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DESCRIPCION

MODELO ANODICO DE UNA CELDA DE COMBUSTIBLE
MICROBIANA

Resumen:

El presente trabajo, aborda el modelamiento matematico y termodindamico de un anodo
para una celda de combustible microbiana empleando la cepa E.coli asi como su validacion
experimental mediante el desarrollo de una metodologia, esta con el fin de determinar al-
gunos parametros necesarios para alimentar el modelo (p.ej Electrodo de disco rotatorio)
y establecer el grado de validez de la representacién matematica del anodo.

Este modelo incluye el abordaje desde dos perspectivas, la primera enmarcada en los
fenomenos de transporte, la cual incluye el modelamiento mediante la herramienta com-
putacional FreeFem++, la segunda, consiste en la presentacion de este modelo pero em-
pleando la termodinamica de procesos irreversibles, con el fin de mostrar la importancia
de los fenémenos cruzados en la descripciéon matematica de las celdas de combustible

microbianas, al final se concluye cual de las dos aproximaciones fue mas importante a la



I DESCRIPCION

hora de determinar la densidad de corriente en estos dispositivos.
Palabras Clave: anodo, modelo, termodinamica irreversible, FreeFem++-, simulacion,

celdas de combustible microbianas, validacion experimental.
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DESCRIPTION

ANODIC MODEL OF A MICROBIAL FUEL CELL

This paper addresses the mathematical and thermodynamic modeling of an anode for a
microbial fuel cell using the strain E. coli and it’s experimental validation by developing
a methodology in order to determine some parameters needed to feed the model (i.e. the
rotatory disk electrode) and establish the degree of validity of the mathematical repre-
sentation of the anode.

This model includes the approach from two perspectives, the first framed in transport phe-
nomena , which includes modeling by the computational tool FreeFem++, the second, is
the presentation of this model but using the thermodynamics of irreversible processes , in
order to show the importance of the crossed phenomena in the mathematical description
of microbial fuel cells, finally it follows which of the two approaches was more important
in determining the current density in these devices.

Keywords : anode, model, irreversible thermodynamics, FreeFem-++, simulation, mi-

crobial fuel cells , experimental validation.
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INTRODUCCION

La intencién de reunir en el diseno de un dispositivo o un proceso la soluciéon a una
problema técnico de la industria o la sociedad es el objeto de cualquier rama de la inge-
nieria, si a lo anterior se le puede adicionar otros beneficios hace de dicha solucién algo
indispensable, en tal sentido este trabajo pretende presentar a las celdas de combustible
microbianas como una alternativa en la cual convergen simultdneamente la posibilidad
de solucién a dos dilemas, la suficiencia energética por un lado y la descontaminacion
de las fuentes hidricas como valor anadido, en los parrafos a continuacién se presentara
una breve descripcién del proceso acompanado de una justificacion para la solucién de la
problemaética planteada por la via de las celdas de combustible microbianas. Finalmente
este trabajo, pretende dar luz respecto de la real potencialidad de estos dispositivos para
resolver lo que a priori prometen.

El porqué de esta aplicacion radica en que uso de combustibles fésiles y nucleares para
satisfacer la creciente demanda energética de la humanidad, ha conducido a un deterioro
continuado del medio ambiente concretamente la disminucion de la calidad del aire, agua

XI
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y suelo, evidenciado esto en el aumento de la concentracion de C'O, las cada vez menores
reservas de agua y el deterioro de la tierra cultivable respectivamente [1]. De lo anterior
se evidencia la importancia de desarrollar tecnologias limpias para la generacion eléctrica,
si a esto se suma la posibilidad de remediar en algo los danos surgidos de la actividad
humana se tendria una solucién ideal a la problemética ambiental y energética actual, de
alli que la generacion eléctrica a partir de la oxidacion de sustancias biodegradables em-
pleando celdas de combustible microbianas (MFC), se constituya en un tépico de estudio
con renovado interés en la actualidad [2].

Las celdas de combustible microbianas deben constar de un anodo un catodo y un elec-
trolito, en donde el sustrato deba ser oxidado en el anodo y reducido en el catodo de
manera continua, el electrolito permite el paso de iones tnicamente y el electrodo el de
electrones. El mecanismo mediante el cual se transfieren electrones hacia el anodo, puede
ser mediante mediadores de electrones, es decir sustancias que facilitan el intercambio de
electrones (p.ej Antraquinona), transferencia de electrones directa en membrana u otros
mecanismos [3].

En la fabricacion de las celdas de combustible microbianas, es de interés el tipo o tipos
de microorganismos a utilizar dependiendo del sustrato de interés; en este caso concreto
agua residual, la cual puede tener una gran variedad de contaminantes segin la zona
en la que se encuentre la fuente de agua a tratar. Si es el caso de agua con alto con-

tenido de colorantes tipo azo se pueden emplear como microorganismos oxidantes hongos
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ligninoliticos o lodos provenientes de plantas de tratamiento [4], estos dltimos presentan
diferentes cantidades de potencia generada dependiendo del contaminante tratado y de
la procedencia del lodo, lo que indica que un resultado exitoso en el diseno de las MFC,
es precisamente la eleccion de los microorganismos apropiados para el area problematica.
En este sentido se ha podido corroborar que la generacién de potencia eléctrica es superior
cuando se trabaja con consorcios microbianos, que cuando se emplean una sola especie de
microorganismos, esto se debe a una sinergia entre especies que de cierta forma permite
que se produzcan y mantengan condiciones apropiadas para que la comunidad se conserve
y mantenga unos indices metabdlicos apropiados, que en definitiva mejoran el rendimiento
global de la celda a diferencia de si se emplean microorganismos de una sola especie [5].
Respecto del tipo o tipos de reactores, en las MFC se trabajan fundamentalmente dos
clases, de camara sencilla y de cdmara doble. El primero consiste en anodo, catodo y
electrolito, este ultimo es el mismo sustrato, normalmente ambos electrodos estan fabri-
cados de carbén grafito, telas de carbén o papel carbon, de estos el anodo es colonizado
por microorganismos, y permanece en contacto con el sustrato; por su parte el catodo,
puede ser, recubierto de microorganismos, de platino impregnado en grafito o diéxidos de
magnesio en grafito, debiéndose garantizar el contacto con un aceptor final de electrones
como ferrocianida, oxigeno molecular o aire, para llevar a cabo el proceso de reduccion,
cerrando de esta forma el circuito. En el caso de las celdas de combustibles microbianas

de camara doble, el anodo es de igual forma colonizado por microorganismos, el catodo
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debe ser similar al caso anterior, con la diferencia que anodo y catodo estan separados
por una membrana polimérica, generalmente NAFION® [6].

La razon de ser de este trabajo, se fundamenta en la necesidad de entender un poco
mas algunos de los procesos asociados al funcionamiento de las celdas de combustible
microbianas, las cuales presentan unas particularidades que las diferencia de dispositivos
similares, como las celdas de combustible de hidrégeno-oxigeno, dado que los microor-
ganismos hacen las veces de catalizador, con las implicaciones que esto tiene, ya que el
rendimiento esta sujeto a las necesidades metabdlicas de estos individuos quienes realizan
sus funciones vitales anclados a la superficie de un soporte de carbono. Para contribuir a la
comprension de estos dispositivos este trabajo busca encontrar una relaciéon que describa
el comportamiento del &nodo microbiano asociado a la concentracion de materia orgénica
disuelta en el agua, para ello se plantean dos metodologias diferentes, en primer lugar
empleando ecuaciones de balance clasicas de los fenémenos de transporte, para resolver el
perfil de concentraciéon. De otro lado se tiene una estrategia basada en la termodindmica
de los procesos irreversibles, en la cual partiendo de la primera y segunda ley de la ter-
modinamica se busca establecer los flujos y fuerzas que existen tedricamente bajo este
esquema, dando explicacién al observable elegido, es decir, cuales leyes fenomenolégicas
predominan en el electrodo donde se aglutinan los microorganismos. Este desarrollo
tedrico debe ser acompanado de una validacién experimental, basada en el montaje de

una celda de combustible microbiana de cdmara sencilla y como combustible, agua resid-
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ual artificial.

XV






OBJETIVOS

1.1 Objetivo General

Desarrollar un modelo de anodo para una celda de combustible microbiana que permita
establecer la relacién entre el flujo eléctrico producido (corriente) y el metabolismo de

una cepa bacteriana.

1.1.1 Objetivos Especificos

1. Plantear ecuaciones de balance para los flujos y fuerzas que intervienen en el proceso

de generacion eléctrica.

2. Establecer una metodologia experimental para el desarrollo de celdas de combustible

microbianas.
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3. Simular el comportamiento del &nodo microbiano en una configuracion de celda de

combustible microbiana.

4. Determinar la validez del modelo mediante comparacion con el montaje experimen-

tal.
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2.1 Transporte de Electrones y Mecanismo de Ad-
hesion

En este capitulo se abordara el tema de los mecanismos de transferencia de electrones,
adhesion al electrodo y caracteristicas de los microorganismos que potencialmente pueden
ser empleados en el disenio de celdas de combustible microbianas (MFC de aqui en ade-
lante). Esto ultimé con el fin de dar una base tedrica y conceptual acerca del objeto de
este trabajo y permitir al lector una mejor comprensién del modelo planteado.

Asi mismo se plasmaran algunas de las hipdtesis empleadas a lo largo de este estudio
desde el punto de vista del metabolismo microbiano.

Muchos de los supuestos y simplificaciones que se emplearan en el desarrollo del modelo,

3



4 2. MARCO TEORICO

se mencionaran en esta seccion, cabe aclarar que el empleo de gradientes y no difer-
enciales, obedece a la necesidad de darle la mayor generalidad posible a la descripcion
matematica del sistema, con el fin que posteriores trabajos dentro del grupo GRIEQUI

puedan modificarlo y simplificarlo segiin la necesidad.

2.2 Transporte de electrones

El centro de las celdas de combustible en general, es la generacion electrénica o el sumin-
istro constante de electrones mediante una reaccién llevada a cabo en uno de los electrodos,
en concreto el 4nodo. En ese orden de ideas las celdas de combustible microbianas (MFC)
no son la excepcién y cuya unica diferencia respecto de otros dispositivos similares es
la naturaleza de el catalizador de la reaccién anteriormente mencionada, el cual general-
mente consiste en una red cristalina conformada por algin metal o aleacién en donde se
favorece la oxidacion de algin combustible, las MFC en cambio poseen una colonia de
microorganismos que realizan una labor similar siempre que el combustible alimentado
sea apto para efectuar sus funciones metabdlicas, por lo que el electrodo constituye un
receptor de aquel flujo de electrones generado en el proceso global de dicho metabolismo,
lo cual anade cierta complejidad a estos dispositivos ya que es necesario anadir el factor
bidtico con todo lo que ello implica, a continuacién se expondra a grandes rasgos lo rela-

cionado con este fenomeno de generacion de electrones y su transferencia al electrodo.
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2.2.1 Células Procarioticas

La generacién de electrones en estas células parte del hecho de la existencia de cade-
nas transportadoras de estos, es decir, ciclos de oxidacion reduccion alternante en los
acarreadores de electrones, que para este caso son NADH y FADH2 [7]. También se ha
encontrado que este flujo esta asociado a sustancias solubles excretadas por la célula, en
el caso concreto de la especie de bacteria E. coli, (la cual en un principio se pensé que
no podria emplearse para celdas de combustible sin la respectiva modificacién genética)
mediante un proceso de activaciéon electroquimico ha sido posible emplearla en celdas de
combustible microbianas, que al parecer induce la produccién de tres compuestos claves
en el transporte de electrones hacia el electrodo, estos son: etil 2-aminoacetimidato, metil
4-etoxybutanoato, 3-isobutilhexahidropirrolo [1,2-a|pirazina-1,4-diona [8]. Este hallazgo
permite especular acerca de la posibilidad de que cualquier microorganismo pueda ser
empleado en las celdas de combustible microbianas, asi estos en un principio presenten
una actividad baja o nula, todo depende del estimulo inicial apropiado, este argumento ya
habia sido expuesto por Potter en 1911, quien mencionara por primera vez la posibilidad
de generar electricidad mediante celdas de combustible empleando E. coli y Saccharomyces
cerevisae [9] [5].

Cabe aclarar que dicha modificacion electroquimica,la cual consiste en aplicar una difer-
encia de potencial a la celda de unos cuantos milivoltios y de la cual muchas veces se

menciona como un mecanismo ”desconocido”, quizas no sea mas que un simple fenémeno
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electrostatico ocasionado por la carga negativa presente en las células procariotas, en el
caso de las gram positivas, a la presencia de acidos teicoicos en la pared celular, cuya
funcién es la de enlazar las moléculas de peptidoglicano a la membrana plasmatica, esto
a razon de los enlaces fosfodiester en las unidades monomericas del acido. En el caso de
las células gram negativas, la carga se debe a la naturaleza de los lipopolisacaridos de
la membrana externa, los cuales son los que confieren la propiedad en mencion a estos

organismos [15] ver figura 2.1.

En algunas ocasiones es necesario emplear mediadores quimicos para mejorar la trans-
ferencia de electrones hacia el electrodo, por esta razén no se explica el hecho de que
Potter pudiese obtener estos resultados con una levadura y una bacteria que hasta 2005
no se consideraba que pudiera emplearse en celdas microbianas sin la adicién de este
tipo de sustancias, teniendo en cuenta los resultados obtenidos por T. Zhang y otros,
se hace necesario replantearse esta necesidad y tratar de encontrar la manera de inducir
este fenémeno como ya se cuestiono en parrafos anteriores, sin embargo, cabe mencionar
los desarrollos de algunos autores, quienes emplean mediadores exdgenos tales como, rojo
neutral, antraquinona-2,6, disulfonato, tionina, ferrocianida de potasio, metil viologen.
Asi mismo se pueden mencionar algunos mediadores producidos por las bacterias, como
la piocianina, producida por Pseudomonas aeruginosa, de cualquier forma el hecho de

agregar estas sustancias incrementan el costo de produccién de estos dispositivos a unos
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niveles no admisibles con miras a una aplicaciéon comercial [10] [11] [12].

Otro aspecto importante en la transferencia de electrones es la existencia de bacterias con
pili modificado, también llamados nano-cables microbianos los cuales tienen la funcién de
transportarlos hacia aceptores terminales o en el caso de consorcios microbianos, desde la
parte anaerdbica, hacia las bacterias con exposiciéon al oxigeno. Estos apéndices han sido
encontrados principalmente en las especies del genero Shewanella spp y Geobacter spp y
estudiados mediante técnicas de microscopia electrénica de barrido, generalmente AFM y

STM, el mecanismo mediante el cual se da esta transferencia aun es poco claro [13] [14].

2.2.2 Células Eucariotas

En el caso de las células eucariotas el mecanismo es mucho mas complejo dados sus difer-
entes mecanismos de generacion de energia, siendo la mitocondria el lugar donde se llevan
a cabo los procesos mas importantes, sin embargo, desde el punto de vista de las MFC esta
multiplicidad de vias para la generacion energética no son del todo aprovechables y por
tanto han sido hasta ahora poco exploradas, las razones, van desde la inaccesibilidad de
la mitocondria por parte del electrodo, hasta la competencia con el O, por los electrones.
De otro lado existe una opcién hasta hora inédita y consiste en el aprovechamiento de

los eucariotas pero mediante un mecanismo diferente e indirecto, como lo es la secrecion
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de enzimas oxidorreductasas al medio y dadas las caracteristicas de porosidad de los
diferentes electrodos de carbono en sus formas mas empleadas (Tela de Carbén, Grafito,
Papel Carbon, etc) en las cuales el fenémeno de adsorcién es bastante comin es posible
que dicho sistema Electrodo-Enzima si pueda ser electroquimicamente activo, dada la alta
conductividad de estos.

Algunas de estas enzimas son producidas por hongos ligninoliticos, muchos de ellos asocia-
dos a la podredumbre blanca de la madera o a otras especies. En este trabajo se realizaron
algunos ensayos con hongos de la coleccion del grupo PROBIOM, principalmente con As-
comicetos filamentosos. Como aclaracion, el termino inédito anteriormente empleado se
refiere al hecho de que en la literatura se reporta actividad con estos microorganismos,
pero empleados como bio-cdtodos ver [5], sin embargo en varios ensayos realizados, se
pudo comprobar su funcionamiento como anodos.

Algunas de estas oxidorreductasas son, lignina peroxidasa, lacasa, manganeso peroxidasa
y manganeso peroxidasa versatil, también es factible una interaccién sinérgica entre el-
las, es decir la capacidad de actuar dos o mas en simultaneo con el fin de degradar un
compuesto tan recalcitrante como la lignina, dicha propiedad (falta de especificidad por
el sustrato) es de interés desde el punto de vista ambiental dado que compuestos de com-
posicion quimica similar, pueden ser degradados como es el caso de algunos colorantes
industriales (Negro Remazol, Naranja écido 7, azul-negro Naftol, etc), plaguicidas, hidro-

carburos policiclicos aromaticos, los cuales representan un problema ambiental y de salud
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serio. [18] [19]

Asi mismo, es posible encontrar actividad electroquimica asociada a otras oxidoreduc-
tasas, por ejemplo, glucosa oxidasa la cual se reporta es producida por algunos hongos
filamentosos y en particular en Aspergillus niger, es precisamente con este ultimo que
se realizaron los ensayos mencionados en los cuales fue posible identificar actividad elec-
troquimica como anodo, de alli la evidencia para lanzar la hipdtesis de la adsorcion de
enzimas extracelulares en el electrodo de grafito.

El mecanismo de reacciéon para glucosa-oxidasa consiste en dos etapas, primero la oxi-

dacion de la S-Glucosa, seguido de la reduccién del perdxido de hidrégeno, de la siguiente

forma
OH OH
O OH O
OH _ OH — 0
Glucosa-Ozidasa
HO + 0, HO + Ha02(*)
OH OH
5-Glucosa Acido-8 Gluconico

2 H,0, + 2H*

2H,O(**) [20]
Con respecto a las enzimas de la degradacién ligninolitica en la figura 2.2 se muestra un

esquema general de reaccion.
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LiP

OCHy H,0, on OCH,

LiP-1 LiPII

F € HaCHZCO'
OCHLCH, OCHZCHy

Non-phenolic diarylpropane lignin model eompound Radical cation
1-(3,4-diethoxyphenyl-1,3-dihydroxy(4-

methoxy-phenyl)-propane

CHAOH
CHO CHCH CHO
H3CHZCO! i i
OCHCHa OCHs OCH,
diethoxybenzaldehyde 1-(4-methoxyphenyl) anisaldehyde

1,2-dihydroxyethane

(a) Lignina Peroxidasa

CHO oH
CCycleavage
HyCO! OCHj HaCO OCHy
OH OC,Hg
syringaldehyde 1-(3,5-dimethoxy-4-ethoxyphenyl)-
2 hydroxyethanone
Q
o
H OH
Lacease | AlT-aryl cleavage
H4CO 'OCH,
HaCO OCHj 3
OCzHs
2,6-dimethoxy-p-benz
OCHs 1.03,5-dimethoxy-4-ethoxyphenyl)- (o-dimethoxy-p-benzoquinene
" - 3-hydroxypropanal
Phenolic (-1 lignin model compound
13,5 dimethoxy-4 hydroxyphenyl) 2-(3,5 OCH,
dimethoxy-4-ethoxyphenylypropane-1,3-diol oH OC,Hs
OCH;3
Cgoxidation HoCO
o]
HO
OCH3

1-(3,5-dimethoxy-4-hydroxyphenyl)-2-(3,5-
dim éthoxy—4-ethoxyphenyl)-3-hydroxy

(b) Lacasa

Figura 2.2: Mecanismos de Reaccién Enzimas Ligninoliticas [22] [36]
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En cuanto a la dependencia de estas enzimas con el Oy es factible pensar que si bien este
es un buen receptor de electrones, también lo es el grafito, por lo cual e hipotéticamente
hablando es factible que dada la alta conductividad de este ultimo sea posible el trans-
porte de los electrones libres ubicados en el citocromo. Basados en la experimentacion
llevada a cabo, consideraremos que el mecanismo de transporte es funcién del contacto
electrodo microorganismoy; si bien esta documentado por los estudios de (Wang et al. 2007)
y (Zhang et al. 2008) que FEscherichia Coli produce mediadores redox solubles en una
atmosfera anaerdbica, fue posible evidenciar en los montajes realizados la generacion de
corriente eléctrica en presencia de oxigeno, por lo cual se considera que el principal medio
de transporte de electrones en este caso es por contacto directo, cabe resaltar que hasta el
ano 2007 se consideraba que la bacteria mencionada anteriormente no era electrogenica,
el estudio de Zhang logro comprobar la produccion de los mediadores etil 2-acetimidato,
metil-4-etoxibutanoato y 3-isobutil-hexahidropirrolo[1,2-a] pirazina-1,4-diona en ausencia
de oxigeno. La documentacién de los montajes junto con los resultados de los mismos se
pueden consultar en la seccién de metodologia y validacién experimental dentro de este

mismo documento[28].
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2.3 Mecanismos de Adhesiéon y Formacién de Biopelicula

Este aspecto puntual, es la piedra angular para las MFC orientadas al tratamiento de
aguas residuales, es aqui, donde se lleva a cabo el proceso de catdlisis, es decir, el con-
sumo de materia organica y la produccion de electricidad y biomasa. La definicién de
biopelicula puede ser ambigua, sin embargo, Wimmpeny [23] lo define de la siguiente forma:
una biopelicula puede ser diferenciado de otros agregados microbianos ya que siempre
forma una interfase con el medio en que se encuentre, acompanado de una gran area su-
perficial, asi mismo, pueden emerger propiedades que cada uno de los individuos que lo
componen no las poseen de manera individual. Por ejemplo la aparicién de barreras difu-
sionales, que pueden causar cambios significativos en la biologia de los microorganismos
que lo integran. Normalmente la biopelicula se presenta en una interfaz liquido-solido.
El mecanismo de aparicion de esta, parte de la impregnacion de una superficie limpia,
por moléculas organicas, las cuales preceden la aparicion de las bacterias, es decir, estas
particulas organicas, acondicionan el lugar donde posteriormente se dara la proliferacion
microbiana, la cual se da por difusion turbulenta o Eddy a través de la capa viscosa for-
mada en la superficie; una vez difundidas, interacciones débiles de largo alcance tipo van
der Waals, permiten la fijacion inicial, la cual se transforma en irreversible debido a las
interacciones altamente especificas y de corto alcance, las cuales pueden ser, dipolo-dipolo,
iénicas, puentes de hidrégeno o interacciones hidrofobicas [24]. Este ultimo fenémeno, se

da por la excrecion de exopolisacdridos y el despliegue de estructuras fibrilares como la
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fimbria, que en algunos casos poseen proteinas adhesinas, permitiendo la fijacién en super-
ficies complejas, como por ejemplo, la cavidad bucal [25]. Una vez la células estan fijadas
comienzan a crecer y segregar mas exopolisacaridos, al final se obtiene una superficie mas
o menos porosa dependiendo de las caracteristicas del medio y que dependiendo de esto
puede ser colonizado por otras especies. La estructura tridimensional de la biopelicula se
debe a factores fisicoquimicos, esfuerzos cortantes, gradientes difusionales y a la genética
misma de los organismos que lo componen [23].

Una vez definido lo que es una biopelicula y su mecanismo de formacién, es necesario
establecer los parametros necesarios para modelar su cinética, tales como la velocidad de
consumo de oxigeno, formacién de biofilm y consumo de sustrato, las ecuaciones cinéticas

para estos estan dados por:

(].) To = __kaCX

(2) rg = =Yro—kaX = (Y £5% — ka) X

(3) ro, =10+ g =10 —Y(Y10 + ki X) = 10(1 —7Y) — vk X
ro: Velocidad de remocién de materia orgdnica (g/m?d) !
rg: Velocidad de produccién de biomasa (g/m3d)

ro2: Velocidad de uso de oxigeno (g/m3d)

k: Coeficiente de remocién (d~')

C: Concentracién orgdnica, medida en DBO o DQO (g/m?)

X: Biomasa, medida como solidos suspendidos o volatiles (g/m?)

L d: hace referencia a la variable tiempo en este caso dias.
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K: Coeficiente de saturacién (g DBO/m?)

Y: Coeficiente de rendimiento mésico (solidos producidos(g) /DBO removidos(g))

kd: Coeficiente de mantenimiento de energia (d!)

~v=Coeficiente de unidades de DBO removidas contra masa celular total (g/g) [26]

Lo anterior, permite un modelado y diseno de un reactor cuya funcién tnica es remover
una porcion de carga organica, en el caso que nos atane, la situacién requiere necesari-
amente tratar con el hecho de la generacion eléctrica, por lo cual un balance de carga
se hace necesario, esto implica adicionalmente relacionar términos de consumo de ma-
teria organica con corriente eléctrica, dicho esto, es evidente el vacio que existe en la
literatura para el disenno de celdas de combustible microbianas, esto lleva a la necesidad
de ingeniar nuevas formas de acercarse al problema, en este trabajo se proponen funda-
mentalmente dos, la primera empleando termodindmica de procesos irreversibles, ya que
dadas las caracteristicas del problema, claramente irreversible en virtud de los flujos y
fuerzas presentes en el electrodo microbiano es necesaria una descripcién que tenga en
cuenta los fenémenos cruzados acaecidos alli. En segundo lugar, se plantea una solucion
al problema, a partir de un modelo basado en la metodologia de los balances de materia
y energia o comunmente conocido como fendémenos de transporte en la jerga de la in-
genieria quimica, la idea es comparar ambas aproximaciones con respecto a un montaje
experimental y concluir sobre la incidencia de los coeficientes cruzados en el caso de una

celda de combustible microbiana.
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2.4 Termodinamica de Procesos Irreversibles

La termodinamica de procesos irreversibles o del no equilibrio surge como una necesidad
de expandir la ya exitosa, termodinamica de sistemas en equilibrio, la cual fue exhausti-
vamente explorada, estudiada y mejorada durante el siglo XIX, por eminentes pensadores
como J.W Gibbs, S Carnot, J.C Maxwell, L Boltzmann, entre muchos otros. Esta emer-
gente disciplina, se debe principalmente al trabajo seminal de Onsager ”Reciprocal Re-
lations in Irreversible Process, I & I117(1931) [32] por el cual recibe el premio nobel de
quimica en 1968 y mas adelante a los aportes de Ilya Prigogine [44], también galardonado
con el nobel en 1977, S.R de Groot, P.Mazur, Meixner etc, quienes lograron extender el
campo de aplicacion de esta teoria a multiples sistemas, cabe resaltar el aporte a la teoria
cinética de gases y la demostracion de que la irreversibilidad es inherente a la ecuacion
integro diferencial de Boltzmann desarrollada por Prigogine [31]. No obstante el hecho de
probar su validez hizo que dicha nueva disciplina no fuera objeto de dudas y del escrutinio
de la comunidad cientifica de la época, por ejemplo Truesdell, Coleman y Knoll desarrol-
laron un nuevo esquema con el fin de aumentar el dominio de validez de la termodinamica
del no equilibrio, llamada termodinamica racional, con la cual buscaban incluir aquellos
fenomenos en donde los gradientes eran enormes y que aparentemente no podian ser de-
scritos en el marco de la termodindmica irreversible [29]. Recientemente, alrededor del
afo 1997 Hans Christian Ottinger y en conjunto con Grmela, creo un nuevo formalismo

denominado Ecuacién General para el Acople Reversible Irreversible en No Equilibrio o
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GENERICS por sus siglas en ingles, que ha sido empleado para la descripcién matematica
de las propiedades de los fluidos[30].

Desde el punto de vista de la electroquimica, cabe resaltar los aportes de Kontturi, Mur-
tomaki y Manzanares, en el cual plantean las ecuaciones de transporte de carga en el for-
malismo de la termodinamica de procesos irreversibles [34], es interesante senalar también
el aporte de Bedeaux y Kjelstrup, en cuanto a las aplicaciones de esta teoria particular-
mente en la industria metalurgica y electroquimica [33].

Con relacion a las celdas de combustible microbiana, la situacion no es alentadora, solo
muy pocos trabajos en esta drea han sido orientados a las ramas de la biologia, por
tal razon surge la necesidad de explorar todo el conjunto de posibilidades que ofrece la
Termodinamica del no equilibrio, para la descripcion, en este caso de un anodo micro-
biano que hasta donde se ha podido explorar en la literatura especializada es un trabajo
inédito. Lo mas cercano es el modelo para la medicion del potencial redox (ORP), el
cual se basa en el desempeno global metabdlico de los microorganismos, discriminando el
potencial electroquimico anabdlico y catabdlico, a partir de alli se determinan un conjunto
de ecuaciones que pretenden describir esta situacion, este modelo denominado MIRROR
I, fue desarrollado por Chen, Kumar y Lin [37]; la relacién entre el flujo catabdlico y
metabdlico, basado en la teoria quimiosmoética enunciada por Peter Mitchell, la cual con-
siste en describir el transporte de H+ y la posterior generacién de un potencial eléctrico

en la membrana externa permite la generaciéon de ATP [38], dicho postulado también sera
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el punto de partida en este escrito. Es de aclarar, que en el articulo de (Chen, et al.
2007) no se especifica el hecho de que la teoria de Mitchell, hace referencia a los flujos
metabdlicos en la mitocondria, lo cual es exclusivo de los organismos eucariotas, dicha or-
ganela se ubica al interior de la célula y la deteccién de su potencial redox (ORP) a menos
que se introduzcan los electrodos (micro electrodos) en el interior de la misma, hace que
su aplicacién practica sea poco plausible, sin embargo en el caso de bacterias Gram (-)
no es tan complejo, dado que muchos de sus citocromos estan expuesto en su membrana
externa como fue detectado por (Itagaki,et al. 1968)[39] [40], dicho sea de paso, también
es poco aplicable a bacterias Gram (+), dado que existe una gran brecha caracterizada
por la gran pared celular que la separa de la membrana interna donde se encuentran la
mayor parte de los citocromos, por las razones senaladas, es que en la experimentacion,
se empleo un bacilo Gram (-) como lo es la Escherichia Coli. El esquema general usado
por (Chen, et al) se puede apreciar en la figura 2.3

Usualmente en el tratamiento de aguas residuales, en particular piscinas, es comuin medir
el potencial redox (ORP), sin embargo esto obedece a estudios globales y a una carac-
terizacion del comportamiento del agua en presencia de diversos microorganismos y no a
un patrén atribuible a un flujo metabdlico en particular, su funcién es la de detectar el
potencial de oxigeno del agua en conjunto con el pH de la misma, dichas caracteristicas
hacen posible deducir la probabilidad de aparicion de una especie de bacterias en el agua

que pudiesen llegar a ser patdgenas y por tanto perjudicial al ser humano. En inge-
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Figura 2.3: Esquema de los Flujos de Materia y Energia empleados por [37]
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nieria de aguas el calculo del potencial redox se realiza mediante la siguiente ecuaciéon
Eorp = 1.234 — 0.058pH + 0.0145Log(Pp,) (4), donde Pp, es la presion parcial de ox-
igeno expresada en atmosferas, esta expresion determina si el medio acuoso de interés
tiene la tendencia de ganar o perder electrones, si la tendencia es a ganar electrones, se
dice que el medio es oxidante, caso contrario se dice que es reductor [41].

La intencion de este capitulo es principalmente, justificar la necesidad de emplear ter-
modinamica del no equilibrio para describir el fenomeno de transferencia de carga en
un anodo microbiano, en ese sentido, surge la necesidad de definir lo que se considera
en equilibrio o fuera de el. Parafraseando a Ilya Prigogine, ”"Desde un punto de vista
matematico se puede definir que un proceso es reversible o irreversible de acuerdo con el
signo algebraico asignado a la variable tiempo, esto es, si el sistema es invariable inde-
pendiente del signo del tiempo, se dice que este es reversible, caso contrario se considera
irreversible”, ejemplo de lo anterior, seria un sistema descrito por la ecuacién de onda
C%% = % + giy;‘ + % cuya derivada temporal de orden 2, hace que el signo de la
variable tiempo no altere la misma, por lo cual se considera un sistema en equilibrio,
caso contrario seria la ley de Fourier [44]; en particular los sistemas bioldgicos poseen
la caracteristica de estar cerca del equilibrio o mejor, ligeramente fuera de el; (Galimov,
2004) presenta un estudio basado en la distribucién del carbono $2C — §'3C en donde §

y [ son factores isotdpicos termodinamicos, que dependiendo de su distribucién pueden

determinar la cercania al equilibrio o el equilibrio mismo. Debido a la alta preservacion de
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la composicion isotopica en los compuestos organicos se ha encontrado experimentalmente
que las reacciones bioquimicas tienen hasta cierto punto un componente de reversibilidad,
lo que indica que no estan en equilibrio, sin embargo tampoco se encuentran lejos de el
[45]. Estos argumentos cimientan la eleccién de este esquema de trabajo en la solucién
del problema de la generacion eléctrica en un anodo de una MFC; en el apartado de re-
sultados y discusion, se deducira un conjunto de ecuaciones a partir de la Termodinamica
del no equilibrio, que trataran de darle un explicacién a este fenémeno poco explorado

desde este punto de vista.

2.5 Balances de Materia, Energia y Entropia

La idea general aqui, es probar mediante el formalismo de la termodinamica del no equi-
librio, la posibilidad de generar ecuaciones de transporte de manera general, deducciones
mas rigurosas se pueden consultar en las obras de (de Groot & Mazur, 1984), (Kontturi,
2008) y (Deen, 2011).

Para comenzar, se parte de la ecuacién de Gibbs y se divide sobre un elemento de volumen

ou 2

por ejemplo u = 55 por lo cual se tiene entonces

g=> pci=u—Ts+p (2.1)

2QOriginalmente la ecuacién es G = Y, uin; =U — TS + pV



29 2. MARCO TEORICO

tomando la derivada sustancial (6g = (£2)6t) y aplicando las propiedades del producto y

funcion implicita de la derivada se tiene que

0g = Z wioc; + Z opic; = =Tos + du + op — soT (2.2)
combinando 2.1 y 2.2 y teniendo en cuenta que s = %{“7’7 se tiene:
Zc,ﬁm = —s0T + dp (2.3)

(2
A 2.3 se le conoce como la ecuaciéon de Gibbs-Duhem, sobre esta ultima, se desarrolla todo
lo concerniente al modelo propuesto en este trabajo [46], lo cual hace necesario mostrar
las grandes posibilidades que ofrece, no en vano el empeno en tratar de sacar a flote
este modelo, si bien no ha sido facil, la motivaciéon o mas bien el por que de emplear
termodindmica del no equilibrio para este fin, parte del supuesto que cualquier sistema
fisico hasta ahora conocido, cumple fundamentalmente dos principios, conservacion de la
energia e incremento de la irreversibilidad debido a la disipacién térmica generada por fluc-
tuaciones aleatorias de las moléculas, esto es mejor conocido como la primera y segunda
ley de la termodinamica respectivamente, precisamente esa "ubicuidad” aparente, es la
que de cierta forma ilumino un camino al principio oscuro dada la gran complejidad que
representan los organismos vivos, de tal suerte que si se toma el comportamiento global
del sistema, sin adentrarse mucho en las explicaciones microscopicas que lo producen,

constituye un gran punto de partida para tratar de obtener un modelo de transporte en el
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anodo microbiano, especificamente y el principal interés, es el analisis de estos sistemas en
cuanto a la generacion de carga eléctrica debido a que es precisamente esta la que consti-
tuye el principal cuello de botella en la implementacion a gran escala de esta tecnologia.
Dicho lo anterior, la evolucion de cualquier sistema hacia el equilibrio debe satisfacer la
segunda ley de la termodinamica, esto implica que la entropia del sistema no se conserva
y que su ecuacion de balance y su velocidad de variacién contiene un termino positivo
describe la produccién de entropia debido a los procesos de transporte (irreversibles), es
claro en este punto que una condicién necesaria para la vida es que existan flujos de
entrada (alimento) y salida (desechos), en una bacteria por ejemplo estos procesos se en-
marcan en el metabolismo, en el cual se produce energia en forma de ATP (catabolismo)
y se gasta parte de esta en la produccion de sustancias necesarias para el sustento de las
capacidades biolégicas, en el caso senalado la duplicacion del material genético y sintesis
de proteinas principalmente, de alli que sea evidente la irreversibilidad del fenémeno.
Una vez dejado claro la naturaleza del fenomeno a estudiar, es necesario senialar que la
ecuacion de balance de entropia es el punto de partida de cualquier ecuacion fenomenolégica
de transporte, si se toma la variable B y su elemento de volumen dB como una cantidad

arbitraria extensiva y teniendo en cuenta:

i) Las interacciones internas de ese elemento de volumen.

i1) Las interacciones de este con su entorno
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Entonces en el caso ii, se puede evaluar este elemento B en términos de la rapidez con la
cual cruza las fronteras de su elemento de volumen.

Las interacciones internas pueden evaluarse acorde con la rapidez de produccién de B
debido a los procesos internos del elemento de volumen.

El analisis de estos dos criterios en dB lleva a la siguiente ecuacion de Balance:

0B -

922 v gl = 11, (2.4)
ot e ~—

~ Entradas y Salidas Generacién y/o Acumulacion

Acumulacion

Para cantidades conservativas I, = 0 (masa, carga eléctrica, etc.) la forma diferencial

de Gibbs-Duhem T % = % — > i %‘? también llamada hipdtesis de equilibrio local es el

punto de partida para cualquier ecuacion de balance de entropia combinandola con 2.4
[34]

De manera similar se pueden determinar relaciones termodinamicas a partir de ecuaciones
de transporte. Partiendo del principio de conservacién de la energia, de la tinica manera
que un sistema cambia la energia total de su elemento de volumen V, es si existen flujos
de entrada o salida del mismo a través de su frontera {2 esto es,

L pedv = %dV:—/Je.dQ (2.5)
v v ot 0

en donde e es la energia por unidad de masa, J. es el flujo de energia por unidad de
superficie y tiempo. [31] se refiere a e como la energia especifica total debido a que
incluye todas las formas de energia dentro del sistema. Aplicando el teorema de Gauss-

Ostrogradski es decir
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[ [F.idS = [ [ [ V.FdV se obtiene la forma diferencial o local de la ley de conservacién

de la energia,

dpe
L= _V.J 2.
Y V.J (2.6)
Asi mismo
Ly
e=3v +¢Y+u (2.7)

en donde los términos a la derecha de 2.7 son la energia cinética especifica, energia po-
tencial especifica y energia interna especifica, respectivamente. Desde un punto de vista
macroscopico e representa lo que conocemos como energia interna, por lo cual u, hace
referencia a las interacciones a nivel microscépico de corto alcance (ej. fuerzas de Van
der Wals) y la agitacién térmica (ej. movimiento Browniano), de igual forma el flujo de
energia incluye términos de adveccion pev, trabajo mecanico efectuado en el sistema P.v,
energia potencial debido a la difusién de varios componentes en el campo de fuerza ) . ¢J;

y el flujo de calor Jy;

Jo=pev+Pv+ > i+, (2.8)

Si se aplica 2.6 a 2.7 y 2.8, y teniendo en cuenta la definicién del producto escalar de

Tensores T : U = > T;;U; v que el gradiente de un campo vectorial es un Tensor

(DF);; = 0;F; podemos decir

opu .
5 = —V.(puv+J,) — P:Vv+ ; Jii (2.9)
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Si p% = —V.J,, y dividiendo a ambos lados de 2.9 por p, entonces se tiene que:

du dg  dp~t

dt  dt dt

—p PV AT Y ILF (2.10)

Donde p~! es equivalente al volumen especifico, 2.10 es una representacién de la primera
ley de la termodinamica, lo que permite concluir finalmente, que a partir de la variacion
de los potenciales termodinamicos es posible obtener ecuaciones de transporte y viceversa,
dicho sea de paso justifica el hecho de emplear termodinamica del no equilibrio para la
representacion del fenémeno de transferencia de carga en un anodo microbiano. Esta
demostracion, se puede encontrar de manera mas profunda y precisa en el texto [31], para

el fin senalado se siguié la metodologia y convenciones de la bibliografia antes citada.

2.5.0.1 Balances de Entropia y Segunda Ley

Cualquier sistema que evoluciona en el tiempo esta sujeto a fenémenos de transformacién,
no importando lo aparentemente estable que este se vea, siempre existe un cambio muchas
veces en una escala tan pequena, que el tiempo necesario para percibir una variacién
macroscépica puede ser enorme, esta transformacion se debe fundamentalmente a la
continua y discreta acumulacion de irreversibilidades, entendidas estas como una serie
de eventos que hace a las trayectorias del observable, no conservativas. En su obra de
caracter divulgativo ”El fin de las certidumbres” Ilya Prigogine aborda el tema asociando

la direccién del tiempo con la generacién de entropia [47], en tal sentido es necesario una
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ecuacion que permita obtener este termino, por tanto y si se parte de:
dS = dS. + dS; (2.11)

donde dS, es la entropia suministrada por los alrededores y dS; la entropia interna del
sistema, en el primer caso, dependiendo de la interacciéon con los alrededores, este termino
puede ser, positivo, negativo o cero, mientras que en el segundo, las tinicas posibilidades
son o monotonamente positivo o cero en equilibrio, de acuerdo a la segunda ley de la
termodinamica.

Para determinar la entropia de un sistema se puede recurrir a :

s= [ [ [ psav (2.12)

dsS.
dt :_/K;Js,totade (213)

dg :///adV (2.14)

Donde s, es la entropia por unidad de masa, Js 010 €s €l flujo de entropia por unidad de

area, tiempo y o es la produccién de entropia también por unidad de area y tiempo.

Si se reemplaza 2.12, 2.13 y 2.14 en 2.11, se tiene que:

/// [% + V.- Jstotar — 0]dV =0 (2.15)
\%4

Ops
ot

Por lo tanto:

= —V.Jstotar + 0 Con o >0 (2.16)

esta ecuacion es conocida como forma local de la segunda ley de la termodindamica, la cual

sera esencial en el desarrollo del problema del comportamiento del anodo en una celda
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de combustible microbiana. Otra forma de escribir 2.16 es teniendo en cuenta el termino

convectivo:

ds
Py = —V.(Jstotat — psV) + o (2.17)
Asi mismo, el cambio en la entropia debido a interacciones con el exterior se puede deter-
minar mediante;
1 P

dS. = —dU + —=dV 2.1
S TU+T (2.18)

Otra forma mas general de representar la ecuacién de Gibbs-Duhem teniendo en cuenta

todos los aspectos en cuanto al transporte, puede encontrarse en [31] y tiene la forma

d(vy —v)

ds Jq — Zk /Lka 1 1 M 1 . 1
) 5 0, T > T TV =Pt == =)= I V= ; J;A;

P = —-V.V( T
(2.19)
Esta ultima ecuacién retine las interacciones flujo fuerza posibles, por ejemplo el termino
F}. esta relacionado con fuerzas conservativas, en este caso puntual de transporte de
cantidad de movimiento por aquello de la agitacion y electrostatica debido a la carga en
el electrodo. De igual forma 2.19 se puede relacionar con 2.17, en el sentido de identificar
las cantidades asociadas al flujo de entropia o a la generacién de esta.
Hasta aqui se reunieron una serie de postulados, conceptos y ecuaciones necesarias para
abordar cualquier problema de transporte, usando el formalismo de la termodindmica del
no equilibrio, dejando un tanto de lado el esquema mas pragmatico planteado por autores
como Byrd y Deen [43][48], con la ventaja de obtener informacién mas detallada de los

llamados fenémenos acoplados.



2.6. RELACIONES Y COEFICIENTES FENOMENOLOGICOS DE ONSAGER29

2.6 Relaciones y Coeficientes Fenomenolégicos de On-

sager

Suponiendo que el termino de velocidad de produccién de entropia, en el caso de equilibrio
local, se compone de relaciones lineales de flujos y fuerzas, asi como de la existencia de
equilibrio a nivel microscopico, se pueden obtener las relaciones de Onsager a partir de

los coeficientes de acople. En general, para una fase arbitraria se tiene que:

Ji =Y LyXy Parai=1,2,3..n (2.20)

k=0

[33] Esto ultimo significa que todos los coeficientes son funcién de las variables de estado
locales del sistema, es decir que 2.20 se supone valida localmente lo que permite decir que
las conductividades L;; no dependen de las fuerzas X, esto significa por ejemplo que la
conductividad eléctrica depende del potencial pero no de su gradiente, cabe recalcar, que
a pesar de llamarse termodinamica lineal del no equilibrio, esta permite describir sistemas
altamente no lineales, simplemente el termino obedece al hecho de que los flujos se pueden
escribir como combinacion lineal de las fuerzas, de alli el nombre. Para el caso puntual

de la generacion de entropia se tiene;

en donde X es la fuerza impulsora del flujo J, eso implica que la generacién de entropia
esta asociada a cualquier proceso de transporte o en otras palabras, si existe transporte,

entonces habra generacién de entropia, si hay generacion de entropia, entonces el sistema
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esta fuera del equilibrio. De nuevo es claro que cualquier sistema biolégico requiere flujos
de masa y energia para subsistir, de alli que no sea extrano ni ilégico asumir que se
encuentran fuera del equilibrio, esto permite interpretar el trabajo de Galimov citado
anteriormente, en el cual lo que se busca, no es establecer si estan o no en condicién de no
equilibrio, sino que tan alejados estan de este. Por ultimo se debe abordar las relaciones
de reciprocidad de Onsager que para algunos autores se considera como la cuarta ley de
la termodindmica [35], este concepto fue desarrollado por Lars Onsager en 1931, quien
partiendo del hecho que la mecanica Newtoniana es simétrica bajo condiciones de tiempo
reversible y asumiendo que las leyes macroscopicas que actiian en las variaciones en torno
al equilibrio son las mismas que determinan el tiempo promedio de decaimiento cerca a
un estado de equilibrio a nivel microscépico. Partiendo de 2.20 y reemplazando en 2.21,
0= XpLyX; >0 A Ly = Lki (2.22)
ik
A la ultima parte de 4.18 se le conoce como simetria de Onsager y representa el acople
entre la fuerza i y el flujo k. [49]
El objetivo en este punto es encontrar un modelo para la corriente producida en el &nodo de
una celda de combustible microbiana usando como base los coeficientes fenomenologicos de
Onsager, esto es representar la corriente como una combinacién lineal de flujos y fuerzas,

en donde mediante experimentacién se encontrara el valor de los coeficientes cruzados.






32

2. MARCO TEORICO



Materiales y Métodos

En esta seccion, se explica de forma detallada todos los montajes experimentales realiza-
dos, con el fin de establecer relaciones flujo-fuerza, en el comportamiento del electrodo
microbiano, la idea fundamental es validar, el modelo termodinamico del no equilibrio
obtenido y de esta forma concluir acerca de lo acertado de este esquema de trabajo a la

hora de tratar con seres vivos.

3.1 Curva de Crecimiento y Consumo de Glucosa

Para el montaje de la curva de crecimiento se empleo una Escherichia Coli ATCC (cepa
de referencia) en un medio definido modificado, cuya composicién se definié con base a

la experiencia del grupo PROBIOM !. En la tabla 3.1 aparece la composicién de dicho

IEste medio fue disefiado por los miembros del grupo: Juliana Soler, Paola Zapata y Juan Velez
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medio, para preparar este medio de cultivo se diluyen los componentes en agua destilada

y se esterilizan a 121°C' y 15psi durante 15 minutos

Tabla 3.1: Concentraciones Medio de Cultivo Modificado para E.Coli Grupo PROBIOM

Reactivo | Concentracién (g/1)
Glucosa 2
KyHPO, 0.70
MgSO, 0.5
KHyPO, 0.3
FeSO, 0.01
MnSO, 0.001
ZnS0Oy 0.001
(NHy)250, 1

La preparacion del inoculé se realizd cultivando la cepa de referencia en tres cajas de

Petri con el medio definido modificado solido, al cabo de 48h de incubacién a temperatura

ambiente, a cada caja de petri se le agrego 5ml de solucién salina estéril (NaCl 0.85% p/v),

se realizé un raspado de las unidades formadoras de colonias (UFC) con un asa estéril

y se homogeneizo el inoculé mediante agitacién en un Falcon™ estéril. Para conocer la

concentraciéon de UFC/ml iniciales, se tomé 1ml del inoculé homogeneizado y se realizaron

diluciones sucesivas con factores desde 10~! hasta 107°, se platearon 100 pl de la dilucién

10~? en el medio definido modificado solido, se incubo a temperatura ambiente y se realizé
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el conteo de UFC/ml inoculadas para la curva de crecimiento microbiano.

Para la construccion de la curva de crecimiento, se preparo el medio definido modifi-
cado liquido y se sirvié 30 ml en tubos Falcon”™ y a cada tubo se le adiciono 0.3ml de
inoculd, todo el trabajo se realizé en un ambiente estéril en una cabina de flujo laminar.

M

Se prepararon 43 Tubos Falcon”™ | cada hora se tomaron tres muestras abortivas, cada

2 a -5°C por 15 minutos, obteniendo un pélet para deter-

una se centrifugo a 8300rpm
minacién de peso seco y un sobrenadante para la determinacién de azucares reductores.
ademads que se conté con tres controles (sin inoculd).

La determinacion del peso seco se realizo mediante el secado de los pélets durante 24h a

M secos y vacios, con el fin

40°C'; previamente se pesaron cada uno de los tubos Falcon ”
de obtener el peso de la biomasa por la diferencia entre ambas mediciones

Pieco(g) =| PesoConBiomasa — PesoSinBiomasa | (5). El peso seco es proporcional al
aumento de UFC en el tiempo.

Al sobrenadante se le midieron los azucares reductores por el método de DNS 2 [42] (ver
Anexo), para realizar un seguimiento en el tiempo del consumo del sustrato del medio,
en este caso, el consumo de glucosa (tinica fuente de carbono y azicar reductor presente
en el medio)

Para cada una de las unidades experimentales se emplearon las siguientes condiciones de

trabajo, 120rpm (velocidad de agitacién) y 35°C' (temperatura de trabajo) en un agitador

2Centrifuga con control de Temperatura THERMOSCIENTIFICT™™ MEGAFUGE 16R
3Se empleo un espectrofotémetro UV-VIS Shimdazu”™ UV-1800
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orbital con control de temperatura®.

3.2 Montaje de Celdas Microbianas

Para este punto se usaron dos tipos de celda, las primeras, en frascos Erlenmeyer en
las que el medio de cultivo es el electrolito, las segundas, celdas elaboradas a la medida
en las cuales el catodo esta aislado del anodo mediante una membrana polimérica de
NAFION™ y expuesto al aire, lo ultimo para garantizar que el cdtodo no es el elemento

controlante de la reaccion.

3.2.1 Celdas en Erlenmeyers

Se emplearon como celdas microbianas Erlenmeyers de 100 mL , acondicionados con
anodos de grafito de 6.5 cm x 1 cm x 0.3 cm, cdtodo de platino (alambre de calibre 0.5
mm) y un electrodo de referencia de Ag/AgCl. La distancia entre el cdtodo y el dnodo
fue de 0.5mm (Figura 3). Con el fin de esclarecer si la presencia de los microorganismos
en las celdas de combustible microbiana son los responsables de la generacion de corriente
eléctrica , se esterilizo el medio de cultivo y se evalud igual que aquellas con inoculd a

esto se le denomino control ver figura 3.1.

4Centricol ltda.
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(a) Montaje de celdas en agitador Orbital (b) Esquema de Una celda Microbiana en Erlen-

meyer

(c) Electrodos de Grafito y Platino

Figura 3.1: Esquema y Montaje detallado

Las celdas se montaron con 75 mL de medio de cultivo definido, tres repeticiones cir-
cuito cerrado, con resistencia de carga de 5.6k() , dos controles y dos repeticiones circuito

abierto, lo anterior se implemento en una tarjeta de adquisiciéon de datos de 16 bits de
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resolucién en una escala de +/-1.25V, lo que otorga una precision de +/- 19uV.

Las celdas se incubaron a 35°C y 120 rpm. El cable se soldé al electrodo de grafito, al
cual previamente se le enrollaron 10cm de alambre de cobre, para evitar las interferencias
y el ruido, la distancia entre el electrodo y la tarjeta de adquisicion de datos fue de 1.3m,
para todos los casos se midié la resistencia entre grafito y entrada de la tarjeta 0.7Q+ /-
0.1 El medio de cultivo definido sintético se inoculé con 0.75 mL (1% v/v) de la E.coli

previamente cultivada.

3.2.2 Celdas Disenadas

Para la determinacion mas confiable de la actividad electrogénica de los microorganismos
presentes en las aguas residuales se realizé un diseno de celda microbiana 3.2 . En ésta se
emplea un catodo externo de aire que no interfiere con el compartimiento interno, el cual
queda sélo para el anodo microbiano ya que el cdtodo tiene caracteristicas cinéticas que
permiten su uso simultdneo como electrodo de referencia. La celda tiene un puerto de
muestreo inclinado, entrada y salida para gases y en la tapa se puede montar un equipo
multiparametro para la medicién de las diferentes variables durante la operacién. De
acuerdo con lo anterior, los electrodos que se requieren son: un &nodo (objeto de esta
investigacién) basado en material carbonoso, ya sea grafito, tela de carbén, papel carbén,

etc. y un catodo de aire, tipico de una celda de combustible de electrolito polimérico.
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Figura 3.2: Esquema general de Celda con Cétodo al aire

Para el montaje de las celdas se empleo una Escherichia Coli ATCC (cepa de referencia)
en de medio definido modificado, pH 7 ver Tabla 3.1. La preparacion del inoculé se realizo
cultivando la cepa de referencia en tres cajas de Petri con el medio definido modificado
solido, al cabo de 48h de incubacién a temperatura ambiente, a cada caja de petri se
le agrego 5ml de solucién salina estéril (NaCl 0.85% p/v), se realizé un raspado de las
unidades formadoras de colonias (UFC) con un asa estéril y se homogeneizo todo el inocul6
en un falcon estéril. Antes de servir los medios e inocular las celdas, éstas se esterilizaron

poniéndolas en luz U.V. durante 35 horas y posteriormente se les adiciono perdxido de
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hidrégeno al 5% y se lavaron con agua destilada estéril. Los tapones, el papel aluminio y
la barra de grafito con el cable se esterilizaron en autoclave previamente. A cada celda
microbiana se le adicioné 230 ml de medio de cultivo (hasta cubrir el cdtodo), una celda
se utilizé como control (sin inocular) y a las otras dos se les adicioné 2.3 ml de inoculd.
Las celdas se incubaron a 35 °C y a 120 rpm durante tres dias, conectadas a la tarjeta de

adquisicion de datos.

(a) Celda Con Cétodo al Aire (b) Montaje en el agitador

Figura 3.3: Celda con catodo al aire y montaje

3.3 Técnicas Electroquimicas

Respecto de las técnicas electroquimicas aplicadas a las celdas de combustible micro-
bianas, se empleo un potenciostato Bas 100bw de BASi™  con el cual se realizaron,
tanto voltametrias ciclicas exploratorias como barridos lineales, la primera de ellas con

el fin de conocer un poco acerca del comportamiento electroquimico de las celdas y la
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segunda para poder determinar parametros cinéticos con el fin de alimentar el modelo.

Para las voltametrias ciclicas se emplearon los siguientes pardmetros con un electrodo

de referencia de Ag/AgCl:

* Potencial Inicial: -280mV

* Potencial Final: 1300mV

* Velocidad de Escaneo: 50mV /s
* Numero de segmentos: 20

* Sensibilidad: 10uA/V

Se usaron como electrodo de trabajo, una barra de grafito de 7.2cm? de drea sumergido
en el medio de cultivo mencionado anteriormente previamente inoculado, como electrodo
auxiliar se empleo un alambre de platino, previamente esterilizado de forma quimica con
una solucién de formol 10%p/v y finalmente un electrodo de referencia de Ag/AgCl. En
total se realizaron seis voltametrias ciclicas exploratorias por duplicado para medio de
cultivo con FE.coli y dos controles.

El electrodo de disco rotatorio de carbén vitreo se utilizo para determinar el numero de

electrones transferidos para esto se emplearon los siguientes pardmetros:
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x Potencial Inicial: OmV

* Potencial Final: 600mV

* Velocidad de Escaneo: 20mV /s

* Sensibilidad: 10pA/V

Las razones para la eleccion de estos valores tiene que ver con la naturaleza atipica del
catalizador, en este caso microorganismos (complejos enzimaticos mas precisamente), por
lo cual se debe ser muy cuidadoso de no llevarlos a extremos que pueden causar la muerte
celular, mas adelante se explicara con mayor profundidad esta eleccién. Los electrodos
empleados, fueron nuevamente, alambre de platino como contra electrodo, Ag/AgCl como
referencia y disco rotatorio de carbén vitreo como electrodo de trabajo.

Para la captura de los datos de la tarjeta de adquisicién de datos fue necesario desarrollar
un script en la herramienta de software libre Scilab?™ [57] que permitiera procesar la
gran cantidad de informacién recolectada, dado que el software de la tarjeta no permite
tomar tiempos superiores a un minuto entre capturas, siendo 10s el intervalo entre toma
de datos seleccionado, por tal motivo y dado que el seguimiento en las celdas tomaba
alrededor de tres o cuatro dias la cantidad de puntos capturados es enorme, excediendo
la capacidad de Excel. El script desarrollado permite la depuracion y procesamiento de
los datos con la ventaja de contar con un gran numero de algoritmos y herramientas

informaticas nativas que el software en mencion provee, la finalidad de esto, era poder
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suministrar una matriz de datos tanto a Excel”™™ como a Statistica’™ para el andlisis
grafico y estadistico respectivamente, el cdédigo fuente de este script puede consultarse en

el anexo II.
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Resultados Y Discusion

En esta seccion se plantearan los diferentes resultados obtenidos, en el modelo termodindmico
del no equilibrio, simulaciéon y experimentacion, la idea es presentar cada uno de ellos
de manera individual y su respectiva discusion, para posteriormente en las conclusiones
ligar cada uno de ellos y dar un veredicto final acerca de cual puede ser una apropiada

metodologia de trabajo con las celdas de combustible microbianas.

4.1 Resultados Experimentales

Con el fin de determinar algunos parametros del modelo, fue necesario realizar un montaje
experimental como el que se describié en el capitulo 3, la idea de las celdas con catodo
al aire, se fundamenta en el hecho de evitar o mejor garantizar que el cuello de botella
de la cinética, no este en el catodo, esto para permitir ahondar en el estudio del com-
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plejo electrodo-microorganismos lo cual se puede afirmar ya que los catodos recubiertos
de platino expuestos al aire han sido ampliamente estudiados por diferentes autores desde
la misma invencién de la pila de combustible.

Anadirle mayor complejidad a este sistema no es lo ideal, ya que es evidente el com-
portamiento atipico de los microorganismos como catalizadores en estos dispositivos, por
ejemplo, el hecho de la apariciéon de nuevos ”catalizadores” cada cierto tiempo y ninguno
de ellos igual al otro pese a ser clones, lo que es clara evidencia de el caracter irreversible
y no lineal de estos dispositivos, lo cual justifica el hecho de emplear termodinamica del
no equilibrio para enfrentar esta situacion.

La experimentacion fue dirigida para establecer el grado de acople entre las reacciones
metabodlicas globales y la generacion de corriente eléctrica, esto es, determinar el coefi-
ciente fenomenolégico Ly, y compararlo con los directos. Para evitar los efectos difusivos
fue necesario aplicar agitacion en este caso 120rpm lo cual e conjunto con el electrodo
(Barra de Grafito) permite una cierta turbulencia (lineas de flujo perpendiculares al elec-
trodo), como se ve reflejado en la simulacién hidrodindmica que se puede apreciar en la
seccién de simulacién en este mismo capitulo.

También se probaron celdas en Erlenmeyer, en las cuales tanto el electrodo de grafito como
de platino estaban sumergidos en el medio de cultivo, la idea de emplearlas, era tener una
forma réapida y facil de determinar si una cepa microbiana era o no electroquimicamente

activa, para esto se media el voltaje de celda en circuito abierto (equilibrio) respecto de
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una referencia o potencial redox, concluyendo que a mayor voltaje, mayor energia libre
y por tanto existe una probabilidad mas alta de que pueda funcionar como generadora
de corriente, el signo del potencial eléctrico indica la presencia de oxigeno, de tal forma,
que a potenciales redox negativos se tiene presencia de anaerdbicos, mientras que a po-
tenciales redox positivos se tiene presencia de organismos aerdbicos. Posteriormente y
después de algunas voltametrias ciclicas fue posible darse cuenta de la presencia de reac-
ciones irreversibles, probablemente asociadas a la adsorcién de alguna especie quimica
en el electrodo de platino evitando la reduccién con el Oy y por consiguiente haciendo
que la reacciéon en el metal inerte pudiese ser controlante, lo que impide el estudio del
anodo microbiano que para fines de este trabajo es lo que realmente interesa, de cualquier
modo resulta interesante mostrar los resultados asociados a ambas celdas con el fin de

corroborar lo que se acaba de plantear.

4.1.1 Curva de Crecimiento y Azucares Reductores

En la figura 4.2 se muestran comportamientos ajustados a lo encontrado en la literatura
(ver [55]), esto es resultado de un ensayo abortivo en el que se inocularon 3z10°U FC//ml,
a dichos tubos se les centrifugo durante 15min a -5°C, con el fin de separar los solidos
y al mismo tiempo frenar el metabolismo bacteriano, el sobrenadante posteriormente es

depositado en otro tubo y congelado para su posterior anélisis espectrofotémetrico como
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se senalo en el capitulo de materiales y métodos. A los solidos se les somete a secado a
40°C durante 48h, y se pesan, para después comparar este dato con el peso del tubo antes
de ser inoculado con F.coli, esta diferencia permite establecer el peso de la biomasa con el
cual es posible construir la curva de la figura 4.1. En el caso del sobrenadante, una vez se
determina la concentracion de azucares por el método de Miller se registran y promedian
los resultados obteniéndose 4.2 la cual debe poseer una concavidad opuesta, es decir, los
tiempos de crecimiento de biomasa deben coincidir exactamente con los tiempos de dis-
minucion de glucosa, como en efecto ocurre, lo cual es indicio de un apropiado desarrollo
experimental.

De este par de experimentos fue posible obtener una ecuaciéon cinética con la cual alimen-
tar los modelos computacional y termodinamico, para ello se realizo una interpolacién
polinémica en ambas curvas como se senala en 4.2 b) y en 4.1 a), selecciondndose la de
mejor k% en ambos casos, la irregularidad en el comportamiento de ambos ensayos refle-
jado en la magnitud de las barras verticales de la grafica 4.1 obedece a la dificultad de
obtener la misma cantidad de inoculé en los diferentes experimentos, asi como en el hecho
de no haber podido realizar todos los experimentos de forma simultanea, la carencia de re-
activos algunas veces y la falta de infraestructura para procesar al mismo tiempo esta gran
cantidad de experimentos, fueron en total 49 tubos por triplicado, de los cuales se descarto
una de las repeticiones por diversos problemas, como danos en el pelet o inconsistencia de

los resultados por ejemplo tubos que presentaron mayor valor en peso seco que en hiimedo.
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Curva de crecimiento de E. coli
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Consumo de sustrato (glucosa) en el tiempo por E. coli
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Figura 4.2: Curva de consumo de Glucosa

Cada una de las graficas arriba permite determinar exactamente el, momento en que
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el sistema alcanza el estado estacionario para este caso, alrededor de las 9h el sistema
comienza a estabilizarse alcanzando un comportamiento estable en el tiempo, dicha zona
es de interés ya que alli es donde el dnodo alcanza su estado de minima entropia [44].
Como se vera mas adelante los perfiles de estas dos curvas coinciden con los de voltaje de

celda Vs tiempo.

4.1.2 Ensayos Electroquimicos

En esta seccién, se realizaron varios ensayos tanto en celdas de combustible (Erlenmeyers
y reactores) como en potenciostato, en el primer caso se trato de un seguimiento en el
tiempo de la respuesta en voltaje tanto en circuito abierto como cerrado, con el fin de
observar el comportamiento eléctrico, determinar la densidad de potencia generada por
estos dispositivos y establecer el AG, con el fin de obtener los coeficientes cruzados de
Onsager y de esta forma entender su importancia o no en la fabricacion de Celdas de
Combustible Microbianas, mas aun, si en el estudio de sistemas bio-electroquimicos es
necesario abordarlos enmarcados en el formalismo de la termodinamica del no equilibrio.
Para comenzar se mostraran los resultados obtenidos con las celdas fabricadas en frascos
Erlenmeyer, como se menciono en el capitulo de materiales y métodos, ambos electro-
dos (d4nodo y cétodo) estan unidos mediante correas de plastico y separados uno de otro
mediante un tubo perforado. En 4.3 es posible apreciar el seguimiento efectuado a la

diferencia de potencial tanto en circuito cerrado como abierto, como se aprecia, los inter-
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valos de confianza senalan una diferencia significativa con el control a partir de las 20h,
esto permite afirmar que la presencia de microorganismos es la responsable de la gen-
eracién de corriente eléctrica, si se compara esta grafica con la de crecimiento microbiano,
a las 20h el sistema se encuentra en estado estacionario estable, asi mismo, es evidente
la similitud entre ambas figuras, lo que permitiria conjeturar que salvo el desfase entre
ambas en tiempo, seria posible hacer seguimiento de apariciéon de biomasa empleando el
experimento expuesto en este trabajo, que hasta donde se sabe no tiene un equivalente en
la literatura especializada, por lo cual el campo de posibilidades es inmenso dado que no
es un método invasivo y aparte bastante econémico. El desfase en tiempos, tarda mas en
alcanzar el estado estacionario el voltaje de celda que la concentracion de biomasa, puede
deberse al hecho que en el caso de la determinacion de peso seco, este se realiza sobre el
total de la muestra homogeneizada, mientras que en el caso del potencial de celda, se debe
esperar a que haya colonizacion del electrodo para poder apreciar cambios en la senal,
por tal motivo se sugiere que en experimentos posteriores se deje el electrodo sumergido
en el medio de cultivo inoculado por al menos 24h y posteriormente, emplear este a su
vez como inoculd del reactor o sistema a analizar de tal manera que se garantice un grado
de cobertura minimo en el electrodo, lo que tedricamente reduciria la diferencia temporal
entre los dos casos analizados y de esta forma permitiria a este ensayo convertirse en una
nueva técnica de hacer seguimiento a bioreactores, obviamente es necesario establecer una

relacién voltaje de celda, concentracion de biomasa lo cual se pudiera hacer de forma ex-
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perimental mediante una curva de calibracion o abordarlo desde un punto de vista tedrico

como se vera mas adelante.
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Respecto del comportamiento electroquimico de estos dispositivos, es claro que su tra-
bajo como celdas galvanicas es cuestionable, ya que, a la luz de la teoria es necesario que el
anodo sea el lugar donde se produzca la oxidacion, por lo cual tendera a acumular cargas
negativas y en este caso el electrodo con potencial positivo es el grafito, lugar que en teoria
seria el predilecto para crecer por parte de las bacterias, ya que posee alta porosidad y
baja toxicidad en comparacién con un metal como lo es el platino, asi mismo, como ambos
electrodos estan sumergidos en el mismo medio es dificil establecer que especies se oxidan
y se reducen, en este caso tedricamente el Oy deberia estarse reduciendo en el platino, sin
embargo esto parece no estar sucediendo, como se vera mas adelante en las voltametrias
ciclicas exploratorias.

En la figura 4.13 se puede apreciar las densidades de corriente y potencia, la importancia
de estas variables radica en que finalmente es el flujo de electrones y la potencia lo que
permite dimensionar la relevancia energética de las celdas de combustible microbianas, asi
como la posibilidad de escalar este proceso, para una aplicaciéon industrial o domestica,
en este sentido el méximo alcanzado fue de 0.2mW/m? o 2.1mW/m?® para un volumen
de trabajo de 75ml, comparando esto con algunas celdas que emplean glucosa pero de
doble cdmara o cdtodo al aire, por ejemplo Oliveira [56] reporta una densidad de potencia
de 1.4W/m3 lo que pone de manifiesto una diferencia marcada debido a que en el caso
de los Erlenmeyers la disponibilidad de un agente reductor no es tan clara, mientras que

en las celdas con catodo expuesto al aire este siempre esta presente garantizando que el
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catodo no controle, sin embargo desde un punto de vista econémico las celdas de camara
sencilla no requieren Nafion”™ | lo que reduce enormemente su costo, por lo cual habria
la necesidad de realizar un analisis de factibilidad con el fin de establecer la viabilidad

econémica de uno y otro dispositivo. Esto se sugiere para un trabajo posterior.
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En el caso de las celdas de camara sencilla los resultados pueden apreciarse en la 4.5,
alli es evidente un comportamiento completamente distinto, o mas que distinto contrario
a lo visto en el caso de los Erlenmeyer, la razén es que aqui la reaccién de reduccién es
mas simple O, + 4H+ — 2H50, en donde los H4, son transportados por la membrana

polimérica de NAFIONTM

De nuevo comparando con Oliveira, se ve una mejora significativa en la densidad de
potencia que para este caso, alcanza un valor pico de 0.034W /m3, mucho mejor que para
el caso del Erlenmeyer, pero aun lejos de los valores pico reportados, parte de esta ultima
diferencia radica en que la cepa empleada para los ensayos reportados, es una anaerdbica
estricta, que puede ser Shewanella. spp o Geobacter.spp, lo cual desde un punto de vista
practico en aras de tener una aplicacién comercial es completamente alejado de la reali-
dad, ya que a parte del hecho que para este tipo de cepas el oxigeno es toxico, el sustrato
empleado es altamente complejo y enriquecido con minerales traza tal como lo reportan
Lovley [58] y Logan [5] lo cual hace de este tipo de tecnologia altamente costosa. Gracias
al proyecto CITEN-EPM UNAL, ha sido posible adquirir varios de estos compuestos por

lo cual se puede dar fe de esto ultimo.
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4.1.3 Voltametria Ciclica Y Electrodo de Disco Rotatorio

La voltametria ciclica o voltamperometria, es una técnica disenada para realizar estudios
de oxido-reduccién, mecanismos de reaccién asociados a especies redox y para determinar
propiedades electroquimicas de un medio, para esto se aplican barridos de potencial tanto
de oxidacién (hacia potenciales positivos) como de reduccién (hacia potenciales negativos)
y se observa la respuesta en corriente del sistema, es decir, si un potencial en particular
propicia una reaccion esto se vera reflejado en un cambio en la corriente y generalmente
este tipo de comportamiento es tinico para cada uno de los elementos quimicos. Por esto,
idealmente se espera que cuando el barrido cambie de sentido ocurra la reacciéon opuesta,
esto es sinonimo de equilibrio quimico.

En el caso de las celdas de combustible microbianas es interesante conocer en que po-
tenciales pudiese haber algin tipo de oxidacion, ya que es precisamente este tipo de
reacciones las que propiciaran el flujo de electrones requerido para funcionar como gener-
ador eléctrico, en la figura 4.6 se aprecia el resultado de una voltametria ciclica aplicada

al medio de cultivo inoculado con E.cols.
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En esta se aprecian picos de oxidacién cercanos a -0.2V y 0.2V respecto de Ag/AgCl, al

aplicar estas técnicas a microorganismos se debe tener cuidado de no sobrepasar los 0.9V

dado que esto podria provocar rupturas en las células [59], mas adelante se mostrara un

ejemplo puntual de esto. Este par de potenciales, irreversibles ambos ya que no presentan

su contra parte cuando se realiza el escaneo en forma inversa dan a entender la presencia

de procesos oxidativos, probablemente metabdlicos dado que como se menciono no existe

un par redox detectable por el potenciostato, este comportamiento puede deberse en parte

a un andlogo del complejo Q citocromo ¢ oxidasa . Otra posibilidad tiene que ver con una

adsorcién de glucosa y su posterior oxidacion (gluconolactona) en el electrodo auxiliar que

posteriormente evite un segundo proceso oxidativo por apantallamiento (modificacién del

IEsta teorfa se debe Maria Yepes, asesor de este trabajo
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electrodo), muestra de esto puede ser los posteriores barridos en los cuales desaparecen
estos picos ver figura 4.7; en total se realizaron 20 barridos en los cuales solo los dos

primeros presentaron este comportamiento.
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Figura 4.7: Voltametria ciclica realizada a FE.coli Tercer y Quinto Barrido

Una de las preguntas claves a la hora de modelar este sistema se fundamenta en la
pregunta, ;Cuantos electrones son transferidos al electrodo?, para resolver esto se recurrio
al electrodo de disco rotatorio, el cual se fundamenta en el desarrollo de Koutecki - Levich
que consiste en la solucién de la hidrodinamica del electrodo de trabajo; un disco que
rota a muy alta velocidad. Esta técnica es util para estudiar la cinética y los mecanismos
de reaccién electroquimicos para una semirreaccion, la determinacion de los parametros
electroquimicos se realiza mediante las graficas de Koutecki-Levich, en las cuales se grafica

1/i; Vs w™'/2 y posteriormente se reemplazan los datos de la pendiente y el intercepto en
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la ecuacion:

1 1 1

ip i t 0.62nF DB AC % /o1 /2

(4.1)

n: Numero de electrones.

A: Area del electrodo (cm?).

D: Coeficiente de difusién (cm?/s).

C*: Concentracion en el seno del fluido (mol/ml).

v: Viscosidad cinemética (cm?/s).

w: Velocidad angular (s7!).

F: Constante de Faraday 96485.34 (C/mol).

En este caso, el experimento se llevo a cabo, sumergiendo el electrodo de disco rotatorio
en una soluciéon con alta concentracién de células y medio de cultivo, se dejo 24h en
incubacion a 35°C y posteriormente se reviso si hubo colonizacién en el disco de carbon

vitreo ver figura 4.8.
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v

Figura 4.8: Vista superior del Electrodo de Disco rotatorio a 10x Estereoscopio

Olympus™

Como se puede apreciar en esta grafica el electrodo presenta multiples capas opacas,
normalmente este electrodo es brillante, lo que indica la presencia o formacién de biopelic-
ula asociada a las bacterias alli inoculadas en muy alta concentracién. Una vez certificado
esto, se procedié a realizar barridos lineales a diferentes velocidades de agitacion desde
500rpm-3000rpm, con el fin de determinar la corriente limite, es decir aquella que pre-
senta un nivel constante sin importar el potencial (estado estacionario), este experimento
se realizo por duplicado en dos muestras de F.coli los resultados de este ensayo se pueden

ver en la figura 4.9 ¢



4.1. RESULTADOS EXPERIMENTALES

EDR1A EDR2A EDR3A EDR4A EDR5A EDR6A EDR7A
+4.5

Current,uA

T T
o +0.1 *0.2 0.3 +0.4 +0.5 +0.6

Potential,VvV

E = +592.2mV i = -6.516e-007A

(a) Barridos Lineales en Disco Rotatorio para Diferentes

Velocidades

EDR7A.BIN

I | | | |
(o] +0.1 +0.2 +0.3 +0.4 +0.5

Potential,\Vv

(b) Barrido lineal 2000rpm

Grafica Koutecky - Levich

—-—04v
—— Lineal (0.4v)
——05

n

Lineal (0,5v)

= 27364521877 + 01582250147
= 09881908673

00 006 007 008 000 01 o1 012 013 014 015

1he(12)

(¢) Gréfico de Koutecki Levich

Figura 4.9: Gréficas Disco Rotatorio y Koutecki Levich



66 4. RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de la pendiente del grafico de Koutecki-Levich y reemplazando en 4.1 fue
posible encontrar que el numero de electrones transferidos es 3.4 + 0.7, este dato hasta
donde se conoce, no ha sido reportado en la literatura, muchos de los modelos existentes
de celdas de combustible asumen entre 2 y 4 electrones dependiendo del tipo de microor-
ganismo, esto se debe a que parten de bacterias anaerdbicas estrictas, en este caso se
trata de una bacteria facultativa, por lo que el mecanismo de transferencia esta atado a la
presencia de oxigeno, por lo cual en condiciones mixtas, es decir, regiones bajas de oxigeno
combinadas con regiones de disponibilidad de este, la generacién de electrones no es del
todo clara, de igual forma, el hecho de que el numero de electrones no de exactamente un
entero implica la presencia de fendmenos de alta complejidad. Para un trabajo posterior,
se sugiere el modelado de la concentracion de oxigeno en una celda de combustible micro-
biana de catodo al aire y su influencia en la generacién de corriente eléctrica, acompanado
de un trabajo experimental encaminado a determinar precisamente esta relacién, medi-
ante la oxigenacion y desoxigenacion de la celda microbiana, observando la respuesta en

corriente.

4.2 Simulacion

4.2.1 Supuestos del modelo

e Flujo Turbulento, en el seno del fluido.
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e Concentracién de sustrato en exceso.

e Regién de trabajo: Interfaz electrodo-microorganismos.

e Crecimiento Microbiano en Fase Estacionaria.

e En el caso del modelo termodinamico, conveccion mucho mayor que difusién.

e Los efectos del transporte electrénico se omiten debido a se suponen mucho mas

rapidos que la velocidad de reaccién y difusion.

e Se omiten los efectos de reaccion quimica en el seno del fluido.

e La suposicién de estado estacionario pese a ser un sistema cerrado, se debe a que
el volumen de control se toma entorno a las inmediaciones del sistema electrodo
microorganismos, para este caso el sistema es abierto, dado que hay flujos alli. 2

En el grafico 4.10 se aprecia de forma general, la region de la celda que se desea

modelar.

En el texto se demuestra en funcién del conjunto adimensional F(Re,Sc,Sh), la conveccién es dos ordenes de magnitud mayor que la

difusién, Sh >> 1
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Reaccion $
Quimica

dC(0,t)/dt=r

onnn ap opjed

C(x,00)=Co

Figura 4.10: Esquema del Sistema Electrodo-Microorganismos

La expresién r (velocidad de reaccién), se toma segin la cinética de consumo de

sustrato del organismo de interés, en este caso la obtenida para F,coli.

4.2.2 Descripciéon del Modelo

Para este objetivo se recurri6é al interprete de C++, denominado FreeFem++, el cual
retne las librerias necesarias para abordar problemas de ecuaciones diferenciales parciales
empleando el método de los elementos finitos, el problema a abordar aqui, consiste en

la determinaciéon de un perfil de concentracién en la celda de combustible microbiana de
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catodo expuesto al aire, concretamente un problema de difusién-reaccién, sin embargo y
con el fin de utilizar esta herramienta informatica fue necesario adentrarse en el calculo
variacional, debido a que FreeFem++, solo admite problemas descritos mediante formu-
lacién débil [66].

Bajo esta 6ptica los problemas se deben representar mediante una forma bilineal a(u,v),
una forma lineal 1(t,v) y posiblemente una condicién de frontera a esto se le denomina
formulacién variacional o forma débil de una ecuacion diferencial parcial. Otro aspecto
importante, es demostrar que en efecto los efectos difusivos son pequenos en comparacion
con la conveccion, en ese sentido se trabajara, suponiendo que la difusiéon es importante
y al final de este capitulo se compararan ambos modelos, con y sin difusién, permitiendo
concluir, si es importante o no.

Si v es una funcién de prueba nula en un espacio T4 el borde © se separaen Y,y T, tal
que su interseccion sea el conjunto vacio y su unién sea el borde mencionado, entonces la

ecuaciéon diferencial parcial en =

—V.wVe=f (4.2)

se puede representar como sigue:

- /: V.(wVe)vdé = / wVv.VedE — / vk—dv = / Jo (4.3)

Mientras que el producto:

Ocov  OcOv

Vou.Ve = (8x O + a—ya—y

(4.4)
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Lo anterior para un sistema bidimiensional, en general FreeFem++ esta disenado para
resolver problemas en diferencias finitas bidimensionales, si bien posee rutinas para re-
solver problemas volumétricos mediante voliimenes finitos, estos algoritmos aun no estan
bien depurados. Continuando con la representacion de PDE en forma débil, se tiene lo

siguiente:

@_ —au+g
on k

Oc / /
— vk— = acy — bv 4.6
/T on T T ( )

4.6 es la forma débil de las condiciones de frontera, finalmente

/EkVU.Vcdf—i-/Tacvdv—/Efvdg—i—/Tbvdv (4.7)

Dicho lo anterior ahora si es posible describir el problema de difusion reacciéon en forma

(4.5)

Entonces

variacional. Sea

—=V.D 4.
5 V.DVc+ R, (4.8)
con
C(0,z,y) = Cp Condicion Dirichlet (4.9)
t
9C(t a,y) = Rz Codicion Neumann (4.10)

ot

Esta ultima condicion de frontera le indica a la PDE que a partir de cierta distancia en x,
donde se encuentra ubicado el electrodo hay reaccién quimica, de igual forma se procede

para las demds condiciones de frontera asociadas al electrodo?.

7m?

3La difusién se tomo igual que para los anteriores apartes de este trabajo es decir D=7 x 10~ <
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En este caso R, es la ecuacion de velocidad obtenida experimentalmente.
C(oo,z,y) =0 (4.11)

De lo anterior se deducen cosas interesantes, la mas relevante quizas, tiene que ver con
el hecho de que para describir bien el problema, se requiere una gran cantidad de condi-
ciones de frontera, en el caso de 4.10 se debe indicar todas las posibles combinaciones
del par (x,y) tal que exista reaccién quimica, aca solo interesa lo que ocurre en el &nodo
microbiano, por lo tanto el problema se simplifica a solo el transporte de glucosa desde
las regiones adyacentes al electrodo, hasta la superficie en donde se supone esta comple-
tamente cubierto de microorganismos. El calculo variacional simplifica enormemente esto
como se vera a continuacién, ya que las condiciones de frontera se transforman en una

sola integral que barre toda la superficie del electrodo.

OcOv  OcOv 0%c d%c
pLdy | gedt _
/ch—l—dt (8xax+8y8y)+/y

finalmente el algoritmo para resolver el problema, consta de tres partes, primero se de-
finen los elementos finitos necesarios para describir el sistema, esto se realiza mediante
el planteamiento de ecuaciones parametricas que describan la situacién, en este caso, un

cilindro con un electrodo rectangular sumergido ver 4.11
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Figura 4.11: Malla generada por FreeFem++ para la MFC

En esta se cuenta con un total 14363 elementos finitos y 7732 vértices. El coédigo para

generar esta malla se presenta a continuacion:

border a(t=0.055,0){x=0;y=t;label=1;}\\
border b(t=0,0.065){x=t;y=0;1label=1;}\\

border c(t=0,0.055){x=0.065;y=t;label=1;}\\
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border d(t=0.065,0.0375){x=t;y=0.055;1label=2;}\\
border e(t=0.0375,0.0275){x=t;y=0.055;1abel=2;}\\
border f(t=0.0275,0){x=t;y=0.055;1label=2;}\\
border g(t=0,0.033){x=0.0275;y=0.055-t;1label=3;}\\
border h(t=0,0.01){x=0.0275+t;y=0.022;1abel=3; }\\
border 1i(t=0,0.033){x=0.0375;y=0.022+t;label=3;}\\

int n=50; Numero de elementos finitos en la fronteral\

mesh Th=buildmesh(a(n)+b(n)+c(n)+d(n)+e(n)+f(n)+g(-n)+h(-n)+i(-n));\\

plot (Th,wait=1);\\

Th, es el espacio que contiene toda la informacién del sistema.

La solucion del problema se separa en dos partes, un algoritmo iterativo para resolver la
parte evolutiva de la ecuacién es decir cuya variable independiente es el tiempo, aqui se
emplea diferencias finitas y para la parte espacial se emplea elementos finitos. fespace
Vh(Th,P1); Define el espacio y el tipo de elementos finitos en este caso lineales y contin-

uos a tramos del tipo P1

Vh u,v,uu,fx,gx,co; Se definen las variables en este sub espacio\\
real dt = 1, mu = 7e-3 (Coeficiente de Difusién),z;\\

problem dco(u,v) =\\
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int2d(Th) ( uxv + dtxmu*(dx(uw)*dx(v) + dy(u)*dy(v)))\\

+ int2d(Th) (- uwuxv - dtxfxxv )\\

+ on(1,2,u=2) Concentracién inicial de glucosa (g/1)\\

+ on(3,u=gx);\\

real t = 0;\}\\

uu = 2;//gml\\

ofstream ff("conce.dat"); Almacena datos de un punto especifico de la malla\\

ofstream gnu("cur.dat");\\

ofstream alpha("cur2.dat");\\

ofstream omega("cur3.dat");\\

for (int m=0;m<=2500;m++)\

N\

t=t+dt;\\

$£x=0;$ No interesa la reaccién quimica en otra regién que no sea ele electrodo \\

$gx = (9e-5%t~3-0.0024*t72-0.0161*t+1.9833) ;$Esta es la ecuacién obtenida mediante expe:r
dco;\\

co=-u(0.028,0.02)*3%x96485.34%0.230/ (t*180.1%7.81) Ecuacién de Faraday para determinar 1l:
ff<<u(0.028,0.02)<<endl; rutinas para capturar datos en puntos especificos de la malla\\
gnu<<u(0.028,0.03)<<endl;\\

alpha<<u(0.028,0.04)<<endl;\\
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omega<<u(0.028,0.05)<<endl;\\

plot(Th,u,fill=1,value=true,wait=false,nbiso=10);\\

Como se puede apreciar, el coédigo sigue una légica y sintaxis similar al lenguaje de pro-
gramacion C++, lo cual le da a FreeFem++ una ventaja en cuanto a velocidad de proce-
samiento, pero una curva de aprendizaje mas lenta en su desarrollo, sin embargo al tratarse
de software libre, compensa el tiempo invertido en su comprension con un completo y ab-

soluto manejo de la licencia.

4.2.3 Resultados de la Simulaciéon

A continuacién se presentan los resultados obtenidos de la simulacién con FreeFem++,
primero un grafico de nivel que es la forma de visualizacién estandar para el software y

posteriormente un perfil del mismo, con el fin de hacer mas comprensible los resultados.
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Figura 4.12: Gradiente de Concentracion (g/1)

En la gréafica 4.12 se puede apreciar una distribucién uniforme de concentracién y una
cierta autosimilaridad y simetria en la solucién, no es de extranar dado que el sistema
es cilindrico, esto de cierta manera concuerda con lo esperado de este tipo de ecuaciones
diferenciales parciales de tipo evolutivo, asi mismo, desde el punto de vista numérico se
tiene una solucién consistente con lo experimental, en el sentido que las zonas azul clara,
hace referencia a las moléculas de glucosa que no fueron consumidas por los microor-
ganismos, mientras que las zonas naranja, presentan una disminucién de 0.5g/1 desde la

concentracion inicial. El perfil de concentraciéon que se aprecia esta asociado con una
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evolucion del sistema durante 25h, el tiempo de computo fue 9.69s, cabe aclarar que el
comportamiento apreciado, parte del hecho de suponer, que la mayor concentracién de
microorganismos se encuentra en el electrodo, si se compara esta simulacién con los datos
obtenidos experimentalmente, ver curva de consumo de glucosa 4.2 en ambos casos la
concentracion ronda los 1.5g/1, en el caso de la corriente generada en el electrodo esta se
predice mediante la aplicacién de la ecuacion de Nernst y los datos de la concentracion

de glucosa entregada por la simulacion y los datos de la curva de crecimiento.

F(A/m?) = (Brequccion — (8, 3144721/ (nF)) * Ln(veys)/(Rr X Actectrodo) (4.13)
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El perfil para la densidad de corriente puede apreciarse en:
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Si se compara este con el perfil de corriente hallado experimentalmente y con la curva
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de consumo de glucosa
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Se puede apreciar un comportamiento similar y unos valores de corriente del mismo
orden, obviamente existe un error inherente asociado, a que muchos de los procesos de
transporte de carga aun son inciertos, para poder obtener una mejor prediccion, es nece-
sario ahondar mas en los mecanismos de transporte de electrones en células adheridas a
electrodos.

A continuacién se plantea una simulacién de la hidrodinamica del sistema MFC agitador
orbital, con el fin de dar validez a los supuestos planteados en secciones anteriores, donde
se asume que el medio tiene una distribucién homogénea de velocidades haciendo que la
concentracion en el reactor sea de igual forma homogénea.

Para esto se resolvié la ecuacién de Navier-Stokes, dado que el sistema tiene agitacion
constante, se asumié estado estacionario y fluido incompresible, el medio de cultivo tiene
unas caracteristicas fisicoquimicas similares a las del agua. En ese sentido la ecuacién de

N-S quedaria de la siguiente forma:

O, Ov, v, 0%,

- —— —) = 4.14
p(U Ox +Uy ay) ,u( (93:2 + ayg ) ( )
este es el balance de momento para el eje x, para el eje y se tiene que:
vy vy o*v,  0%v,, ~ OP
— —Yy = -— 4.15

Las condiciones iniciales y de frontera que se asumieron fueron, velocidad en las pare-
des del recipiente, electrodo iguales a cero, velocidad inicial en x, v = 0.2m/s este valor

es resultado de transformar la velocidad angular en lineal, para este caso w=120rpm,
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velocidad inicial en y cero. El algoritmo a continuacién presenta todos los detalles a con-
siderar, asf mismo los valores de viscosidad y densidad tomados aquf fueron p = 0.8V-%/ mz,
p = 1000kg/m? respectivamente fespace Xh(Th,P2); Definicién de elemento finito para
las velocidades en este caso P2, es decir funciones cuadraticas continuas por tramos
fespace Mh(Th,P1); Similar al caso anterior funciones lineales

fespace Vh(Th,P1);

Vh u,v,uu,fx,gx,co;

Xh u2,v2;

Xh ul,vl;

Mh p,q;

solve Stokes (ul,u2,p,v1,v2q,solver=Crout) = Este comando resuelve la ecuacién de
Stokes

int2d(Th)( ( dx(ul)*dx(vl) + dy(ul)*dy(v1l)

+ dx(u2)*dx(v2) + dy(u2)*dy(v2) )

- p*¢*(0.000001)

- p*dx(vl) - p*dy(v2)

- dx(ul)*q - dy(u2)*q

)

+ on(2,3,ul=0,u2=0)

+ on(1,ul=0.2,u2=0); Condiciones de velocidad inicial x,y
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Xh psi,phi;

solve corriente(psi,phi) = Se construyen las lineas de corriente

int2d(Th)( dx(psi)*dx(phi) + dy(psi)*dy(phi))

+ int2d(Th)( -phi*(dy(ul)-dx(u2)))

+ on(2,3,4,psi=0)

+ on(1,psi=0.2);

int j=0;

real nu=1/(0.8/1000.); viscosidad cinemética

real dt=0.1;

real alpha=1/dt;

real mu = 0.0008;

Xh upl,up2;

problem NS (ul,u2,p,vl,v2,q,solver=Crout,init=j) = Crout Es una descomposicién de
matrices en Triangular Superior e Inferior, es decir una descomposicion LU

int2d(Th)( Forma variacional de la ecuacién de Navier-Stokes

alpha*( ul*vl + u2*v2)

+ nu * ((dx(ul)*dx(vl) + dy(ul)*dy(vl)

+ dx(u2)*dx(v2) + dy(u2)*dy(v2) )

- p*q*(0.000001)

- pHdx(vl) - p*dy(v2)
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- dx(ul)*q - dy(u2)*q

)

+ int2d(Th) ( -alpha*

convect([upl,up2],-dt,upl)*vl -alpha*convect([upl,up2|,-dt,up2)*v2 ) en esta parte se
soluciona la no linealidad asociada a la conveccién, con el comando convect

+ on(1,ul=0.21,u2=0)

+ on(2,3,ul=0,u2=0);

ofstream ff(”navier.dat”);

for (j=0;ji=10;j++)

ffjipsi(0.03,0.02)jjendl;
upl=ul;

up2=u2;

NS;

if (1 % 10))
ffjipsi(3,0.5)jjendl;

plot(coef=0.2,cmm=""[ul,u2] and p ”,p,[ul,u2],value=1,fill=1,nbiso=10);

En la figura 4.14 se puede apreciar la solucion del sistema planteado, es de notar
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la coherencia con las condiciones de frontera planteadas, es decir velocidad cero en las
paredes y el electrodo, asi mismo se evidencia una amplia regién donde el campo de
velocidades es homogéneo (regién verde), lo cual concuerda con lo esperado, la regién
del electrodo (amarilla y naranja) presenta un campo de velocidad bajo, esto coincide
con la vorticidad en ese punto cuando se realiza la agitacion orbital, mas evidencia de lo
anterior se puede encontrar mas adelante, donde se resuelve este sistema en coordenadas

cilindricas por otro método.
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Figura 4.14: Perfil de Velocidad (Grafico de Nivel) Navier-Stokes

Otra aproximacion a este problema se realizo usando scilab y encontrando un perfil de

velocidad pero sin electrodo en 4.15 se puede apreciar el comportamiento parabdlico de
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este sistema, para lograr lo anterior se planteo el problema en coordenadas cilindricas y
posteriormente se soluciono mediante un script para scilab. La ecuacién en coordenadas

cilindricas que describe este sistema es:

dv, U 0%v,  pov, 0%, Uy

Ur or r —H or? r Or or? 'uﬁ

(4.16)

con condiciones iniciales v(0) = 0y v/(0) =0

El script se senala a continuacion:

v=1002e-3; viscosidad dinamica
10=100*20*%pi*R/60*1e-2; Determinacién de la velocidad lineal
deff([ff] = f(r,u) ff = =(uo/(vraxr))—((v—rxu(l))/(vraxr))«u(2)+ (u(l)/(ax
7?))’); definicién de funciones
def f(ldf f] = df (r,u)') df f = [((r=u(2))/(vxaxr))+(1/axr?), (reu(l) —v)/(vxaxr)]);
deff("[gg] = g(in) ",[gg=[u(1),u(2)]’ gg=gg(i)’]);
deff(’[dgg] = dg(i,u)’,['dgg = [1,0;0,1)';'dgg=dgg(i,:)]);
deff(’[u0,dul] = guess(r)’ , ['u0= 0’, 'du0 =0’]); condiciones iniciales
n=1;m=[2];fixpnt=0;rL=0;rR=R;Dr=0.01;Tamano de paso
ipar(3)=1;ipar(4)=2;ipar(5)=10000000;ipar(6)=20000000;ipar(7)=1;ipar(1)=1;
ltol=[1,2];
tol=[0.1,0.1]; error méximo tolerado

u=bvode(r,n,m,rL,rR,zeta,ipar,ltol, tol fixpnt,f,df,g,dg,guess); Rutina para solucionar E.D.O
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de orden superior.
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Figura 4.15: Perfil de Velocidad (Gréafico de Nivel) Navier-Stokes

Nuevamente se muestra que la maxima velocidad se encuentra a medio camino entre
el electrodo y la pared (la coordenada r=0, comprende la superficie del electrodo), a
diferencia de la simulaciéon usando FreeFem-++ que resuelve la ecuacion de Navier-Stokes

completamente, este modelo no tiene en cuenta todas las posibles condiciones de frontera
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en el electrodo, sin embargo es un buen punto de partida para una simulacion o por que
no, para tomar decisiones respecto de un diseno. La intencién de hallar la hidrodinamica
del sistema era justificar lo planteado en el modelo termodindmico, en el cual no se tuvo
en cuenta el transporte de materia hacia el electrodo, dado que se asumid, reactivo en
exceso y continuo suministro de este debido a la agitacion como se mostré en 4.2.3, por

lo cual se procedi6 a analizar el acople, afinidad quimica, potencial.

4.3 Modelo Termodinamico Lineal de No equilibrio

4.3.1 Supuestos del modelo

Corriente del fluido perpendicular al electrodo.

Flujo Turbulento, en el seno del fluido.

Concentracion de sustrato en exceso.

Region de trabajo: Interfaz electrodo-microorganismos.

Crecimiento Microbiano en Fase Estacionaria.

En el caso del modelo termodinamico, conveccion mucho mayor que difusion.

Los efectos del transporte electronico se omiten debido a se suponen mucho mas

rapidos que la velocidad de reaccién y difusién.

4
En el texto se demuestra en funcién del conjunto adimensional F(Re,Sc,Sh), la conveccién es dos ordenes de magnitud mayor que la
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4.3.2 Descripcion del Modelo

Partiendo del balance de entropia descrito en el capitulo de termodinamica del no equi-

librio, es decir,

dS = dS, + dS; (4.17)

y teniendo en cuenta que dS., dS; hacen referencia al cambio de entropia asociado a
los flujos y fuerzas externos e internos del electrodo microbiano respectivamente, para el
caso puntual de la celda de combustible microbiana, la variacién interna en la entropia
esta asociado a los procesos metabdlicos del microorganismo, como se menciono en la
metodologia, se empleo Escherichia coli, la eleccién radica, en la simpleza del manten-
imiento de esta cepa y en lo ampliamente estudiada, erroneamente se le menciona como
un organismo simple por algunos autores, cosa alejada de la realidad ya que a la fecha y
a pesar de haber sido secuenciado todo su genoma, algunas de sus funciones metabdlicas,
relacionadas con el transporte de electrones y el catabolismo, no se entienden bien o sim-
plemente se desconocen, ejemplo de esto es el complejo citocromo bd-II, para el cual aun
se debate su rol metabdlico, asi como su capacidad de generar fuerza protén motriz (PMF)
[50].

Tomando como referencia el trabajo de (Kumar, et al)[37] quien plantea por ejemplo un
acople entre el potencial electroquimico de catabolismo y anabolismo, no sin antes senalar

que si ambos flujos fueran de magnitud similar, el sistema no estaria fuera del equilibrio

difusién, Sh >> 1
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esto porque en su desarrollo los seres vivos estan sometidos a continuos cambios de su
entorno, desencadenando esto modificaciones a nivel genético, esto es, expresion de genes
bajo presion con el fin de sobrevivir, si el equilibrio entre estos dos estados fuera perfecto,
dicha presién no desencadenaria una respuesta inmediata, sino que deberia dar comienzo
a la elaboracién de ATP, de tal forma que se puedan llevar a cabo los procesos de sintesis
al interior de la célula una vez acumulada la energia necesaria, dicho margen de tiempo
entre la produccion de energia y la elaboracién del metabolito, podria implicar la muerte
del organismo, lo cual haria de este supuesto equilibrio una caracteristica no deseada y
posiblemente no heredada por la siguiente generacion, de alli que se considere un ligero
desacople entre estos dos potenciales en favor del catabolismo, con el fin de garantizar
una reserva energética permanente, en otras palabras ficatabotismo > Manabolismo

Para representar las fuerzas impulsoras que permiten la reaccion quimica, la termodinamica
del no equilibrio, recurre al concepto de afinidad quimica que no es mas que una forma

practica de representar el potencial electroquimico es decir:

0

donde 1 es el coeficiente estequiométrico de la i-esima reaccién y £ = M

es el avance
de la reaccion. Teniendo en cuenta lo anterior y partiendo de la forma local de la ecuacion

de Gibbs, se tiene

du="Tds —pdv+ Y ANy (4.19)
A
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Reemplazando en 2.10 separando el sistema entre los fenémenos de transferencia que
ocurren al interior del fluido d.S y los que transcurren en el danodo microbiano d;S se

tiene que:

du 1
© = ——1II: Az
7 p Vo + ;

dc;
a1

(4.20)
Reemplazando 4.20, 4.17 en 2.19 considerando la no existencia de fuerzas no conservativas

y tomando Fj, = mw?r es decir la fuerza centrifuga de agitacion:

ds. 1 o1 1
=7V ;“m — 5l Vo — Z J; A, (4.21)

Esta ecuacién, representa el cambio en la entropia en el fluido, en concreto, la acumulacion
de irreversibilidad asociada al movimiento de las particulas debido a la agitacion mecanica
y a la reaccién quimica asociada a los microorganismos presentes en el fluido y que no se
adhirieron al electrodo, no se incluyeron los términos asociados al gradiente de temper-
atura ya que las celdas se encuentran a temperatura y agitacién constantes, debido a que
el agitador orbital posee control de estas variables (Temperatura de trabajo 35°C +/- 1
@120rpm), por su parte la fuerza centrifuga esta asociada a la variacién de la velocidad
la cual al estar constante evita que este termino de generacion aparezca en la ecuacion,
en general la divergencia del flujo de entropia solo es funcién del transporte debido a gra-
dientes de potencial quimico (difusién) y reaccién quimica. La entropia asociada al calor
metabodlico y demés fuentes de energia térmica es cero debido al trabajo que debe efectuar

el agitador eliptico para mantener los pardametros de velocidad y temperatura constantes,
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dichas entradas y salidas de entropia en la celda quedan de cierta forma asimiladas por
el dispositivo quien es el que acumula la irreversibilidad (compensacién por trabajo). En

ultima instancia el cambio en la entropia se da en este caso por accion de flujos y fuerzas

exclusivamente djte = o, debido a que se omiten los efectos asociados a la difusion, ya

que como se mostrara a continuacién la adveccién es aproximadamente ochocientas veces
superior a la difusién, para esto se empleo una correlaciéon con el fin de determinar el
numero de Sherwood a partir del Reynolds y el Schmidt, que se conoce como la ecuacion
de Froessling esto es Sh = 24 0.552Re'/2Sc!/3 [51], se usaron los siguientes datos para el

calculo mencionado:
* Difusién de glucosa en E. coli: 7Tx1077™ [52]
* Viscosidad del medio de cultivo: 0.708z10732% [53]
* Densidad del medio: 1000:7% (se toma la del agua, el medio es esencialmente acuoso).
x Didmetro caracteristico (Didmetro del recipiente): 5.52107%m
x Velocidad del fluido: 120rpm ~ 0.31416"
Tomando el siguiente grupo de ntimeros adimensionales:

d
Re = %% = 921893 (4.22)

Se=—t —1180 (4.23)
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y de 4.22, 4.23 se tiene que:
Sh =24 0.552Re*2Sc!/? = 870.8 (4.24)

Esto es Sh > 1, por lo tanto se tiene un criterio solido para afirmar que en esencia la
materia se transporta por adveccién o conveccién [54], mejor aun, que la conveccién es
dos ordenes de magnitud superior a la difusién y por tal motivo se desprecia este tipo de
mecanismo de transporte en el lecho del fluido, para mas detalles ver la simulacion de la
dinamica de fluidos para este sistema en la siguiente secciéon. Por lo anterior 4.21 queda

de la siguiente forma:

ds 1
= Vv——ZJA (4.25)

Continuando con el balance de energia, pero esta vez en el electrodo y teniendo en cuenta

la naturaleza no conservativa de la transferencia de carga, se obtiene la siguiente ecuacion:

pdul dv

oc;
— J _
dt Vedg = ppgr

1
—1I:Vv+i(E+ V><B +ZA (4.26)

Suponiendo que las células se encuentran adheridas a la superficie del electrodo como
se menciono en el capitulo 1 mediante (fuerzas de Van der Waals inicialmente) y que
no hay ningin tipo de movimiento de las mismas (estado estacionario, cuando segregan
adhesinas), asi mismo se considera la no presencia de campos magnéticos apreciables, es
decir que el ultimo termino de la ecuacién 4.26 que hace referencia a la cantidad de energia

electromagnética que se transforma en energia interna solo tendré en cuenta el aporte del
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campo eléctrico E por lo tanto la ecuacion queda de la siguiente forma:

pdul — ZA dc; (4.27)

Tomando nuevamente a 2.19 como punto de partida se puede obtener el termino de cambio
de entropia para el electrodo, en este caso, F, = V¢ es decir el gradiente de potencial
eléctrico y su flujo asociado sera la corriente, en virtud del teorema de Curie, este flujo
solo se puede relacionar con fuerzas de su mismo orden tensorial para este caso "uno” y
asumiendo también que no existen cambios netos en la temperatura, volumen, presion y

velocidad.

dSZ' 1 de
p =~ Vi + V@——Zﬁ i (4.28)

Reemplazando 4.28 y 4.21 en 4.17, tenemos

ds 1 dc

priiat Y o —V¢z——ZJZA+ VZMka——H Vv——ZJA (4.29)

Comparando esta ecuacion con flif = —V.Js + o se concluye que:

1 .
Js = TV' zk:uk]k (4.30)

dc 1 1
- _wz -+ w i— — del o=l Vo — = Zk: Ji Ai, (4.31)

dado que la generacion de entropia es una relacion de fuerzas y flujos, es posible escribir
cada uno de los tltimos como combinacion lineal de coeficientes fenomenolégicos y fuerzas

como se muestra en 2.20, es decir J; = ), L;;F;, y teniendo en cuenta a 4.31 entonces se
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tiene el siguiente conjunto de ecuaciones que describen de forma global el comportamiento
de un anodo microbiano, aca solo se incluyen aquellos fenémenos que bajo el principio
de Curie pueden acoplarse, en este sentido no se incluyo el aporte del tensor de esfuerzo

viscoso y se tuvieron en cuenta tnicamente los campos escalares asociados.

GJ(A/m*)T = LysVd + Ly A (4.32)
r(mol/s)T = L, A+ L.,V¢ (4.33)

En lugar de tomar en consideracién tinicamente los flujos anabdlicos y catabdlicos como
en el caso de [37] Kumar, se empleo la energia libre de reaccién del sistema, esto a razén
de que el modelo planteado por este autor no tiene en cuenta otro potenciales quimicos
externos en su desarrollo, como por ejemplo el asociado a la reaccion de reduccion de O,
en tal sentido es mas practico el método planteado aqui.

Para este caso puntual, se tomara la afinidad quimica como A = AG,., esto es particular-
mente practico dado que se conoce bastante bien la ruta metabdlica empleada por E.cols,
en este caso Glicolisis, AGgicotisis = —78.4K J/mol [60], esto seria la media reaccion
del lado del anodo, para el catodo, se tiene la clasica reaccion de reduccion de oxigeno
Oy +4H* + 2e— = 2H,0 con un potencial de reduccién contra electrodo estdndar de
hidrégeno de 1.229V [61] pero si se tiene en cuenta que AG,equccion = —nF'E entonces
AG, = AGaiicotisis — AGreduccion = —18.4 — 1.229 % 3 % 96485.34 = —78.399996; asi mismo

V¢ = —FE, asumiendo que el electrodo es una placa plana entonces el campo eléctrico se
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puede calcular como £ = £ apuntando a cualquier posicién normal a la lamina [62] en
este caso, la densidad de carga superficial p, esta asociada a la cobertura de la lamina
por microorganismos, si se tiene que la lamina tiene un rea de 7.82cm? y una FE.coli
promedio tiene un drea de 0.2umaxlum = 4x1073m? [65], asumiendo que el electrodo
esta totalmente cubierto de F.coli, entonces el numero de total de células presente es
N = 7.82/(421071 % 100%) = 1.995210%celulas .

Si se toma como ecuacién empirica de E.coli C'Hy ggNg2200.5FPp.022 [63] lo que da un peso
molecular de 26g/mol, y teniendo en cuenta la ecuacién para crecimiento de biomasa
obtenida en la seccién anterior es decir Cx(g) = (4de—5t3—0.002t>+0.0338t—0.0374)2302x10~3
tomando un valor de tiempo correspondiente a estado estacionario y reemplazando en esta
ultima, se tiene: C'x(20h) = 0.0377476g, con lo anterior es posible calcular la carga de cada
célula asi ¢ = W% X 96485.34C /mol = 7x10 — 8C/celula, para poder calcular
el campo eléctrico es necesario determinar la permitividad eléctrica del medio, para ello
se midi6 la capacitancia de los dos electrodos sumergidos mediante un multimetro Fluke
en la celda por triplicado obteniéndose un valor de Cyeqio = 21.2uF + / — 0.2, por tanto
€= % = 218556.7 en donde la capacitancia del vacio se tomo como Clqpip = 0.0921nF
[62], por lo anterior y reemplazando en la ecuacién del campo eléctrico se tiene que este es
E = 0.2132056V/m, usando Nernst para representar la energia libre de reaccion se tiene

entonces que, AFE, = —78.4k.J/mol.

Reemplazando todo lo anterior en 4.32 y 4.33, tomando de la figura 4.13 el valor de cor-
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Figura 4.16: Diagrama de constantes de acoplamiento [64]

riente en estado estacionario para E.coli 1, es decir i = —0.065A/m?, as{ mismo r = 0 en

este caso, resolviendo para Ly, = —0.245/m?, as{ mismo, Lgs = 0.115./m.s, Teniendo en

cuenta el teorema de reciprocidad de Onsager, podemos afirmar que L,4 = Lg, por tanto

resolviendo para L. = 0.1941mol?/s. Determinados los coeficientes fenomenoldgicos, es
Ry,

posible recurrir a la ecuacion n = TR R = 0.37 nos dice que tan importante es el pro-

ceso cruzado en el flujo de carga, para este caso puntual, se puede apreciar del diagrama

4.16 [64]
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que este valor de acople se encuentra en la region transporte, esto indica que en lugar
de la reaccién quimica proveer electrones de manera sincronizada hacia el electrodo, esta
tomando electrones libres para su proceso metabdlico, quiere decir esto que el proceso en
cuestion es poco eficiente para generar energia eléctrica y que la mayor parte de la energia
libre se utiliza en los procesos propios de la célula.
Si se reemplaza Ly,, Ly en la ecuacién 4.32, y tomando un valor de tiempo que se
encuentre en la region estacionaria, para este caso t=20h, se tiene que la corriente predicha
por el modelo es i = 0.0614/m? mientras que la corriente medida de la grafica 4.13
fue de 0.065A/m?, lo que darfa una desviacién respecto de lo medido de %Error =
% x 100 = % x 100 = 6.15% lo que indica una buena correlacion.
Realizando el mismo calculo, para el ensayo E.coli 2 se tiene que iyegizo = —0.02A/ m?
Gealeulado = —0.0187958, dando esta vez un % Error = 6%, de nuevo existe una buena
correlacién, para el caso de los Erlenmeyer se tiene que Ieqizo = 0.07A/m? Laicuiado =
0.00027 para un %Error = 99%, este ultimo seria un dato escandaloso sino fuera por el
grado de acople para este sistema, 1 = %‘ﬁ;w =0.1
lo que indica que probablemente los supuestos realizados en este caso, no se cumplen,
como inicialmente se habia dicho, también es factible que como lo indicaba la voltametria
ciclica existe un fenémeno adicional presente (modificacion de la superficie del electrodo)

o simplemente no hay acople entre los dos fenémenos y la corriente medida se deba a otro

proceso que nada tiene que ver con los microorganismos.
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Finalmente la ecuacion para la densidad de corriente queda de la siguiente forma.

AG,

j 2y = 0.101V¢o — 0.182
JT(A/m*) = 0.101V¢ — 0.18 T

(4.34)

Este resultado, da cuenta de la importancia del fenémeno cruzado ya que es de similar
magnitud al directo, por lo cual un modelo de estos sistemas deben contener en su de-

scripcion estos fenémenos.
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Conclusiones

& Desde el punto de vista tedrico, queda en evidencia que en el caso de las celdas de
combustible con catodo abierto el potencial eléctrico y la reaccion quimica estan
acoplados, esto se puso de manifiesto cuando a partir de un dato teérico como lo es
el AG, de la glicolisis se pudo obtener valores de corriente similares a los medidos
en estado estacionario, lo que coincide con la evidencia experimental, la cual sug-
iere que existe una relacion entre la biomasa y la respuesta en potencial, si bien la
simulacion también arroja un perfil similar, este no coincide del todo con el com-
portamiento exhibido, lo que indica que el coeficiente cruzado L,4 esta ligado a lo
que ocurre en este sistema y es importante en su descripcién, esto indica que la
difusion no es tan importante, la razéon puede deberse a que la reaccion quimica
responsable del fendmeno de generacion eléctrica se encuentra en las capas exter-

101



102

5. CONCLUSIONES

nas, asi mismo el hecho de ser un sistema agitado y cuyas lineas de flujo estan
perpendiculares al electrodo, hacen que este aspecto sea de menor validez como se
mostré tanto en la simulacién, como en la determinacién del conjunto adimensional,
en ambos casos el resultado concluye que la conveccién es dos ordenes de magni-
tud superior a la difusién. A manera de especulacién pudiese ser, que exista una
relacion entre el L,4 y la especie de microorganismo, lo cual de ser cierto, permitirfa
establecer un mecanismo de seguimiento a ciertas especies que pudiesen tener algin
valor biotecnoldgico o médico, la estrategia para determinar este coeficiente ya fue
presentada en este trabajo. Lo que si parece no ser especulacion es el hecho de
que la respuesta en voltaje es similar al perfil de crecimiento microbiano, esto fue
particularmente cierto en los ensayos con los frascos Erlenmeyer, en los cuales casi
que a los mismos tiempos, quizas con un ligero desfase, las diferentes etapas del
crecimiento microbiano, estacionaria, lag, y exponencial quedaban registradas en la
tarjeta de adquisicion de datos, es decir cada una de estas etapas generaban una re-
spuesta proporcional en el voltaje medido. Queda para un futuro trabajo, encontrar
la relacién voltaje/biomasa con el fin de establecer una nueva técnica encaminada
a desplazar la engorrosa curva de peso seco y que al mismo tiempo permita realizar

un seguimiento en tiempo real de esta variable en por ejemplo un bioreactor.

En cuanto a la parte experimental, este trabajo permitié determinar el numero de

electrones transferidos empleando un electrodo de disco rotatorio (n= 3), el valor
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de esto, se fundamenta en que este es uno de los pocos trabajos en este campo y
que demuestra la necesidad de explorar ampliamente las técnicas electroquimicas
en sistemas bioldgicos en las cuales hasta ahora no hay una incursién de lleno, por
parte de los investigadores en biotecnologia, esto es particularmente cierto en el
caso de la Universidad Nacional sede Medellin. Quizas este trabajo pueda servir
de semilla para abordar problemas biolégicos desde una perspectiva diferente. Este
resultado permitird a otros investigadores, sugerir un mecanismo de reaccion, que
explique las razones de este valor. La mayoria de modelos de celdas de combustible
actuales, se describen mediante la transferencia de 2 o 4 electrones dependiendo del
organismo, sin embargo el fundamento de esto no es experimental, sino basado en
la interpretacion de algunas rutas metabélicas, lo cual puede ser erréneo si se tiene

en cuenta que en ocasiones no se conoce la funcién de ciertas enzimas.

Respecto de la simulacién, fue interesante explorar las bondades que ofrece un pa-
quete de software poco conocido en el medio como FreeFem++, el cual permitié
desarrollar un modelo para describir el gradiente de concentraciéon en un reactor
Batch como es el caso de la MFC, esta herramienta y los algoritmos aqui planteados
pueden extrapolarse a otro tipo de montajes y reactores biotecnolégicos pudiendo
en un futuro crearse una caja de herramientas destinada al diseno de estos disposi-
tivos, lo cual daria herramientas de peso para la eleccién de materiales y reactivos

previo al abordaje de un proyecto. Mucho trabajo y dinero se hubiese ahorrado si
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desde el principio se hubiera contado con esta herramienta previo a la convocato-
ria EPM-CIIEN de la cual este trabajo fue el fundamento y soporte para ganarla.
Los resultados de la simulacion, arrojaron algo similar al modelo termodinamico,
sin embargo, en este caso se tuvo en cuenta la difusién del azicar en la pelicula
del electrodo microbiano esto represento una desviacion mayor respecto del valor
obtenido experimentalmente, permitiendo concluir, que la suposicion inicial acerca
de la magnitud de la conveccion respecto del fenémeno difusivo es correcta en las
condiciones del experimento. KEs decir, aparentemente, la reaccion quimica y el
posterior transporte de electrones, se lleva a cabo en la superficie externa de los
microorganismos y es precisamente la velocidad de reaccion el factor controlante
dado que el modelo no da cuenta del transporte electrénico y sin embargo este no
parece ser importante la hora de describir el sistema, lo que permite inferir que los

supuestos del modelo son coherentes.



Recomendaciones

e Para futuros trabajos en este campo se recomienda, profundizar en el fenémeno de
transferencia de electrones, si bien el modelo aqui presentado, se ajusta bastante
bien a los valores obtenidos experimentalmente, no da una explicacion profunda de
este fenémeno, asi mismo el método para obtener la permitividad, debe ajustarse,
para explicar todos los fenémenos involucrados en la capa doble eléctrica, lo cual

puede lograrse mediante espectroscopia de impedancia electroquimica.

e Para un modelo mas realista de celda, es necesario contemplar la posibilidad de
una alimentacion externa, con el fin de mantener el dispositivo en zona exponencial,

maximizando de esta forma la densidad de potencia entregada.

e En este caso, al tratarse de un primer acercamiento a la tecnologia de celdas de
combustible microbianas, se empleo una cepa bacteriana cuyo metabolismo fuera

105



106

6. RECOMENDACIONES

ampliamente estudiado con el fin de simplificar el trabajo. Sin embargo, es nece-
sario explorar otras opciones que permitan mejorar aun mas el rendimiento estos
dispositivos, se recomienda el empleo de bacterias del genero Clostridium spp y
en el caso de acoplarse a un sistema de tratamiento de aguas, probar con bacte-
rias del genero Pseudomonas spp, cuyo potencial bioremediador, esta ampliamente

documentado.



ANEXO 1

Protocolo de DNS

DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES POR ACIDO 3,5 DINI-

TROSALICILICO (DNS), METODO COLORIMETRICO (Miller, 1959)

Reactivos:

* Solucién de DNS, 1%

* Solucién de tartrato de sodio y potasio, 40% (p/v): 40 g en 1L de agua desti-
lada, esta solucion estabiliza el color, también se le conoce como sal de Rochelle.

* Acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS), 1g

x Fenol: 2 g*

* Sulfito de sodio: 0.05 g

INota: El fenol es opcional solamente produce un efecto en la absorbancia, para casos en los que la

concentracién de azucares reductores es baja.
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* Hidroxido de sodio: 1 g

* Llevar a 1 litro de agua destilada

2

* Solucién de tartrato de sodio y potasio, 40% (p/v): 40 g en 1L de agua destilada,

esta solucién estabiliza el color, también se le conoce como sal de Rochelle.

Procedimiento:

Mezclar:

>

> 3 mL de la muestra a analizar

> 3 mL del reactivo de DNS

>

Calentar la mezcla a 90°C por 5 a 15 minutos para desarrollar el color rojo-café

*

Agregar en caliente 1mL de la solucién de tartrato de sodio y potasio al 40% p/v

>

Enfriar en bano de hielo hasta temperatura ambiente

* Medir la absorbancia a 575 nm.

Curva de calibracién Preparar soluciones patrones de glucosa de 0.125, 0.150, 0.20,

0.30, 0.35 mg/mL, a partir de una solucién de 0.35 mg/mL, mediante dilucién. Posteri-

2Recomendacién: disolver primero el hidréxido de sodio ya que el DNS disuelve mejor en medio &cido.
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ormente comparar la muestra problema con la curva de calibracion, para determinar la

concentracién de la muestra problema. [42]
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ANEXO II

6.1 SCRIPTS EN SCILAB

El primer script es para capturar el archivo .csv entregado por la tarjeta de adquisicion

de datos, mientras que el segundo, se encarga de la depuracién de esta matriz.

6.1.0.1 Captura de archivos .csv

Jeva 2.718281828459
clear;

cle;

count=0;
Ml=csvRead("al.csv”);
M2=csvRead("a2.csv”);

M3=csvRead("a3.csv”);

M2(:,1)=M2(:,1)+M1(rowsl,1);
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M3(:,1)=M3(:,1)+M2(rows2,1);

for z=1:3
select z
case 1 then

aux=rowsl;

case 2 then
AUX=TOWS2;

count=count+rowsl;

else
aUX=rows3;

count=count+rows2;

end

for i=1:aux

for j=1:col3 //coll
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if z==1 then

MI1(1,j)=M1(i,j);

elseif z==

M11(i+rowsl,j)=M2(i,j);

elseif z==

M11(i+count,j)=M3(i,j);

end

end

end

end

M11(:,1)=M11(:,1)/3600;//Cambio de unidades de tiempo a Horas
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6.1.0.2 Depuraciéon de Matriz

function N=lea()

cle;

clear;

e=1;
//M6=csvRead(”aguasll.csv”);
[rows, cols] = size(M11);
for j=1:cols

for i=1:400:rows

e=e+1;

N(e,j)=M11(ij);

end

e=0;

end beep

endfunction

// 1017148632
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