas en los sistemas experimentales.

El biogas producido en la cdmara catédica de ambas CEMs (CEM1 y CEM2) estuvo compuesto
Unicamente por hidrégeno. Durante los primeros cuatro ciclos experimentales, se identifico la
presencia de metano (en un 34%) en el anodo de la CEM2, en la cual se utilizé como anolito la
mezcla de acido acético y acido propidnico; mientras que, en la CEM1, en donde Unicamente se
adiciond acido acético, no se detectd este gas en la camara anddica. Después de estos cuatro
ciclos, se adiciond BES en una concentracion 50 mM para inhibir la proliferacion de las
arqueobacterias metanogénicas. El efecto fue positivo debido a que en los ciclos posteriores no se

detecté metano en la CEM?2.

Los bajos rendimientos de la CEM2 pueden deberse a varios factores, entre ellos se encuentran la
formacion de metano o algun otro gas que no esta siendo identificado por la técnica empleada,
como por ejemplo acido sulfhidrico, o bien, algun efecto toxico en los microorganismos generado
por el acido propidnico con lo cual se ve afectada la eficiencia global del sistema. En el agua
residual se encuentra presente el azufre principalmente en forma de sulfatos, por lo cual al haber
algunos compuestos reductores del azufre en la cdmara anddica de las celdas, éste puede ser
reducido a acido sulfhidrico utilizando algiin donador de electrones disponible (Zhao et al. 2008).
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Posteriormente este acido sulfhidrico es oxidado abidticamente a azufre elemental, el cual
precipita en el dnodo (Dutta et al. 2008; Rabaey et al. 2006).

En el caso de las tasas de produccidon de hidrégeno, los valores oscilaron entre 250 a 268
mML/d/Licactor Para ambas celdas. Estas tasas de produccién de hidrégeno son similares a las
reportadas en la bibliografia utilizando sustratos puros (Chae et al., 2008; Rozendal et al., 2006;
2007). Aqui no se observaron diferencias significativas entre las diferentes condiciones
experimentales probadas.
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Figura 5.29. Produccién de hidrégeno durante los doce ciclos de operacién de las CEMs.

Por lo tanto, de acuerdo a los experimentos realizados en este apartado, se encontré que al
utilizar una mezcla de acido acético, propidnico y butirico, el acido propidnico se remueve en un
mayor porcentaje seguido del acido butirico y finalmente el 4cido acético.

Cuando se utiliza acido acético como sustrato, éste es aprovechado directamente por las bacterias
anodofilicas para la produccién de hidrogeno; sin embargo, al utilizar mezclas de acido acético-
propidnico o acido acético-propidnico-butirico, tanto el acido propidénico como el acido butirico
pueden ser consumidos directamente por los microorganismos o primeramente ser transformados
a acético para su posterior conversion a hidrégeno, lo cual representa un aumento en la
concentracién de acido acético presente en las CEMs (Ha et al., 2008). Ademas, la velocidad de
transferencia de electrones en un dnodo en el cual se adiciona acido acético como sustrato es
significativamente mas alta comparada con un anodo en el que se adiciona acido butirico, por lo
cual se puede ver limitado el consumo del acido butirico.

Otro punto importante es que la remocion de acido butirico no siempre puede estar asociada al
metabolismo de los microorganismos anodofilicos debido a que éste no es un sustrato ideal para
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los mismos (Freguia et al., 2010), por lo cual el acido butirico primeramente puede ser fermentado
a acético y posteriormente este ultimo ser oxidado para producir hidrégeno, lo cual explicaria el
hecho de que el acido butirico se removiera en un mayor porcentaje comparado con el acido
acético.

Las mas altas eficiencias de las CEMs se obtuvieron cuando se utilizé dcido acético o una mezcla de
acido acético y acido butirico como sustrato, debido a que con la adicién de acido propidnico
existe una mayor posibilidad de generar metano o algunos otros subproductos durante el
tratamiento, con lo cual se ven afectados los porcentajes de recuperacién total de hidrégeno y
tasas de rendimiento del sistema, que son dos parametros importantes durante el tratamiento.

Estudios previos en los cuales se han utilizado acido acético, butirico y propidnico como sustratos
de manera individual (Escapa et al., 2012; Lu et al., 2012), mostraron que el acido acético es el
sustrato ideal para los microorganismos anodofilicos seguido por el acido butirico y por ultimo el
acido propidnico, lo cual coincide con los resultados obtenidos en este apartado.

Las mejores tasas de rendimiento y produccion de hidréogeno se obtuvieron cuando se utilizd
Unicamente acido acético como sustrato o una mezcla de acido acético-butirico. La presencia del
acido propiodnico en las mezclas utilizadas como sustrato disminuye la produccién de hidrégeno
debido a la formacién de metano en la cdmara anddica las CEMs.

5.3.Tercera etapa experimental: Acoplamiento del sistema fermentador-CEM-
CCM

5.3.1. BALANCE ENERGETICO DEL PROCESO

En la actualidad los sistemas de lodos activados son los mas utilizados para realizar el tratamiento
de aguas residuales. Sin embargo, se requieren de 0.7 a 2 kWh/kg de DQO removida para llevar a
cabo el proceso y se generan alrededor de 4 kg de lodo por kg de DQO tratada. Para solventar los
costos de disposicion de estos sélidos, el lodo es tratado mediante un sistema de digestion
anaerobia para generar metano, buscando obtener tasas de produccién capaces de sustentar las
necesidades energéticas de este proceso (Tchobanoglous G., 2003).

Tecnologias como la Fermentacion, CEMs y CCMs pueden ser utilizadas también para dar
tratamiento a las aguas residuales con un doble beneficio, el obtener agua residual con buena
calidad y adicionalmente recuperar energia que pueda ser aprovechada en el mismo proceso o
para algun otro fin, dandole un valor agregado al sistema. Con el objeto de sustentar esta
aseveracién, a continuacién se presentan los balances energéticos para cada uno de estos
sistemas, los cuales permiten calcular la energia neta necesaria para el proceso.

En el caso de un fermentador, la energia neta recuperada (Ey) se calcula como:
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_ En,—Ec

Ey = =2 (5.10)

Donde: Ey= Es la energia neta recuperada por el fermentador en (kl/kg de DQO alimentada)
Ey, = Es la energia recuperada equivalente al volumen de H, generado
E. = Es la energia necesaria para el calentamiento del reactor, llevandolo de la temperatura
ambiente (T,) a la temperatura de fermentacion (Ty)
V = Volumen del reactor
C = Concentracién de DQO en la alimentacion (kg de DQO/L)

El valor de la energia recuperada equivalente al volumen de H, producido se calcula por medio de

la siguiente ecuacion:
EHZ = VHszZ(LHV) (511)

Donde: Vy, = Es el volumen de hidrogeno producido en el fermentador (L)
pu, = Densidad del hidrégeno (8.9 x 10” kg/L)
LHV = Poder calorifico inferior del hidrégeno (120,000 kJ/kg de H,)

Para conocer la energia necesaria para el calentamiento del reactor se utiliza la siguiente ecuacion:
E. = Vpu,oCp(Tc —Ta) (5.12)

Donde: py,o = Densidad del agua (1kg/L)
Cp = Calor especifico del agua (4.2 ki/kgK)

Asumiendo que las pérdidas de calor en el sistema son despreciables, la energia neta recuperada
se encuentra en funcién de la temperatura que se utilice para la fermentacion. Por ejemplo, si se
toma como base un agua residual con un contenido de glucosa de 10 g/L (10.67 g de DQO/L),
utilizando reactores en modo discontinuo de 100 mL, trabajando en condiciones mesofilicas (T;=30
°C) y a temperatura ambiente Ta de 25 °C, se puede obtener un volumen de hidrégeno de 0.21 L
(Wang y Wan, 2008).

Realizando los calculos correspondientes con las ecuaciones mencionadas anteriormente se
obtiene que: Ey, = 2.24 kJ; E.= 2.10 kJ; por lo tanto, Ey = 131.20 kJ/ kg de DQO, lo cual demuestra
gue el sistema es energéticamente favorable.

Sin embargo, debido a que el sistema de Fermentacién depende de la energia requerida para
llevar a cabo el proceso ya sea en condiciones mesofilicas o termofilicas, en algunas ocasiones
puede volverse energéticamente no favorable. Por ejemplo, si se trabaja con una T; = 40 °C, se
obtiene un volumen de hidrégeno de 0.26 L. Los calculos nos arrojan una Ey, = 2.77 kJ; E. = 6.30 kJ
y Ex = -3 308.34 kiJ/kg de DQO. Esta pérdida energética puede compensarse si se aprovechan los
subproductos de la fermentacién con alguin otro proceso.

102
DOCTORADO EN ING. AMBIENTAL




INSTITUTO
DE INGENIERIA

RESULTADOS UNAM

En el caso de las CEMs la energia recuperada en el sistema puede obtenerse con base en el
contenido energético del hidrégeno recuperado, comparado con: a) la energia eléctrica
suministrada por medio de una fuente externa, b) la energia suministrada al sistema por medio del
sustrato utilizado o c) la energia suministrada por ambos casos. Por lo general se utiliza la energia
eléctrica suministrada por medio de la fuente externa para comparar la eficiencia energética de
este proceso con algun otro, por ejemplo, electrélisis del agua.

De esta manera, la cantidad de energia adicionada al circuito por una fuente de poder ajustada
con las pérdidas a través de la resistencia utilizada (W¢, J) se obtiene como:

Wy = YTM(IEapAt — I?R,,At) (5.13)

Donde: Eap (V)= Voltaje aplicado a la celda utilizando una fuente de poder
At (s)= Incremento de tiempo para n datos medidos durante un ciclo de operacién por
lotes
Rext (2)= Resistencia externa utilizada para calcular la corriente a través del sistema con
base en el voltaje aplicado
I (A) = Corriente del sistema la cual se calcula como I1=V/Reyx

Por otro lado, la cantidad de energia adicionada por el sustrato empleado (W, J) se calcula como:
W, = AH¢ng (5.14)

Donde: AH = Calor de combustién del sustrato (Para un agua residual se considera de 870.28
kJ/mol)
ns = No. de moles del sustrato consumido durante un ciclo de operacién por lotes con base
en la remocién de DQO

La eficiencia energética obtenida a partir de la energia eléctrica suministrada (ng, %) es:

nHZ AI‘IH2

Donde: AHy, = Calor de combustion del hidrogeno (285.83 kJ/mol)
ny, = Moles de hidrogeno producidos
La eficiencia energética con respecto al sustrato (N) se obtiene como:
ngy AHH
Ny = —2—=2 5.16
s w, ( )

La energia promedio recuperada basada tanto en las entradas de energia eléctrica y la entrada de
energia por el sustrato (ng,s) es:
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WH2
Wg+Wg

Npes = (5.17)

Donde: Wy, = Cantidad de energia adicionada por el hidrégeno calculada como Wy, = ny, AHy,

Por ejemplo, considerando que se trata un agua residual de tipo doméstico con una concentracién
inicial de 385 mg de DQO/L, utilizando una CEM de una sola cdmara, con una resistencia externa
de 10 Q y un voltaje aplicado a la celda de 0.9 V, se puede generar una corriente de
aproximadamente 1 mA, con una tasa de rendimiento de hidrégeno (Yy,) de 0.050 kg de H,/kg de
DQO (Cusick et al., 2010).

La cantidad de energia requerida por el sistema (obtenida a partir de la Ec. 5.12) es de 7200 kJ/kg
de DQO con una eficiencia energética de 104 % (por medio de la Ec. 5.14).

Multiplicando la tasa de rendimiento de hidrdogeno (Yy,) por el poder calorifico inferior del
hidrégeno (LHV = 120,000 kJ/kg de H,), obtenemos que la energia que se produce a partir del
hidrégeno (Ey,) es de 6000 kJ/ kg de H,. De esta manera se obtiene que la energia neta recuperada
(En) es de 504 ki/kg de DQO.

Finalmente, en el caso de las CCMs, el proceso por lo general arroja una energia neta recuperada
positiva, ya que no se requiere de la adicidon de energia para llevar a cabo el proceso y a su vez, al
dar tratamiento al agua residual se produce electricidad que puede ser aprovechada
posteriormente.

Para conocer la cantidad de energia recuperada por la celda, primeramente se calcula la corriente
utilizando la relacion I=V/R.,:. Posteriormente se puede conocer la eficiencia coulémbica (EC) de la
celda con base en la corriente generada y la remocién de materia organica medida como DQO
durante un ciclo de operacion de la siguiente manera:

M [ 1dt
EC = ——— (5.18)
Fbv 4, ADQO
Donde: M= Peso molecular del O, =32 g/mol
F= Constante de Faraday (96 485 C/mol €’)
b = Nimero de moles intercambiados por mol de O, =4 mol e//mol O,
Van = Volumen de la solucién anddica
ADQO = Remocion de materia organica como DQO en el intervalo de tiempo
La densidad de potencia volumétrica de la celda (Pv, kWh/m?) se obtiene como:
VZ
B, = 5.19
R (5.19)
Donde: V = Voltaje producido por la CCM vy v=Volumen de la CCM
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La energia eléctrica generada Ey (kWh/kgCOD) se obtiene por medio de la densidad de potencia
volumétrica de la celda (P,, kWh/m?) y la remocién de materia orgénica medida durante cada ciclo
de operacién. Por ejemplo, considerando el tratamiento de un agua residual de tipo doméstico
con una concentracion inicial de 385 mg de DQO/L, utilizando una CCM de una sola camara, con
una resistencia externa de 1 kQ. Se genera un voltaje de aproximadamente 381 mV obteniendo
una densidad de potencia volumétrica de 22.5 Wh/m? (Ec. 5.18) (Cusick et al., 2010). La remocidn
de materia orgdnica como DQO en promedio fue de 83%. Con una eficiencia couldmbica del 18%
(Ec. 5.17). La energia recuperada en este caso fue de 0.22 kWh/kg de DQO (792 kJ/kg de DQO).

De acuerdo a los balances energéticos anteriores, se puede concluir entonces que los tres sistemas
de tratamiento son energéticamente favorables, siendo mejores los procesos bioelectroquimicos
comparados con el sistema de Fermentacion.

Al realizar la comparacion de tres escenarios diferentes para la produccién de hidrégeno: el
primero de ellos considerando Unicamente el proceso de Fermentacion; el segundo cuando se
tiene un sistema acoplado fermentador con digestion anaerobia y finalmente el tercero
considerando un sistema acoplado Fermentador-CEM-CCM (Figura 5.30); se obtiene un balance
de energia neta positivo en los sistemas acoplados, siendo mejor en el caso del sistema
Fermentador-CEM-CCM, debido a que en este caso se recupera energia por la formacién de H,,
tanto en el fermentador como en la CEM, y ademas no se requiere de la adicidon de energia en la
CEM ya que la CCM es la encargada de proporcionarla. Si se utiliza el sistema acoplado
fermentador-digestion anaerobia, aun cuando la energia recuperada es positiva debido a que se
produce H, y CH,, se requiere adicionar energia para que se lleve a cabo el proceso de digestion
anaerobia, lo cual representa un consumo de energia en el balance global (Tabla 5.2, Figura 5.31).

Hi
Agua residual 1 )
FERMENTADOR Subproductos (Etanol, Ac. acético)
Ec
H, CH,
Agua residual DIGEéTION
FERMENTADOR
Subproductos ANAEROBIA
(Etanol, Ac. acético)
Ec
- Ec
H, H,
Agua residual |
FERMENTADOR CEM-CCM
Subproductos

E. (Etanol, Ac. acético)

Figura 5.30. Diferentes configuraciones utilizadas para la produccion de hidrégeno. (Ec= Energia consumida)
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Tabla 5.2. Balance global energético en tres sistemas diferentes de produccién de hidrégeno.
FERMENTADOR FERMENTADOR-DA FERMENTADOR-CEM-CCM

Energia Recuperada (KJ) 2.68 4.96 5.14

Energia Consumida (KJ) 4.20 4.20 4.20

Energia Neta (KJ) -1.52 0.76 0.94
E=2.68 KJ

FERMENTADOR |———E\=-1.52KJ

Ec=4.20 KJ

[ A A A B B B B B A A B B A A A A B B N K N J 1
1 Eo=4.96 KJ |
1 ) || 1
| 1
| -~ |
1 N DIGESTION I
L FERMENTADOR | ANAEROBIA ——>E\= 076K
| 1
| 1
| 1
1 Ec=4.20KJ I
o s B S G S G S G A A e G Y G S G G S G -
[ R it St 1
1 Eo=5.14 KJ X
1 1 1
| 1
| 1 1 1
1

|| FERMENTADOR | | CEM-CCM e E 004K
| 1
1 Ec=4.20 KJ :
| 1
| 1
| S Sy O O — -

Figura 5.31. Esquema representativo del balance global energético para cada uno de los escenarios
analizados. (Ec= Energia consumida; Eg= Energia Recuperada; Ey= Energia Neta)

5.3.2. PUESTA EN MARCHA Y OPERACION DEL SISTEMA ACOPLADO

Durante esta fase experimental se realizaron pruebas utilizando el efluente de un fermentador
gue se encontraba en operacion en el LIPATA, las caracteristicas y condiciones de operacion
fueron descritas en la parte de metodologia. Para realizar las pruebas se utilizaron dos CEMs
previamente inoculadas con agua residual, operando como CCMs. Durante la operacion como
CCMs, las celdas alcanzaron un voltaje promedio de 273 V, una densidad de corriente de 2.902
A/m?, una densidad de potencia de 0.803 W/m?, una remocién de materia organica medida como
DQO del 81.9% y una eficiencia couldmbica de 23.20%. Al generarse un voltaje estable (es decir,
cuando se alcanzd un voltaje maximo constante durante varios ciclos de operacion) en las celdas
se considerd que se encontraban inoculadas y se cambid su modo de operacion de una CCM a una
CEM.

Para corroborar la formacién de una biopelicula adherida al anodo de las celdas, se realizaron
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pruebas utilizando un potenciostato (Biologic, Modelo VSP/Z-01, Science Instruments). La técnica
utilizada fue voltamperometria ciclica.

En la Figura 5.32 se presenta una imagen con los resultados obtenidos de la prueba de
voltamperometria ciclica en direccidén anddica durante diferentes etapas del periodo de formacion
de la biopelicula electroactiva. Al inicio de la formacién de la biopelicula (linea azul), el
voltamperograma no mostré picos de oxidacion ni de reduccién, sin embargo, una onda de
corriente oxidativa fue observada iniciando en un potencial de 0.5 V vs Ag/AgCl, NaCl sat. Dicha
corriente aumentd paulatinamente hasta 0.08 mA y permanecid constante hasta el limite anddico
del voltamperograma (+1.0 V vs Ag/AgCl, NaCl sat.).

Transcurridos 6 dias del periodo de formacién de biopelicula electroactiva (linea roja), el potencial
de inicio de corriente oxidativa se desplazd hacia un potencial negativo, tal como se espera en la
formacion de biodnodos. La corriente oxidativa provocada por la oxidacién del sustrato inicié en
un potencial de 0.45 V vs Ag/AgCl, NaCl sat.; formando una onda de corriente pronunciada
indicativa de la actividad catalitica de la biopelicula adherida al dnodo. La corriente de oxidacion
aumento hasta 0.6 mA en el limite anddico del voltamperograma.

El voltamperograma realizado al final del periodo de formacion de la biopelicula (11 d, linea
verde), indica un inicio de corriente oxidativa en -0.5 V, el pico de oxidacion del sustrato esta bien
definido en comparacién del voltamperograma realizado a los 6 dias; sin embargo, la corriente
oxidativa alcanzada es menor, posiblemente por una menor concentracion de sustrato disponible.

El pico de oxidacidon en este voltamperograma se encontré en +0.150 V vs Ag/AgCl, NaCl sat. Con
una corriente oxidativa de 0.3 mA. Este pico de oxidacién posiblemente estuvo asociado a un pico
de reduccion posicionado en -0.3 V vs Ag/AgCl, NaCl sat. con una corriente reductiva de -0.04 mA.
El potencial de separacién entre ambos picos fue de (0.15 —(-0.3)) 0.45 V.

El desplazamiento del potencial de inicio de corriente oxidativa a valores negativos confirma la
formacion de un biodnodo. El aumento en la corriente sefiala la actividad electrocatalitica de la
biopelicula para oxidar el sustrato presente, dicha corriente fue afectada por la disponibilidad de
sustrato. Por lo tanto, se consideré que un periodo de 11 dias fue adecuado para formar la
biopelicula electroactiva y realizar las pruebas posteriores con las CEMs.

A continuacién se muestran los resultados obtenidos durante los ciclos de operacién de las CEMs.
En los primeros dos ciclos se utilizd una mezcla de efluente de fermentador y buffer de fosfatos
con nutrientes 100 mM, en una relacién 50:50, como soluciéon anddica. Posteriormente en los
ciclos 3y 4 se adicion¢ el efluente de fermentacidn al 100%. En estos cuatro ciclos de operacion el
voltaje requerido para llevar a cabo las reacciones de Oxido-reduccion en las celdas fue
suministrado mediante una fuente de poder.
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Figura 5.32. Voltamperometria ciclica en direccién anddica de una de las CEMs inoculadas; la linea azul
corresponde al inicio de la inoculacidn; la linea roja hace referencia a un punto intermedio del periodo de
inoculacién; la linea verde se obtuvo al final del periodo de inoculacion.

Durante los ciclos 5 y 6, se adicioné nuevamente el efluente utilizando una relacién 50:50, debido
a que al utilizar el efluente en una concentraciéon al 100% se observé que el medio tiende a
acidificarse hasta un valor de pH de 4.5, estas condiciones de acidez pueden generar dafios
irreversibles en las bacterias si no se controlan a tiempo, por ello la necesidad de utilizar buffer de
fosfatos mezclado con el efluente del fermentador. La energia requerida por la CEM1 fue
suministrada utilizando una CCM de dos camaras con solucidon anddica de agua residual y en la
CEM?2 el voltaje fue suministrado por medio de una fuente de poder.

Finalmente, durante los ciclos 7 y 8, se adiciond el efluente al 100%. El voltaje requerido por la
CEM1 fue suministrado utilizando una CCM, mientras que para la CEM2 el voltaje fue suministrado
utilizando una fuente de poder. Esto se hizo con la finalidad de comparar el funcionamiento de las
celdas cuando se suministraba un voltaje fijo (con fuente de poder, 0.8V) y un voltaje variable
(ccm).

En la Tabla 5.3 se encuentran registradas las concentraciones promedio de los acidos grasos
presentes en el efluente del fermentador para cada uno de los ciclos de operaciéon y en la Tabla 5.4
se registran los resultados de la operacion de la CCM que se utilizé para adicionar el voltaje a la
CEM. Los ultimos cuatro ciclos registrados corresponden a los resultados obtenidos cuando la CCM

y la CEM se encontraban conectadas.
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De acuerdo a los datos mostrados en la Tabla 5.3, se observé que el efluente del fermentador
estuvo compuesto principalmente por acido acético y butirico y pequeias cantidades de
propidnico. Las concentraciones variaron en cada ciclo dependiendo de la operacién del reactor
SBR. En cuanto a los voltajes generados por la CCM, éstos fueron en aumento conforme se
estabilizd la operacion de la celda. Es importante mencionar que de acuerdo a las reacciones de
semicelda que se llevan a cabo tanto en la CEM como en la CCM, el voltaje producido por la CCM
no seria suficiente para permitir que ocurran las reacciones en la CEM, por lo cual se tiene la teoria
de que en la CCM se esta generando algln otro gas que permite obtener una cantidad adicional de
voltaje con el cual se logran llevar a cabo las reacciones de éxido-reduccion en la CEM.

Tabla 5.3.Concentraciones promedio en mg/L de los acidos grasos presentes en el efluente del fermentador.

cicLo ACETICO PROPIONICO ISOBUTIRICO BUTIRICO ISOVALERICO

1 2729 78 42 690 0
2 2159 121 52 1957 53
3 1053 286 24 2438 0
4 850 397 0 4407 0
5 588 263 0 2002 0
6 467 218 0 2408 201
7 931 466 0 4248 398
8 722 315 0 2800 887

Tabla 5.4. Resultados de la operacién de la CCM utilizada para adicionar el voltaje a la CEM1.

cicLo VOLTAJE (mV) DC (A/m’) DP (W/m?) EC (%)
1

173 2.51 0.42 21.55
2 162 2.35 0.38 18.32
3 104 1.51 0.15 29.51
4 144 2.08 0.29 30.02
5 356 2.53 0.90 25.03
6 411 2.92 1.20 3241
7 273 3.95 1.08 27.90
8 244 3.53 0.86 21.03

5.3.3. REMOCION DE MATERIA ORGANICA MEDIDA coMO DQO

En la Figura 5.33 se encuentran registrados los resultados obtenidos en cuanto a remocién de
materia organica durante los diferentes ciclos de operacién de las CEMs. En el caso de la CEM1 se
obtuvieron mejores remociones utilizando la mezcla 50:50 y en particular la maxima remocion se
registrd en el ciclo 6 durante el cual se utilizo el sistema acoplado CEM-CCM con un valor de hasta
un 93% aproximadamente. Para la CEM2, las remociones fueron similares utilizando la mezcla
50:50 de Efluente:Buffer y el efluente al 100%, en este caso la maxima remocién de materia
organica fue de 88% durante el ciclo 4.
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Al comparar los porcentajes de remocién de materia organica en la CEM1 y CEM2 durante los dos
ultimos ciclos de operacion, se observd que el aplicar el voltaje mediante una fuente fija o una
fuente variable no presenta un efecto significativo en el compartimiento de las celdas en la
medicién de este parametro, ya que, durante el ciclo 7 el mejor porcentaje de remocion se
presentd en la celda operada con la fuente de poder (con un valor del 50%), mientras que en el
ciclo 8, el mejor porcentaje de remocidn se registrd en el sistema acoplado CEM-CCM con un valor

del 53%.
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Figura 5.33. Porcentaje de remocion de materia organica medida como DQO durante las pruebas realizadas
con el efluente de un fermentador.

5.3.4. CONSUMO DE ACIDOS GRASOS VOLATILES EN LAS MEZCLAS

Se midieron las concentraciones de acidos en el influente y efluente de las celdas en cada uno de
los ciclos de operacion. En la Figura 5.34 se muestran los resultados correspondientes a las
concentraciones medidas de acido acético. Las concentraciones del influente variaron de 600 a
2700 mg/L; mientras que, las concentraciones del efluente se encontraron en un rango de 200 a
1800 mg/L. En la mayoria de los ciclos se registré una disminucion en la concentracidn de este
acido, con excepcion de los ciclos 5 y 8, en donde se observd que los valores fueron similares en el
ciclo 5 y durante el ciclo 8 hubo un aumento en la concentracién. Este aumento muy
probablemente debido a la formacién de una cantidad adicional por las reacciones metabdlicas de
los microorganismos adheridos al anodo de las celdas y los microorganismos que se encontraban
en suspension, los cuales pudieron haber aprovechado al acido butirico y propiénico para generar
acético (Anderson et al., 1987; Freguia et al., 2010). En general las remociones fueron mejores en
la CEM2 en comparacién con la CEM1.
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Figura 5.34. Concentraciones medidas de acido acético en el influente y efluente de las CEMs.
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Figura 5.35. Concentraciones medidas de acido propidnico en el influente y efluente de las CEMs.

Para el acido propidnico las concentraciones en el influente fueron de 80 a 470 mg/L y en el
efluente de 25 mg/L a 330 mg/L (Figura 5.35). En este caso se observd que durante todos los ciclos
de operacion de las celdas, este acido fue removido con un porcentaje promedio del 50%, siendo
mejores las remociones obtenidas en la CEM1. Unicamente se detecté la presencia de acido
isobutirico durante los tres primeros ciclos de operacion de las celdas (Figura 5.36); sin embargo,
las concentraciones fueron muy bajas y este acido fue consumido en su totalidad durante el
tratamiento en ambas CEMs.
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Figura 5.36. Concentraciones medidas de acido isobutirico en el influente y efluente de las CEMs.

En el caso del acido butirico, este fue uno de los acidos que se encontrd presente en el efluente
del fermentador en altas concentraciones (al igual que el acido acético), la concentracion maxima
registrada en el influente durante los diferentes ciclos de operacion fue de 4400 mg/L y la minima
de 700 mg/L (Figura 5.37). En el efluente las concentraciones fueron de 100 a 2800 mg/L. Este
acido también se removid durante todos los ciclos de operacion de las celdas, con un promedio del
51%, con mejores remociones en la CEM1. Finalmente, se detectd la presencia de acido isovalérico
con concentraciones en el influente de 20 a 900 mg/L y en el efluente de 30 a 570 mg/L (Figura
5.38). En este caso también se registraron algunos ciclos en los que hubo aumento en la
concentracién del efluente de ambas celdas.

En conclusién, durante el tratamiento se removieron la mayoria de los acidos presentes en el
efluente del fermentador, siendo los que presentan mayores porcentajes de remocion el acido
propiénico (50% en promedio), butirico (51% en promedio) e isobutirico (99%), seguido del acido
acético (41% en promedio) y por ultimo isovalérico (en la mayoria de los ciclos hubo aumento en
su concentracién). Unicamente se observé un aumento en la concentracién del efluente de las
CEMs del acido isovalérico y acético, indicativo de la formacion de ambos acidos por los procesos
metabdlicos llevados a cabo por los microorganismos adheridos y en suspension en el anodo de
las mismas. En estudios previos en los cuales se utilizé el efluente de un fermentador productor de
hidrogeno y lixiviados obtenidos a partir de los lodos de desecho de un proceso de lodos
activados, se observo que el acido acético es consumido facilmente con remociones de hasta un
90% seguido por el acido propidnico, n-butirico y n- e iso- valérico. El iso-butirico fue el dltimo
compuesto degradado con remociones menores al 20% en todas las pruebas (Liu et al., 2012; Lu
et al., 2009). Sin embargo, en este estudio, se observé una mayor afinidad de los microorganismos
por el acido propidnico, butirico e isobutirico, lo cual demuestra que un factor importante para la
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utilizacion de estos 4acidos es el inéculo y tipo de microorganismos electroactivos que se
desarrollen en la superficie del anodo de las CEMs.
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Figura 5.37. Concentraciones medidas de acido butirico en el influente y efluente de las CEMs.
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Figura 5.38. Concentraciones medidas de 4cido isovalérico en el influente y efluente de las CEMs.

5.3.5. DENSIDAD DE CORRIENTE, EFICIENCIA COULOMBICA Y PORCENTAJE TOTAL DE HIDROGENO
RECUPERADO

En cuanto al comportamiento de la densidad de corriente obtenida durante los diferentes ciclos
de operacion, los mejores resultados se presentaron cuando se utiliz6 una mezcla de
Efluente:Buffer 50:50 (Figura 5.39, ciclos 1y 2) con un valor maximo de 4 A/m?. Al comparar las
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densidades de corriente de los ciclos 1 y 2 en donde las CEMs fueron alimentadas con la mezcla
Efluente:Buffer 50:50 y el voltaje fue aplicado por medio de una fuente de poder, con los ciclos 5y
6 en los cuales se utilizé la misma mezcla Buffer:Efluente 50:50 pero adicionando el voltaje por
medio de la CCM, los resultados fueron mejores utilizando la fuente de poder.

4.5
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3

2.5
N CEM1
1. H CEM2
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Figura 5.39. Densidad de corriente en A/m2 durante las pruebas con el efluente del fermentador.

Sin embargo, al realizar la comparacion entre la CEM1 y la CEM2 cuando se utilizé el efluente al
100%, pero en el primer caso (CEM1) se acopld el sistema CEM-CCM vy en el segundo (CEM2) se
utilizé una fuente de poder (ciclos 7 y 8), los resultados mostraron que la densidad de corriente
fue mejor utilizando el sistema acoplado CEM-CCM (1.5 A/m” en la CEM1 y 0.6 A/m*en la CEM2).
Con esto queda comprobado que el sistema acoplado funcioné de manera adecuada vy la eficiencia
de la CEM depende mas bien de la concentracion a la cual se adiciona el efluente del fermentador
en la cdmara anddica de la celda y no de la manera en la cual se adiciona el voltaje.

En pruebas realizadas utilizando un sistema acoplado CEM-CCM, en donde la CEM tenia una
configuracién similar a la utilizada durante esta investigacién y la CCM tenia una configuracion de
una sola cdmara, utilizando acido acético o propidénico como sustrato, se obtuvieron densidades
de corriente que oscilaron entre 59 a 404 mA/m?” para el acido acético y de 81 a 343 mA/m? para
el acido propidnico, las cuales son mas bajas en comparacion con las obtenidas durante este
estudio (Sun et al., 2008, 2009, 2010). Esto corrobora nuevamente que el sistema CEM-CCM, es el
adecuado para tratar el efluente del fermentador con la produccion posterior de hidrégeno.

El comportamiento anterior también se observé cuando se calculé la eficiencia coulémbica de las
CEMs (Figura 5.40). Durante los ciclos de operacidn con la mezcla Efluente:Buffer 50:50 (ciclos 1, 2,
5y 6) la maxima eficiencia coulémbica fue de 42% en la CEM1 y 37% en la CEM2. Mientras que los
valores cayeron hasta alrededor del 13% cuando se utilizo el efluente al 100% (ciclos 3, 4, 7 y 8). Al
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comparar los resultados obtenidos en la CEM1 y CEM2 durante los ciclos 7 y 8, se comprueba
nuevamente que el sistema acoplado CEM-CCM opera de manera adecuada, ya que las eficiencias
coulémbicas fueron mejores en este caso (con un valor promedio del 10%).
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Figura 5.40. Eficiencia couldmbica de las CEMs durante las pruebas con el efluente del fermentador.

Con respecto al porcentaje total de hidrégeno recuperado en el catodo de las CEMs, el cual resulta
de dividir el numero de moles de hidrégeno producidos en el catodo de las celdas entre el nimero
de moles tedricos esperados del mismo, nuevamente los resultados fueron mejores durante los
ciclos en los que se adicioné la mezcla Efluente:Buffer. El maximo porcentaje obtenido fue del 21%
en la CEM1, mientras que el minimo observado fue de alrededor del 1% en la CEM2 durante el
ciclo 6 de operacion (conexién CCM-CEM) (Figura 5.41). Las diferencias fueron significativas al
utilizar la mezcla Efluente:Buffer en comparacidn con el efluente al 100%. La composicidn de los
gases en la camara anddica de la CEM1 fue del 35% H,, 18% CH, y 47% CO,, mientras que en la
camara catddica fue del 56% H,, 8% CH, y 36% CO,. Para la CEM2 las composiciones de los gases
en la cdmara anddica fueron del 13% H,, 5% CH, y 82% CO,, mientras que en la cdmara catddica el
biogas estuvo compuesto en un 75% de H,, y 25% de CO,, sin detectarse la presencia de metano.

Cuando se adiciona Unicamente el efluente de fermentacion como solucién anddica, el medio
tiende a acidificarse, lo cual influye en el funcionamiento de la membrana de intercambio iénico
utilizada para separar las camaras de la celda. Ademas, esta disminucién del pH puede ocasionar
un dafio en las bacterias anodofilicas, llegando a ser irreversible si este parametro no se controla
adecuadamente (Lu et al., 2009). El prevenir la acidificacién del medio resulta importante para
mantener un nivel adecuado de actividad de los microorganismos exoelectrogénicos.
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Figura 5.41. Porcentaje total de recuperacion de hidrégeno en las CEMs medido en cada uno de los ciclos de
operacion.

En el caso del sistema acoplado CEM-CCM, los porcentajes de recuperacion de hidrégeno también
fueron mejores cuando se utilizé la mezcla Efluente:Buffer 50:50 (ciclos 5 y 6, CEM1) en
comparacién con los resultados obtenidos al utilizar el efluente al 100% (ciclo 7 y 8, CEM1), con lo
cual nuevamente se comprueba que el funcionamiento de las celdas es mejor al utilizar una
solucién buffer para regular el pH en la cdmara anddica de la celda y que puede utilizarse el
sistema acoplado CEM-CCM para la generacion de hidrégeno.

5.3.6. TASAS DE PRODUCCION Y RENDIMIENTO DE HIDROGENO

Finalmente se reportan los datos obtenidos en cuanto a las tasas de rendimiento y de produccién
de las CEMs durante las diferentes condiciones de operacion manejadas. Las mejores tasas de
rendimiento de hidrégeno se observaron durante los ciclos 1, 2, 5 y 6 con valores que oscilaron
entre los 13 mmolH,/gDQO0,em Yy 8 mmolH,/gDQO,.m (Figura 5.42), aqui fue en donde se utilizé una
mezcla de buffer de fosfatos con efluente del fermentador en una relaciéon 50:50, y las mas bajas
se registraron en los ciclos 3, 4, 7 y 8 con valores entre 4 mmolH,/gDQO0,em Y 2 mmolH,/gDQO0em,
esto fue cuando se utilizd Unicamente el efluente del fermentador como sustrato. Asi mismo, las
mejores producciones de hidrégeno se encontraron durante los ciclos 5 y 6 con valores de 410
ML/d/Lrcactor Y 470 mL/d/L eactor, respectivamente, utilizando la mezcla de buffer de fosfatos con
efluente de fermentador y adicionando el voltaje por medio de la CCM, mientras que las mas bajas
se registraron en los ciclos 7 y 8 con valores de 110 mL/d/Leacor ¥ 140 mL/d/Lceactors
respectivamente (Figura 5.43), utilizando Unicamente el efluente del fermentador y suministrando
el voltaje por medio de una fuente de poder.
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Con esto queda demostrado que las mejores condiciones operacionales de las CEMs se obtienen
cuando se utiliza la mezcla de buffer de fosfatos con efluente de fermentador, ya que se regulan
adecuadamente las variaciones de pH, evitando algin efecto inhibitorio en el crecimiento vy
funciones metabdlicas de los microorganismos y ayudando a que la membrana de intercambio
catidénica funcione adecuadamente y, cuando se utiliza el sistema acoplado CEM-CCM.
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Figura 5.42. Tasa de rendimiento en mmolH,/gDQO,.n obtenidas en las pruebas con el efluente del
fermentador.
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Figura 5.43. Produccidn de hidrogeno en mL/d/Leactor durante las pruebas realizadas con el efluente de un
fermentador.
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Cheng et al. (2007 a) obtuvieron tasas de produccién de hidréogeno de alrededor de 1500
ML/d/L eactor Utilizando un danodo de grafito granular con un area especifica de 1320 m?/m? de
volumen de solucién anddica con acetato como sustrato y aplicando un voltaje de 0.8 V. Call y
Logan (2008), reportaron una maxima tasa de produccion de hidrogeno de 3120 mL/d/L;eactor CON
un voltaje aplicado de 0.8 V en un sistema de una sola camara con un anodo de cepillo de grafito
de 0.22 m? en un reactor de 28 mL. Estas diferencias pueden deberse a la configuracion utilizada y
a que en un sistema convencional de CEM, la produccion de hidrégeno puede mejorarse al
aumentar el voltaje aplicado a la celda. Sin embargo, en un sistema acoplado el voltaje adicionado
dependera de la produccién del mismo en la CCM, por lo cual, el voltaje adicionado a la CEM se
encuentra limitado al maximo valor producido por la CCM. Cabe senalar que los resultados
durante esta investigacion fueron mejores en comparacién con los obtenidos por Sun et al. (2008,
2009, 2010) utilizando acido acético o propidnico como sustratos de manera individual. Esto
demuestra que es posible mejorar las producciones de hidrégeno aun cuando se utiliza como
fuente de sustrato materia organica compleja (como por ejemplo el efluente de un fermentador).

Durante algunos ciclos de operacién de las CEMs se detecté la presencia de metano en la cdmara
anddica de las mismas (alrededor de un 18% en la CEM1 y 5% en la CEM?2), por lo cual se adicioné
BES en una concentracién 50 mM para tratar de inhibir la actividad de las arqueobacterias
metanogénicas y con ello mejorar las tasas de rendimiento de los sistemas; sin embargo, ain con
esto se siguid detectando metano en un porcentaje menor. Por lo cual, se recomienda buscar un
método efectivo que permita la inhibicion completa de las arqueobacterias metanogénicas desde
el proceso de inoculacién del danodo de las CEMs para con ello mejorar el funcionamiento de los
sistemas.

De acuerdo a los resultados obtenidos durante esta ultima etapa experimental, se observo que las
CEMs pueden ser utilizadas como sistema de post tratamiento del efluente de un fermentador.
Los mejores resultados se registraron cuando la CEM se operd utilizando una mezcla de efluente y
buffer de fosfatos con nutrientes en una relacion 50:50, debido a que de esta manera pueden
regularse adecuadamente las variaciones de pH y con ello evitarse problemas en el
funcionamiento de la membrana de intercambio y posibles dafios a la microbiota presente en el
anodo de las celdas. Sin embargo, el utilizar un efluente con buffer no resultaria practico a nivel
industrial, por lo cual se requieren algunas mejoras en el proceso, como por ejemplo, el desarrollar
un consorcio anodofilico que sea capaz de tolerar pH acidos en el medio. Con base en algunos
estudios realizados en CCMs, se ha observado que puede llegar a generarse electricidad bajo
condiciones anodofilicas a pH de 5.5 utilizando un consorcio mixto enriquecido (Mohan et al.,
2008) y a pH 5.0 utilizando como indculo lodo anaerobio (He et al., 2008). Otra opcién viable
podria ser el utilizar bicarbonato como solucién buffer en lugar de fosfato (Fan et al., 2007). Una
ventaja mas de operar las CEM a pH bajos seria el evitar el desarrollo de arqueobacterias
metanogénicas en la superficie del anodo.
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Ademas, se comprobd que al utilizar una CCM se puede adicionar el voltaje necesario para llevar a
cabo los procesos de oxido-reduccién en la CEM. Los resultados obtenidos utilizando el sistema
acoplado fueron comparables con los registrados utilizando una fuente de poder como suministro
de energia para las CEM, e inclusive, fueron mejores en algunos casos.

El controlar e inhibir la formacidn de metano en el anodo de las celdas resulté mas dificil al utilizar
el efluente del fermentador en comparacion con un agua residual sintética, en donde no se
observo la presencia de este gas, por lo cual sera necesaria la busqueda de un tratamiento que
evite el crecimiento de las arqueobacterias metanogénicas desde el momento de realizar la
inoculacion de los anodos de las CEMs y permita la seleccién y formacion de una biopelicula con
bacterias especificas productoras de hidrégeno. De esta manera, se vera beneficiada la eficiencia
de las CEMs.

En un sistema acoplado CEM-CCM se llevan a cabo cuatro reacciones de media celda, las cuales
son: a) oxidacion del sustrato en el anodo de ambas celdas; b) reduccion de oxigeno en el catodo
de la CCM v; c) reduccion de protones en el catodo de las CEMs. Estas cuatro reacciones se ven
afectadas entre ellas y por lo tanto se requiere el llegar a un balance de las mismas para lograr la
estabilidad en el funcionamiento del sistema. Bajo las condiciones de estabilidad, los protones
necesarios para la reduccion del oxigeno provienen de la oxidacidon del sustrato en la CCM y
electrones de la CEM. Por otra parte, los protones necesarios para la produccién de hidrégeno
provienen de la CEM, mientras que los electrones provienen de la CCM. Por lo tanto, un
parametro importante a considerar es el generar una corriente constante en el circuito que
permita que el flujo de electrones de la CCM sea el mismo que aquel presente en la CEM, con lo
cual se pueda maximizar la produccién de hidrégeno. Esto puede lograrse al utilizar una resistencia
externa adecuada para conectar la CEM con la CCM o aumentando el voltaje aplicado a la CEM por
medio de la conexién de varias CCMs en paralelo. Otras opciones viables consisten en la utilizacién
de un convertidor de corriente directa que permita aumentar el voltaje aplicado a la CEM o el
alternar multiples CCMs que produzcan altos voltajes de manera intermitente.
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Durante este proyecto de investigacion se evalud el desempeiio de celdas electroquimicas
microbianas alimentadas con los productos de la fermentacion de aguas residuales utilizado para
la remocién de materia organica y la produccién simultdanea de hidrégeno. Para ello se realizaron
pruebas utilizando una mezcla de acido acético y propidnico, con el objeto de evaluar su efecto en
la produccién de hidréogeno y dinamica poblacional de las CEMs. Posteriormente se utilizaron
mezclas de acido acético, propidnico y butirico, para conocer el efecto de cada uno de estos acidos
en el funcionamiento de las CEMs. Finalmente se utilizdé el efluente de un fermentador como
fuente de sustrato y se realizé el acoplamiento de un sistema CEM-CCM.

Como primer objetivo se identificaron los pardmetros que afectan el desempeno de las celdas
electroquimicas microbianas y celdas de combustible microbianas, encontrando que Ia
configuracién de las celdas, los materiales utilizados para su construccion, el sustrato, el voltaje
aplicado y el indculo que se utiliza para colonizar el anodo de las celdas, juegan un papel
importante en el desempeno de las mismas.

Posteriormente se disefié un prototipo de celda electroquimica y celda de combustible microbiana
a utilizar durante los diferentes experimentos. Se optd por una celda de doble cadmara, con
electrodos de papel carbén y papel carbén con platino, conectados por alambre de titanio. Con
base en las pruebas preliminares realizadas, se hicieron algunas modificaciones en el disefio para
lograr mejores resultados en las etapas experimentales.

Se evalud el efecto que tenia el uso de una mezcla de acido acético y acido propidnico, con
diferentes concentraciones, sobre la produccion de hidrogeno y la dinamica poblacional de la
Celda Electroquimica Microbiana, utilizando un Disefio Central Compuesto. De acuerdo a los
resultados obtenidos, se encontré una maxima tasa de rendimiento de hidrégeno de 33.62
mmolH,/gDQO0,.m Y Una maxima tasa de produccién de hidrégeno de 265 mL/d/L eactor CUando se
adiciond una mezcla de acido acético en una concentracidon de 1500 mg/L y acido propidnico de
250 mg/L como sustrato en la cdmara anddica de las CEMs.

Tanto el acido acético como el acido propidnico fueron removidos eficientemente, con
remociones del 62 al 92%, con lo cual se comprobd que el acido propidnico puede ser
aprovechado eficientemente por las bacterias anodofilicas para la produccién de hidrégeno.

El analisis estadistico realizado demostrd que la concentracién a la que se adicionan éstos acidos
no tiene un efecto tan significativo en el funcionamiento de las CEMs como el que presentan el
tipo de microorganismos que se encuentren adheridos en la biopelicula formada en la superficie
del dnodo de las celdas y las condiciones de operacién utilizadas en las mismas.

Al realizar el analisis microbioldgico de las biopeliculas adheridas al anodo de las celdas, se
comprobd que diferentes consorcios microbianos pueden desarrollarse dependiendo de las
concentraciones de acido acético y propidnico que se adicionen como sustrato a las CEMs. Asi
mismo, se demostré que el indculo juega un papel determinante en el desarrollo de la microbiata
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independientemente de los parametros operacionales utilizados. La composicion y diversidad de
los consorcios microbianos pueden influir significativamente en las tasas de rendimiento y
produccion de hidrégeno de las CEMs, tal y como se observd en los resultados correspondientes a
la parte operacional de las celdas.

Los principales filos identificados fueron las Proteobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes, seguido de
Synergistetes y Tenericutes. En todos los reactores, Clostridiales y Bacteroidales fueron los
principales drdenes encontrados de Firmicutes y Bacteroidetes, respectivamente, y en el caso de
las Proteobacteria, los Rhodocyclales, Campylobacteriales, Desulfobacterales y Desulfovibrionales
fueron los érdenes mas representativos durante las pruebas experimentales. A nivel de género
Arcobacter, Desulfomicrobium, Desulfobulbus, Pseudomonas, Macromonas y Azovibrio, fueron los
mas representativos.

Se identifico la presencia de bacterias homoacetogénicas por medio de la cuantificacion del gen
formil tetrahidrofolato sintetasa (FTHFS) y ademas se cuantificd el nimero de copias de Geobacter
presentes en el anodo de las CEMs. De estos resultados se encontré que las muestras con el
numero de copias mas alto de homoacetogénicos fueron también las que presentaron un mayor
numero de Geobacter, confirmando con ello la relacidn sintréfica existente entre ambas especies.
Ademas, se detectaron metandgenos hidrogenotroficos y acetocldsticos en todas las muestras aun
cuando se adiciond una solucién de bromoetilsulfonato para inhibir su crecimiento, siendo la
especie dominante Methanosaetaceae.

Aun cuando se detectaron arqueobacterias metanogénicas, el metano producido en las CEMs no
fue significativo, lo cual indicé que el airear los anodos de las CEMs al final de cada ciclo
operacional y antes de adicionar sustrato, ayudd a inhibir el crecimiento y proliferacion de la
mayoria de los metandgenos.

Durante las pruebas realizadas utilizando un agua residual sintética que contenia una mezcla de
acido acético, propidnico y butirico, se observd que aparentemente el acido propidnico se
remueve en un mayor porcentaje seguido del acido butirico y finalmente el acido acético. Debido
a que, tanto el acido propidonico como el butirico pueden ser removidos de dos maneras: la
primera de ellas de manera directa para produccién de hidrégeno y la segunda siendo
fermentados primeramente a acetato para su posterior conversion a hidréogeno, lo cual tiene
como consecuencia un aumento en la concentracion de acido acético en las CEMs.

Las mejores eficiencias de las CEMs se obtuvieron cuando se utilizé acido acético o una mezcla de
acido acético y butirico como sustrato, con tasas de rendimiento en promedio de 2 mmol de
H,/gDQO0em Y maximas tasas de produccion de hidrégeno de 268 mL/d/Licactor- Con la adicidn de
acido propidnico puede generarse metano en la cdmara anddica de las celdas o algunos otros
subproductos que disminuyen los porcentajes de recuperacion total de hidréogeno y tasas de
rendimiento del sistema.
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Se encontrd que el sistema acoplado puede ser utilizado de manera eficiente para el tratamiento
del efluente de un fermentador con la posterior produccién de hidrégeno.

Los mejores resultados se registraron cuando la CEM se operd utilizando una mezcla de efluente y
buffer de fosfatos con nutrientes en una relacion 50:50, con una tasa de rendimiento de
hidrégeno maxima de 13 mmolH,/gDQO,.m Y una tasa de produccion de hidrégeno maxima de 470
ML/d/Licactor- Ademas, los resultados obtenidos con el sistema acoplado en cuanto a tasas de
rendimiento y produccién de hidrégeno fueron comparables con los registrados utilizando una
fuente de poder para la adicion de voltaje, con lo cual se demostrd que al utilizar una CCM de dos
camaras se puede proveer la energia necesaria para llevar a cabo las reacciones de o6xido-
reduccion en la CEM.

Durante el tratamiento del efluente del fermentador con el sistema acoplado se removieron la
mayoria de los acidos presentes en el mismo, siendo los que presentaron mayores porcentajes de
remocidn el acido propidnico (50% en promedio), butirico (51%) e isobutirico (99%), seguido del
acido acético (41%) y por ultimo isovalérico (en la mayoria de los ciclos hubo un aumento en su
concentracion).

Al adicionar Unicamente el efluente de fermentacion como soluciéon anddica, el medio tiende a
acidificarse, lo cual influye en el funcionamiento de la membrana de intercambio iénico utilizada
para separar las cdmaras de la CEM y también puede ocasionar dafios irreversibles en las bacterias
anodofilicas, por esto resulta necesario adicionar buffer de fosfatos para controlar las variaciones
en el pH.
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CAPITULO 7

RECOMENDACIONES PARA

TRABAJOS FUTUROS
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En general, se recomienda realizar estudios utilizando ahora una CEM de una sola camara vy
variando los parametros operacionales tales como la temperatura, acidez del medio y fuentes de
indculo, que permitiran desarrollar un consorcio microbiano adecuado para maximizar las tasas de
rendimiento y produccion de hidrégeno. Ademads, sera necesario el desarrollar un consorcio
microbiano que sea capaz de tolerar condiciones de acidez en el anolito, para con ello poder tratar

el efluente del fermentador sin la necesidad de utilizar una solucién tampén.

Otro aspecto importante y posible punto de estudio, sera la busqueda de un tratamiento que evite
el crecimiento de arqueobacterias metanogénicas desde el momento de realizar la inoculacién de
los anodos de las CEMs y que permita la seleccién y formaciéon de una biopelicula con bacterias

especificas productoras de hidrégeno.

En cuanto a la utilizacién del sistema acoplado CEM-CCM, se recomienda utilizar diferentes
resistencias externas para realizar la conexién de la CEM con la CCM (lo cual quedd fuera de los
alcances de esta tesis) o el utilizar un convertidor de corriente directa que permita aumentar el

voltaje aplicado a la CEM.
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ANEXOS

ANEXO 1. Analisis estadistico de cada una de las variables de respuesta durante la primer etapa
experimental.

Analysis of Variance for CODrem

Source Sum of Squares  |Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
A:Acetic 79.3623 1 79.3623 4.74 0.0951
B:Propionic 50.3783 1 50.3783 3.01 0.1579
AA 100.155 1 100.155 5.98 0.0708
AB 11.1934 1 11.1934 0.67 0.4596
BB 183.824 1 183.824 10.97 0.0296
blocks 1407.34 1 1407.34 84.00 0.0008
Lack-of-fit 133.102 3 44.3674 2.65 0.1851
Pure error 67.0167 4 16.7542

Total (corr.) 1959.35 13

R-squared = 89.7865 percent

R-squared (adjusted for d.f.) = 83.403 percent
Standard Error of Est. = 4.09319

Mean absolute error = 3.02246
Durbin-Watson statistic = 3.02411 (P=0.9631)
Lag 1 residual autocorrelation = -0.546219

Regression coeffs. for CODrem

Coefficient Estimate
constant 122.537
A:Acetic -0.0531647
B:Propionic -0.409062
AA 0.0000270456
AB -0.0000693376
BB 0.0010544
Main Effects Plot for CODrem
50 F 3
48 [ J
£ 46 a
2 L 4
a
8 wuf ]
QF ]
40 £ ]
1106.0 1843.0 195.0 325.0
Acetic Propionic

Analysis of Variance for Acetic rem

Source Sum of Squares  |Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
A:Acetic 301.815 1 301.815 1.52 0.2850
B:Propionic 32.635 1 32.635 0.16 0.7058
blocks 930.823 1 930.823 4.69 0.0962
Lack-of-fit 363.723 6 60.6204 0.31 0.9051
Pure error 793.646 4 198.411
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|Tota| (corr.) |2427.65 | 13 | | |
R-squared = 52.3256 percent

R-squared (adjusted for d.f.) = 43.6575 percent

Standard Error of Est. = 14.0859

Mean absolute error = 6.45332

Durbin-Watson statistic = 2.22136 (P=0.6449)

Lag 1 residual autocorrelation =-0.121797

Regression coeffs. for Acetic rem
Coefficient Estimate
constant 46.5343
A:Acetic 0.0165913
B:Propionic 0.0296134

Main Effects Plot for Acetic rem

87 F =
84 |- .

81 -

1106.0 1843.0 195.0 325.0
Acetic Propionic

Acetic rem

Analysis of Variance for Propionic rem

Source Sum of Squares  |Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
A:Acetic 22.723 1 22.723 1.16 0.3416
B:Propionic 273.582 1 273.582 14.00 0.0201
AA 19.2257 1 19.2257 0.98 0.3774
AB 13.6434 1 13.6434 0.70 0.4504
BB 14.2311 1 14.2311 0.73 0.4415
blocks 1289.23 1 1289.23 65.98 0.0012
Lack-of-fit 36.4762 3 12.1587 0.62 0.6370
Pure error 78.1643 4 19.5411

Total (corr.) 1704.88 13

R-squared = 93.2758 percent

R-squared (adjusted for d.f.) = 89.0731 percent
Standard Error of Est. = 4.42053

Mean absolute error = 2.20817

Durbin-Watson statistic = 2.71128 (P=0.8507)
Lag 1 residual autocorrelation =-0.381918

Regression coeffs. for Propionic rem

Coefficient Estimate
constant 27.7988
A:Acetic -0.0104581
B:Propionic 0.351628

AA 0.0000118496
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Main Effects Plot for Propionic rem
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Analysis of Variance for CD
Source Sum of Squares  |Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
A:Acetic 0.0386176 1 0.0386176 2.04 0.2264
B:Propionic 0.0168616 1 0.0168616 0.89 0.3988
AA 1.21245 1 1.21245 64.04 0.0013
AB 0.00141415 1 0.00141415 0.07 0.7982
BB 0.23372 1 0.23372 12.34 0.0246
blocks 8.67017 1 8.67017 457.93 0.0000
Lack-of-fit 1.04054 3 0.346848 18.32 0.0084
Pure error 0.0757333 4 0.0189333
Total (corr.) 11.475 13

R-squared = 90.2721 percent
R-squared (adjusted for d.f.) = 84.1921 percent
Standard Error of Est. =0.137598
Mean absolute error = 0.260901
Durbin-Watson statistic = 2.07707 (P=0.3797)
Lag 1 residual autocorrelation = -0.186876

Regression coeffs. for CD

Coefficient Estimate
constant -7.06585
A:Acetic 0.00916701
B:Propionic 0.0200229

AA -0.00000297573
AB -7.79355E-7

BB -0.000037597
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Main Effects Plot for CD
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1106.0 1843.0 195.0 325.0
Acetic Propionic
Analysis of Variance for CE
Source Sum of Squares  |Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
A:Acetic 111.011 1 111.011 0.77 0.4293
B:Propionic 457.238 1 457.238 3.18 0.1492
AA 3365.5 1 3365.5 23.40 0.0084
AB 1.29073 1 1.29073 0.01 0.9291
BB 876.719 1 876.719 6.10 0.0690
blocks 1169.43 1 1169.43 8.13 0.0463
Lack-of-fit 2838.94 3 946.313 6.58 0.0501
Pure error 575.292 4 143.823
Total (corr.) 9006.98 13

R-squared = 62.0935 percent

R-squared (adjusted for d.f.) = 38.402 percent
Standard Error of Est. =11.9926

Mean absolute error = 13.2348
Durbin-Watson statistic = 2.61494 (P=0.7953)
Lag 1 residual autocorrelation = -0.327508

Regression coeffs. for CE

Coefficient Estimate
constant -379.848
A:Acetic 0.446088
B:Propionic 1.05125

AA -0.000156779
AB 0.0000235454
BB -0.00230269
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Main Effects Plot for CE
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Analysis of Variance for rH2

Source Sum of Squares  |Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
A:Acetic 27.7315 1 27.7315 0.77 0.4293
B:Propionic 114.535 1 114.535 3.19 0.1488
AA 841.48 1 841.48 23.41 0.0084
AB 0.315602 1 0.315602 0.01 0.9298
BB 219.218 1 219.218 6.10 0.0690
blocks 292.258 1 292.258 8.13 0.0463
Lack-of-fit 709.811 3 236.604 6.58 0.0501
Pure error 143.757 4 35.9392

Total (corr.) 2252.04 13

R-squared = 62.098 percent

R-squared (adjusted for d.f.) = 38.4093 percent
Standard Error of Est. =5.99493

Mean absolute error = 6.61878

Durbin-Watson statistic = 2.61489 (P=0.7953)
Lag 1 residual autocorrelation =-0.327484

Regression coeffs. for rH2

Coefficient Estimate
constant -189.979
A:Acetic 0.223094
B:Propionic 0.525812

AA -0.0000783941
AB 0.0000116428
BB -0.00115145
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Main Effects Plot for rH2
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Analysis of Variance for YH2

Source Sum of Squares  |Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
A:Acetic 10.8532 1 10.8532 0.77 0.4290
B:Propionic 44.695 1 44.695 3.18 0.1490
AA 328.811 1 328.811 23.42 0.0084
AB 0.124051 1 0.124051 0.01 0.9296
BB 85.5827 1 85.5827 6.09 0.0690
blocks 114.106 1 114.106 8.13 0.0464
Lack-of-fit 277.277 3 92.4256 6.58 0.0501
Pure error 56.1706 4 14.0426

Total (corr.) 879.697 13

R-squared = 62.0952 percent

R-squared (adjusted for d.f.) = 38.4047 percent
Standard Error of Est. = 3.74735

Mean absolute error = 4.13682

Durbin-Watson statistic = 2.61462 (P=0.7951)
Lag 1 residual autocorrelation =-0.327375

Regression coeffs. for YH2

Coefficient Estimate
constant -118.731
A:Acetic 0.139448
B:Propionic 0.328509

AA -0.0000490043
AB 0.00000729941
BB -0.000719447

146
DOCTORADO EN ING. AMBIENTAL




INSTITUTO
DE INGENIERIA

ANEXOS UNAM

Main Effects Plot for YH2

YH2

1106.0 1843.0 195.0 325.0
Acetic Propionic

Analysis of Variance for H2 production

Source Sum of Squares  |Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
A:Acetic 2789.35 1 2789.35 1.68 0.2644
B:Propionic 186.808 1 186.808 0.11 0.7540
AA 10920.0 1 10920.0 6.58 0.0622
AB 1674.35 1 1674.35 1.01 0.3719
BB 2582.06 1 2582.06 1.56 0.2802
blocks 23841.2 1 23841.2 14.38 0.0192
Lack-of-fit 8961.88 3 2987.29 1.80 0.2865
Pure error 6634.0 4 1658.5

Total (corr.) 57733.7 13

R-squared = 72.9865 percent

R-squared (adjusted for d.f.) = 56.1031 percent
Standard Error of Est. = 40.7247

Mean absolute error = 28.0564
Durbin-Watson statistic = 2.82299 (P=0.9025)
Lag 1 residual autocorrelation = -0.46867

Regression coeffs. for H2 production

Coefficient Estimate
constant -462.975
A:Acetic 0.663104
B:Propionic 0.875712

AA -0.000282405
AB 0.000848031
BB -0.00395174
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Main Effects Plot for H2 production
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ANEXO 2. Datos obtenidos para la diversidad alfa utilizando el programa QIIME 1.6.0 (Pruebas variando la concentracion de acido acético y

propidnico).

ID de la muestra Numeros de Milielectro- Tasa de Tasa de OTUs Arbol indice Chaol indice indice indice de
adhesion NCBI nes rendimiento produccién Observadas filogenético Shannon Simpson equidad
SRA equivalen- de H, de H, completo de
tes totales (mmolH,/ (mL/d/Leact) distancias
(meq/L) gDQO;cm) métricas
PRIMER BLOQUE EXPERIMENTAL
A1500/P250(C1) SAMNO02389562 247.08 12.43 265 533.10+£7.01 35.27+0.59 968.37+50.71 7.43+0.02 0.98+0.00 0.82+0.00
A1500/P250(C2) SAMNO02389566 247.08 11.49 168 433.40+10.74 30.24+0.73 800.83+39.35 6.68+0.04 0.97+0.00 0.76+0.00
A1500/P250(C3) SAMNO02389568 247.08 12.56 170 475.90+8.70 32.97+0.58 849.68+73.67 7.17+0.03 0.98+0.00 0.81+0.00
A1843/P195 SAMNO02389565 282.38 9.28 172 514.40+11.66 33.32+0.55 913.79+58.59 7.40+0.04 0.98+0 0.82+0.00
A1843/P325 SAMNO02389563 306.95 9.02 256 250.9049.80 20.25+0.49 469.16+42.13 4.39+0.05 0.79+0.00 0.55+0.00
A1106/P195 SAMNO02389567 184.19 14.21 172 471.30+11.07 32.61+0.57 824.56+87.35 6.98+0.04 0.97+0.00 0.79+0.00
A1106/P325 SAMNO02389564 208.76 12.11 171 456.30+17.40 32.26+0.83 771.45+74.72 7.01+0.07 0.98+0.00 0.793+0.00
SEGUNDO BLOQUE EXPEIMENTAL
A1500/P250(C4) SAMNO02389569 247.08 24.36 159 308.30+8.67 25.606+0.49 558.59+64.86 4.08+0.06 0.67+0.01 0.49+0.01
A1500/P250(C5) SAMNO02389571 247.08 33.62 161 82.30+6.11 9.857+0.52 180.11+50.10 0.72+0.04 0.13+0.01 0.11+0.01
A1500/P250(C6) SAMNO02389572 247.08 24.64 187 371.80+6.648 28.05040.53 632.92+33.44 5.88+0.04 0.92+0.00 0.689+0.00
A1500/P360 SAMNO02389573 267.87 6.23 76 243.40+6.48 19.876+0.80 432.90+37.64 4.78+0.04 0.88+0.00 0.603+0.00
A2000/P250 SAMNO02389570 313.70 5.46 66 259.50+1.72 21.601+0.46 551.38+64.26 4.75+0.05 0.84+0.00 0.592+0.01
A950/P250 SAMNO02389575 173.81 6.18 27 175.40+£12.06 16.452+0.82 374.76+58.05 2.10+0.07 0.39+0.01 0.282+0.01
A1500/P160 SAMNO02389574 230.07 18.40 104 273.80£1.32 21.52340.16 441.04+9.65 4.23+0.01 0.74+0.00 0.523+0.00
. Todos los indices métricos fueron calculados 10 veces para cada muestra a una profundidad de 2500 secuencias. + representa la desviacion estandar
. OTUs Observadas = Numero de OTUs observadas después de remover los singletons
. Arbol filogenético completo de distancias métricas = Medida de la diversidad con base en la acumulacién de la longitud de las ramas después de realizar el muestreo aleatorio
. indice Chaol= Indica la riqueza
. indices Shannon y Simpson= Otros indices de diversidad
. Equidad = Este muestra la uniformidad con la que se distribuyen los datos
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ANEXO 3. Productividad Académica durante el Proyecto de Investigacion.
Presentaciones en Congresos:

1. XIV Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria
“Celdas electroquimicas microbianas, una nueva opcion para el tratamiento de aguas residuales
y la generacion de hidrogeno”
Juriquilla, Querétaro. Del 19 al 24 de Junio del 2011. Presentacién en cartel.

2. VI Congreso de Bioingenieria y Biotecnologia del Sureste
“Uso de electrodos de carbon con tratamiento oxidativo en la formacion de biodnodos para
celdas de combustible microbiana”

Mérida, Yucatan. Del 24 al 26 de Octubre del 2012. Presentacion oral.

3. 3" WA México Young Water Professionals
“Biohydrogen Production by Microbial Electrolysis Cells using a mixture of acetic acid and
propionic acid”
San Luis Potosi, México. Del 24 al 26 de Abril del 2013. Presentacion oral. Premio a mejor
presentacion oral.

4. 13" World Congress on Anaerobic Digestion, Recovering (bio) Resources for the World
“Hydrogen Production and Biofilm Bacterial Diversity in Microbial Electrolysis Cells Fed with a
Mixture of Acetic and Propionic Acids”

Santiago de Compostela, Espafa. Del 25 al 28 de Junio del 2013. Presentacion en cartel.

Estancias de investigacion:

Swette Center for Environmental Biotechnology de la Arizona State University. Uso de técnicas
para caracterizacién de microorganismos. PCR en tiempo real y Pirosecuenciacién Gen.

Articulos:

1. Vianey Ruiz, Zehra Esra llhan, Dae-Wook Kang, Rosa Krajmalnik-Brown, German Buitrdn (2014).
“The source of inoculum plays a defining role in the development of MEC microbial consortia
fed with acetic and propionic acid mixtures”. Journal of Biotechnology. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.jbiotec.2014.04.016

2. Vianey Ruiz, German Buitréon. “Effect of Acetic and Propionic Acids mixtures at different
concentrations on Microbial Electrolysis Cells performance”. En preparacion.

3. Vianey Ruiz, German Buitrén. “Hydrogen production by a MEC-MFC coupled system using a dark
fermentation effluent as substrate”. En preparacion.
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