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PRODUCCION DE BIOELECTRICIDAD EN CELDAS DE COMBUSTIBLE
MICROBIANA UTILIZANDO ACIDITHIOBACILLUS FERROOXIDANS

PRODUCTION OF BIOELECTRICITY IN MICROBIAL FUEL CELLS USING
ACIDITHIOBACILLUS FERROOXIDANS

Daladier Castillo Cotrina® , Carlos Tito Vargas?

El presente trabajo tuvo como objetivo generar electricidad en celdas de combustible microbiana (MFC)
utilizando células bacterianas de Acidithiobacillus ferrooxidans y en medio cultivo 9K conteniendo los
sustratos. En la MFC que tuvo dos camaras, en la camara anddica se colocd una suspension de A.
ferrooxidans conteniendo el medio de cultivo 9Ky en la camara catédica se coloco agua destiladay ala
vez se le aired a razén de 1 VVM. El proceso se realizé a temperatura de laboratorio. Los datos de
experimentacion se registraron utilizando un multimetro. Los resultados obtenidos fueron: un voltaje
maximo de 330 mV sin utilizar resistencia de corriente a los 16 dias de un total de 18 dias, en que duré la
experimentacion; asi mismo se determind un area de polarizacion, relacionando graficamente la
densidad de potencia versus densidad de corriente, entre los 2 y 6 dias de experimentacion
evidenciandose en el limite superior, un valor tope mas alto de la curva obtenida a los 6 dias
correspondiente a una densidad de potencia de 0,8094 mW/m2 y de densidad de corriente de 2,3107
mA/m2; y en el limite inferior, un valor tope mas alto de la curva obtenida a los 10 dias con una densidad
de potencia de 0,0952 mW/m2 y de densidad de corriente de 2,3214 mA/m2.

Palabras clave: bioelectricidad; celda de combustible microbiana; medio 9K, curva de polarizacion.

ABSTRACT

The present work aimed to generate electricity in microbial fuel cells (MFC) using bacterial cells of
Acidithiobacillus ferrooxidans and in 9K medium containing the substrates. In the CFM that had two
chambers, a suspension of A. ferrooxidans containing the 9K culture medium was placed in the anodic
chamber and distilled water was placed in the cathodic chamber and aerated at 1 VVM. The process was
performed at laboratory temperature. Experiment data were recorded using a multimeter. The results
obtained were: a maximum voltage of 330 mV without using resistance of current to the 16 days of a total
of 18 days, during which the experimentation lasted; Likewise, an area of olarization was determined,
graphically relating the power density versus current density, between the 2 and 6 days of
experimentation evidencing in the upper limit, a higher value of the curve obtained at 6 days
corresponding to one power density of 0.8094 mW /m2 and current density of 2.3107 mA/m 2; and at the
lower limit, a higher limit value of the curve obtained at 10 days with a power density of 0.0952 mW /m 2
and a currentdensity 0of 2.3214 mA/m 2.
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INTRODUCCION

Todas las bacterias a través de su metabolismo
obtienen energia usando substratos organicos
e inorganicos, con el transporte de electrones
en sus membranas celulares, que luego estos
podrian  ftransportarse por medio de
conductores externos generando energia
eléctrica en su trayecto. Este tipo de
bioelectricidad es un tipo de bioenergia que se
genera por accién microbiana cuando estos
actlan sobre materiales organicos en celdas
llamadas celdas de combustible microbiano.
Esta bioenergia recientemente se esta
promoviendo.

Las investigaciones sobre la generacion de
bioelectricidad tienden a intensificarse cada vez
mas, porque es un tipo de energia renovable,
no contaminante, que en el futuro junto a otras
energias renovables podria reemplazar a las
que son no renovables como el petréleo, el cual
actualmente es el que mas se utiliza y que por
ser un recurso altamente contaminante y
encontrarse en vias de agotamiento necesita
que el hombre encuentre reemplazo a esta
forma de energia en la cantidad, disponibilidad
y calidad suficiente.

En general la mayoria de los microorganismos
no pueden ser cultivados en el laboratorio,
debido a necesidades nutricionales para su
metabolismo, sin embargo estas bacterias
generadoras de electricidad crecen en medios
de cultivo en laboratorio. Debido a ello, estos
utilizan compuestos organicos que se
encuentran en el medio, como desecho de
industrias mineras por ejemplo, y los
metabolizan, y que al hacerlo liberan
electrones, que luego son trasladados a
metales, es alli donde radica este trabajo de
investigacion, en la cual se puede adecuar
celdas microbianas, conteniendo electrodos,
capaces de canalizar los electrones generando
electricidad.

Principio de funcionamiento de una celda de
combustible microbiano

El principio de funcionamiento en el que se
basan es el inverso al de la reaccion
electrolitica. ElI oxigeno e hidrogeno se
combinan para formar agua con produccién de
energia eléctrica y calor. Se trata, por lo tanto,
de una reacciéon limpia, en la que el Unico
producto es el vapor de agua que puede ser

liberado a la atmosfera sin ningun peligro para
el medio ambiente. Ademas, del hidrégeno puro
que pueda provenir de la electrolisis a partir de
una fuente renovable, u otras fuentes como
naftas, gases licuados del petréleo, metanol,
etanol, biomasa, etc., que tan solo precisarian
de un ftratamiento adecuado (reformado,
purificacion) para adaptarlos a los diferentes
tipos de Pilas de Combustible.

El hidrégeno (H2) penetra por el electrodo
negativo (dnodo) y se disocia, en presencia del
catalizador, en iones positivos H* y electrones.
El oxigeno (O2) procedente del aire penetra por
el electrodo opuesto (catodo) y se disocia
igualmente en presencia del catalizador en
iones. Los iones positivos del hidrogeno se
escapan a través del electrolito en direccién al
catodo, dejando a los electrones libres en el
anodo. Si existe un camino eléctrico entre el
anodo y el catodo los electrones lo recorreran,
produciendo corriente eléctrica. En el catodo
los iones hidrégeno, el oxigeno y los electrones
se vuelven a combinar para formar moléculas
de agua.

Una celda de combustible es un sistema de flujo
estable, en el cual el combustible y el oxidante
se suministran desde una fuente externa que
provee un medio de transformar energia
quimica en eléctrica, sin combustién y sin
contaminar el aire ni el agua, en un proceso
continuo y directo mediante reacciones de
reduccién y oxidacion en presencia de un
catalizador, y elimina los productos de la
reaccion. De manera ideal, no hay cambio en la
composicién quimica del electrolito o de ambos
electrodos.

La reaccidn quimica que ocurre es isotérmica y
continua. Las celdas no estan limitadas por el
Principio de Carnot, por lo que pueden alcanzar
una mayor eficiencia teoérica en la conversién
de energia, mientras que las reacciones de
combustién, involucran grandes variaciones de
temperatura, lo cual genera energia como calor
o calor y trabajo. Las pérdidas excesivas que se
producen en los sistemas de conversion de
energia de varias etapas pueden evitarse
mediante el uso de celdas de combustible que
hacen la conversién en un proceso de una sola
etapa.
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Como se dijo, una reaccion ocurre en la
superficie de un electrodo que ioniza el
combustible y manda los electrones liberados a
un circuito eléctrico externo, y en la superficie
del otro electrodo ocurre una reaccidon que
recibe electrones del circuito externo que
cuando se combinan con el oxidante crean
iones. Los iones se combinan en el electrolito
para completar la reaccion total. Este ultimo,
que no es conductor eléctrico, transporta los
iones entre los electrodos, para completar el
circuito y continuar con el flujo de electrones.

En las celdas de combustible microbiano los
microorganismos  juegan un rol  muy
importantes estos son generadores de los
electrones. Dentro de los microorganismos que
se conocen estan las bacterias que generan
electricidad a través de unas moléculas que
intervienen en este proceso. Para identificar las
moléculas protagonistas de este proceso se
utiliz6, segun Juan Pablo Busalmen,
espectroscopia en el rango infrarrojo
demostrando que la molécula protagonista del
proceso corresponde a citocromos del tipo C.
Estas son proteinas involucradas en la
respiracion en animales, plantas, organismos
fotosintéticos y también en bacterias. A
diferencia de otras bacterias que no generan
electricidad, la caracteristica distintiva de las
bacterias estudiadas, es la presencia de
estas proteinas en su membrana externa
(Busalmen y col., 2008).

Sobre los componentes de una MFC se tiene:
los materiales del anodo vy el catodo son
seleccionados en base a varias propiedades,
tales como: gran area superficial, estabilidad
quimica, biocompatibilidad (anodo), y buena
conductividad. Como material del anodo, el
carbono es preferible a los metales como el
cobre ya que este ultimo es todxico para las
bacterias. Asi, el carbon de fieltro, espuma de
carbén y grafito granulado han demostrado
ser muy eficaces. El catodo es generalmente
del mismo material que el anodo, aunque se ha
experimentado con varias combinaciones. En
algunos ensayos se utilizan catalizadores de
platino para aumentar la tasa de reduccion de
oxigeno disuelto en el compartimento catédico.
La membrana de intercambio idnico, como
Nafion, juega un papel importante no solo por el
proposito  de  transferir  protones  del
compartimento andédico al catddico, sino

también por la prevencioén de la introduccion de
oxigeno en la direccion inversa.

La composicién del catolito es importante
porque ha mostrado ventajas. Por ejemplo,
MFC con ferricianuro ha demostrado que
producen 1,5 a 1,8 veces mas densidad de
potencia que los que utilizan aire con platino
(Ohy Logan, 2005). A su vez, el permanganato
de potasio ha producido 4,5 y 11,3 veces mas
densidad de energia que el ferricianuro y
oxigeno respectivamente (You et al., 2006). Si
bien de esta manera es posible aumentar la
densidad de corriente significativamente, el uso
de estos agentes oxidantes no es una
alternativa viable para un desarrollo econdmico
de la tecnologia, puesto que su uso es mucho
mas costoso que O2. Ademds, ni siquiera es
posible su regeneracion (reoxidacion) usando
02 una vez agotado el poder oxidante.

Varios otros factores contribuyen a la
extraccion eficiente de la potencia maxima de
un sistema de MFC. Estos incluyen la distancia
entre los electrodos, la fuerza i6nica y la
temperatura. Un aumento de potencia de hasta
un 85% se ha observado cuando la fuerza
ionica (concentracion de NaCl) es variada.
Dado que las MFC son aplicables sobre todo en
el tratamiento de aguas residuales, el aumento
de la concentracion de sal de las aguas
residuales es una estrategia inviable.

Acidithiobacillus ferrooxidans

Se trata de una bacteria Gram negativa de la
especie Acidithiobacillus, con forma de baston.
Cuenta con un flagelo polar que le da motilidad
en medios liquidos. Se reproduce por fisién
binaria y no forma esporas. Esta bacteria es
aciddfila, (capaz de vivir en medio &cidos, 1.4 <
pH < 6.0); mesodfila (vive a temperaturas
moderadas, 20 °C < T° < 35 °C); aerobia y
anaerobia facultativa, en ambiente aerobio
utiliza oxigeno como aceptor de electrones y en
condiciones anaerobias utiliza ion férrico como
aceptor; qumiolitotrofa, esta bacteria es capaz
de oxidar i6n ferroso y compuestos reducidos
de azufre en soluciones de acido sulfurico en
presencia de oxigeno. La energia que obtiene
de la oxidacion la usa para fijacion de dioxido
de carbono, crecimiento y mantenimiento
celular. (Diaz, 2007)

Esta especie (Kelly an d Wood, 2 000) es una
de las mas importantes del género Thiobacillus
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y ha sido muy estudiada por su reconocida
capacidad de oxidar aerobicamente Fe 2* y
compuestos reducidos de azufre (Meruane and
Vargas, 2003; Eneroth and Koch, 2004;
Cabrera et al., 2005; Daoud and Karamanev,
2006). Al igual que las anteriores, tienen forma
de bacilos, con dimensiones que varian entre
entre 0. 3y 0.6 ym de didmetroy de 1 a4 ym
de largo. Son quimiolitotroficas, es decir, tanto
el carbono como la energia la obtienen a partir
de fuentes inorganicas. La mayoria de las
cepas tienen un mecanismo de respiracion
aerodbica, aunque se han reportado algunas
cepas facultativas. Otras especies de este
género son T. thioparus, T. denitrificans y T.
thiooxidans.

Taxonomia de Acidithiobacillus
ferrooxidans
Dominio: BACTERIA
Reino: EUBACTERIA
Filo: PROTEOBACTERIA
Clase: GAMMAPROTEOBACTERIA
Orden: ACIDITHIOBACILLALES
Familia: ACIDITHIBACILLACEAE
Género: Acidithiobacillus
Especie: A. ferrooxidans

MATERIALES Y METODO

1. Preparacion del medio de cultivo 9K
(Silverman y Lundgren, 1959)

A través de sus componentes se procedié a

preparar el medio 9K

- (NH4)2SO4.......ccviiiiien. 3,00 g/L
- MgSO4.7H20...........cceenee. 0,50 g/L
- K2HPOA4... ..o 0,50 g/L
- FeSO4.7H20................... 7,50 g/L
- Agua destilada................... 1000 mL

La preparaciéon de este medio de cultivo se
realiz6 pesando y disolviendo cada uno de
los componentes quimicos en el agua
destilada.

Seguidamente al preparado se acidifico el
medio 9K a pH de 2 con H2SO4 10N, y al
termino del mismo no es necesario
esterilizar el medio de cultivo.

2. Obtencion y masificacion de

microorganismos

La cepa del microorganismo con que se
trabaj6é fue A. ferrooxidans presentes en
los lixiviados de rocas, que tengan
capacidad de generar electrones, y
aisladas anteriormente los cuales fueron
cedidos por el laboratorio de Micologia.
Para la masificacion de la cepa A.
ferrooxidans, en primer lugar se activo el
microorganismo por la técnica de siembra
de medio liquido a medio liquido en tubo
de ensayo de 10 mL, conteniendo el medio
9K, al cual se le homogenizd
periédicamente.

Se llevo a incubar a temperatura de 30°C
por 10 dias, y al terminar el crecimiento y
estar en su fase de crecimiento
logaritmica, se traspasé a un matraz de 50
mL conteniendo el medio 9K y en las
mismas condiciones de temperatura y a la
cual se le insufl6 aire.

Finalmente, todo el contenido del matraz
con microorganismos que se multiplicaron
se trasladaron a una de las camaras de la
MFC (camara anddica), la cual debe
contener 200 ml de medio de cultivo 9K.

3. Puesta en marcha de la celda de

generacion de electricidad

- Una vez colocado los microorganismos en
la camara anddica, y agua destilada estéril
en la camara catddica, ambas se taparon.

- Las tapas que contienen (en la cara
interna) electrodos de grafito suspendidos
y sumergidos en los medios liquidos (9K'y
agua destilada respectivamente) y de ellas
sobresalieron (en la cara externa) un cable
que unieron ambas camaras.

- Ademas en la parte inferior de ambas
camaras estuvieron unidas por uniones
transversales a cada camara. Y a la vez
sus contenidos estuvieron separados por
una membrana de intercambio protdnico
(H+). Y al mismo tiempo, la camara
catddica se aired (oxigenacion).

- Conlo cual se dio inicio a la generacioén de
electricidad.
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Tabla 1. Caracteristicas iniciales de la MFC
utilizada en el experimento.

Camara (celda) | Anodica | Catddica

Temperatura 26°C 26°C
pH 2 7

A. ferrooxidans 0,4% -
Aireacién - 1 VWM

Medio de cultivo 9K -

Fuente: elaboracion propia

4. Medicion de los parametros de
evaluacion de electricidad generada en
la MFC

Se midi6 periodicamente, (dia), el
potencial “E” (voltaje) de corriente
discontinua “DC” generado en la MFC
utilizando un multimetro digital PRASEK
Premium PR-75". Estas mediciones se
hicieron de mayor a menor voltaje, para
evitar dafiar el equipo.

En la medicién de voltaje, se colocé una
de las dos puntas de cables del multimetro
(cable negro, negativo) “COM” sobre el
alambre que provino del anodo de la MFC
y la segunda (cable rojo, positivo) del
multimetro sobre el alambre que provino
del catodo de la MFC. Esto permitioé que en
el multimetro se registrara y se hiciera
lectura del potencial en milivoltios (mV).
Este registro y lectura se hizo para cada
medicién sin colocar (0) y colocando
resistencias de 10, 20, 50, 200, 500, 1000,
2000, 10 000 y 40 000 en diferentes
momentos paralelo entre los cables
externos del catodo y anodo de la MFC.

Se calculé la intensidad de corriente, |
(Amperios), usando la formula de la ley de
Ohms (I=V.R"), donde V = voltaje, y
R=resistencia. Para cada valor de potencia
obtenida y de resistencia utilizada, se
obtuvo un valor de intensidad de corriente.

Se determiné la densidad de corriente, j
(A .m?), empleando la férmula j=IS™;
donde S (4rea en m? del electrodo del
anodo) para cada valor de intensidad de
corriente, |, calculada con los datos
anteriores.

- Se establecié la densidad de potencia, Pd
(mW.m?), empleando Pd=IVS™. para

cada valor de intensidad de corriente y de
potencia obtenida.

- Se determind la curva de polarizacion
graficando los valores de densidad de
potencia versus los de densidad de
corriente para cada tiempo de evaluacion
(dias).

RESULTADOS

1. medios de cultivo antes y después de
la siembra del microorganismo

Figura 1. Medio de cultivo 9K en la masificacion
de bacterias A. ferrooxidans, ay c sin bacteria;
b y d con crecimiento microbiano.

2. Puesta en marcha de la
experimentacion

Figura 2. Sistema de la celda de combustible
microbiana utilizada en el experimento.

Fuente: elaboracion propia

3. Biolectricidad generada en la MFC y
caracterizacion de curva de polarizacion
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Figura 3. Curva de valores de potencial de
electricidad versus el tiempo de generacion de
electricidad registrado en la MFC.

Tabla 2. Valores de potencial de electricidad
registrado en la MFC

t(h) mV t (h) mV
0 70 10 190
1 70 11 190
2 73 12 210
3 102 13 210
4 127 14 240
5 130 15 300
6 130 16 330
7 145 17 320
8 170 18 220
9 180

Fuente: elaboracién propia

Tabla 3. Valores maximos de Potencia (E),
Intensidad corriente (I), Densidad de corriente
(J) y Densidad de potencia (Pd) a
determinados valores de Resistencia (R) y
Tiempo (T) de experimentacién en la MFC.

1,08E -

8 0,169 5 2,3000 00,1528
R (ohmio) 40000 200 200 20

10 0,11 2,3214 00,0952
R (ohmio) 40000 200 10000

12 0,226 2,3214 00,2732
R (ohmio) 40000 200 40000

14 0,2310 2,3214 0,2854
R (ohmio) 40000 200 40000

Fuente: elaboracion propia
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Figura 4: Curva de polarizacion. Relacionando
densidad de potencia ydensidad de corriente.

Fuente: elaboracion propia

DISCUSION

En el proceso de generacion de electricidad a
través de la MFC, utilizando un anodo, un
catodo y una membrana permeable de
protones, en la camara anddica las bacterias de
A. ferrooxidans oxidan el combustible (medio
9K) generando electrones y protones, estos
protones y electrones se ftransfieren al
compartimiento catodico, los protones pasan a
través de la membrana catiénica, mientras que,
los electrones se mueven a través del circuito
externo, generando de este modo corriente
eléctrica. Se realiza la reduccion en el
compartimiento catddico, y esta se da por el
oxigeno suministrado por aireacién a través de
un motor externo. En cuanto a los electrones
estos requieren de un “acarreador” que puedan
trasladar los electrones desde las células hacia
los electrodos, a través de los pilis y otras
estructuras hacia el electrodo del anodo y luego
hacia el catodo por un alambre conductor,
generandose energia en forma de electricidad.

El voltaje obtenido en este proceso fue de 330
mV como promedio mas alto y 73 mV como el
valor mas bajo, ver cuadro 2 y figura 3, estos
resultados fueron mayores a los encontrados
por Sharma & Bulchandani, 2011, y Castillo &
Tito, 2012, que 170 y 151 mV respectivamente,
estos resultados dependieron de la
homogenizacion del medio de cultivo porque

sus componentes en suspension tienden a
sedimentar en la celda y del agotamiento del
mismo. En cuanto a la baja cantidad de
electricidad generada por este sistema se
puede deber a pérdidas 6hmicas, por activacién
de las células y por disminucion del substrato
segun Saavedra, 2012 y Logan, 2008.

Con los datos de potencial (E) utilizando
resistencias, se obtuvo wuna curva de
polarizacion, para caracterizar la corriente en
funcién de potencial (Tabla 3) (figura 4), por lo
general se utilizé la parte superior de la curva,
de polarizacion, registrandose al inicio (0 dias)
un valor de 62561 mW/m?, este valor fue
aumentado con el pasar de los dias hasta llegar
a un maximo de potencia de 0,8094 mW/m? al
dia 6, y que luego esta potencia fue
disminuyendo hasta 0.2854 mW/m? al dia 14.
Esta tendencia de declinacion de la curva de
polarizacion, se debe, al igual que en el voltaje,
a peérdidas éhmicas que se relaciona con la
resistencia al flujo de electrones por parte del
electrodo, también a las conexiones que se
realizaron en los electrodos y la distancia entre
los electrodos En este trabajo las bacterias de
A. ferrooxidans produjeron las reacciones de
oxido-reduccidén, para que se realice la
transferencia de electrones hacia los
electrodos, este compuesto puede estar en la
superficie de las células. Otro aspecto que se
tendria que tomar en cuenta es el uso de
mediadores solubles para transferir electrones
desde las células bacterianas hacia el electrodo
Sharma & Bulchandani, 2011.

CONCLUSIONES

- Haciendo uso de la celda de combustible
microbiana se obtuvo un voltaje maximo de
330 mV sin utilizar resistencia de corriente
(asumiendo el valor de la resistencia igual a
cero) empleando células bacterianas de A.
ferrooxidans y medio de cultivo liquido 9K, a
temperatura ambiente, en dia 16.

Se obtuvo un valor maximo de intensidad de
corriente, 1,09 x10° y densidad de corriente,
0,8094 y densidad de corriente de 0,8094
todos al dia 2 y 6, y con 40000; 200 y 40
ohmios respectivamente.

Se determind un area de polarizacion,
relacionando graficamente la densidad de
potencia versus densidad de corriente, entre
los 2 y 6 dias de experimentacién donde se
evidencio: en el limite superior, un valor tope
mas alto de la curva obtenida a los 6
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correspondiente a una densidad de potencia
de 0,8094 mW/m? y de densidad de corriente
de 2,3107 mA/m? ; y en el limite inferior, un
valor tope mas alto de la curva obtenida a los
10 dias con una densidad de potencia de
0,0952 mW/m? y de densidad de corriente de
2,3214 mA/m?.

- Se determiné una curva de polarizacién para
este proceso comprobandose que a partir del
dia 17, ésta empieza a tener pérdidas por
disminucién de sustrato o transporte de
masas.
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