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Resumen

El principal impacto ambiental de la industria del café es la generacion de alrededor
de 8 L de agua residual (agua miel) por kg de café en grano, y el tratamiento de esta agua
para una adecuada disposicion final representa un 6.3 % del costo total del beneficiado de
café. En un esfuerzo para buscar opciones de tratamiento. en el presente trabajo, se plantea
el uso de Celdas de Combustible Microbiano (CCM) con catodo al aire debido a su
caracteristica dual: tratamiento de residuos y generacion de energia.

El rendimiento de las CCM esta determinado por varios factores como los electrodos
y el tipo de sustrato. Con el propésito de desarrollar celdas mas eficientes se han investigado
diferentes configuraciones y modificaciones. La configuracién con catodo al aire mejora su
desempefio al disminuir la resistencia interna. ya que el catodo esta expuesto a la atmosfera
y permite el suministro directo de oxigeno. Se ha reportado la alimentacion de estas celdas
con aguas residuales de industrias lacteas. agricolas, asi como aguas negras domésticas. Esta
investigacion trabajé en la implementacion del agua residual del procesamiento del café a un
tratamiento con CCM.

Se caracteriz6 fisicoquimicamente el sustrato y se determind que es rico en material
lignocelulésico, lo que dificulta la degradacion anaerobia de microorganismos electrégenos
y a su vez la generacidon de corriente eléctrica. La relacion C:N del agua residual del
procesamiento del café se encuentra en el rango Optimo para el desarrollo de
microorganismos que contribuyen a la degradacién de materia organica. Si se considera el
tratamiento actual de este residuo. de aspersion sobre pasto “estrella”. esta relacion es baja
en términos de valor nutricional para los suelos. Ademas. el pH acido y la alta carga organica
provocan que esta disposicion pueda ser perjudicial.

Se realizé un estudio preliminar de la ruta de transferencia electronica a especies
quimicas solubles e insolubles de Fe(Ill) de bacterias previamente aisladas del agua residual
del procesamiento del café. Esta caracterizacion microbiologica evidenci6 la presencia de la
bacteria Enterobacter asburiae con capacidad de reducir especies quimicas solubles e
insolubles en medio anaerobio. caracteristica presente en microorganismos electrogénicos.

El estudio de las condiciones de trabajo adecuadas para el correcto funcionamiento
de una CCM permiti6 seleccionar el electrodo de tela de carbono modificado con catalizador

tipo perovskita Cs4NiBi2Cli2 como catodo para evaluar su desempefio en la configuracion
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con catodo al aire. Se realizé un recubrimiento catalitico de una masa promedio de (0.46 +
0.07) mg/cm? bajo la técnica drop casting. La voltametria ciclica evidenci6 que el electrodo
de tela de carbono modificado exhibe actividad catalitica para la reaccién de reduccion de
oxigeno (ORR, por sus siglas en inglés), sin embargo, presenté bajo desempefio en
comparacion con el electrodo comercial catalizado con MnO; (electrodo control).

Se seleccioné el electrodo de cepillo de fibras de carbono como @anodo por su alta area
superficial. Se logré determinar que un tratamiento con amoniaco en el anodo disminuye la
resistencia 6hmica propia de la biopelicula al reflejar un aumento del 50 % en el voltaje
generado. Asi mismo, se observé que Enterobacter asburiae a pesar de presentar evidencia
electrogénica no presenta un buen desempefio en la transferencia directa de electrones hacia
el electrodo en una CCM.

Se implementé esta configuracion para el tratamiento del agua residual del
procesamiento de café. lo que permitié una remocién del 28 % de DQO en un periodo de 5
dias y exhibié una eficiencia coulémbica que se encuentra en el rango de (0,173 — 0,209) %,
baja en comparacién a otros sustratos. Esta configuracién de celda también logré generar un
valor de densidad de corriente maxima igual a (13,28 + 0,04) pA/cm?.

El agua residual del procesamiento del café es un sustrato complejo que limita la
degradacién microbiana relacionado con la generacién de electricidad. Es importante
reconocer que no todos los residuos pueden ser adecuados para alimentar directamente las
CCM, pero, existen diferentes estrategias que pueden mejorar su capacidad de generacién de

voltaje.

Palabras clave: Energia renovable. Celda de Combustible Microbiano, cdtodo al aire.

electroquimica, comunidad bacteriana. microorganismo electrégeno, agua residual, café.

Directora del Trabajo Final de Graduacion: M. Sc. Paola Fuentes Schweizer.
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Introduccion

La generacion, el almacenamiento y el consumo de energia son temas frecuentes en
muchas areas de la investigacion de interés mundial'. La investigacion sobre la generacion
de energias limpias sigue en aumento y se han explorado varias tecnologias que muestran
resultados prometedores. Las Celdas de Combustible Microbiano (CCM) representan una
tecnologia en desarrollo que emplea reacciones cataliticas microbianas en el anodo para la
generacion de electricidad a partir de residuos y biomasa renovable!'.

Las CCM presentan dos ventajas: generacion de electricidad y lograr.
simultdneamente, el tratamiento de aguas residuales al bajar su carga orgdnica?, por lo cual
el proceso se vuelve mas ecolégico y factible. Esta combinacién se ha investigado
ampliamente para el desarrollo de diferentes configuraciones y modificaciones para
maximizar su funcionamiento. La configuracién con catodo al aire mejora su desempefio al
disminuir la resistencia interna, ya que el catodo estd expuesto a la atmoésfera y permite el
suministro directo de oxigeno*+.

Este tipo de celdas constituyen un método de biorremediacién de contaminantes y
disminuciéon de la cantidad de nutrimientos especificos en las aguas residuales®. La
recuperacion de metales pesados, la decoloracion de tintes, la produccion de bioenergia como
el metano, hidrégeno e incluso biomasa son algunas de las aplicaciones de las CCM®.

Sin embargo, existen algunos obstdculos para que las CCM se empleen ampliamente.
El principal inconveniente en la operacion de estas celdas es la baja generaciéon de
potencia'?7. Al ser un sistema que involucra una serie de reacciones de acoplamiento
bioelectroquimico. el sustrato es un elemento importante de produccién de energia como
donador de electrones. Las bacterias oxidan el sustrato para generar los electrones. y la
velocidad de utilizacién del sustrato indica la velocidad de reaccién en los reactores’.

La investigacion de este sistema en diferentes sustratos es importante para optimizar
su funcionamiento general. En Costa Rica, la produccién de café representa una de las
principales actividades econdmicas del pais, al ser el tercer producto de exportacién®®. En el
periodo de cosecha 2018 — 2019 se produjeron 1 717 659 fanegas (1 fanega equivale a 250
kg) de café fruta®. del cual solo el 18 % del peso total del fruto se procesa a grano oro®. Es

decir. que la actividad cafetalera produce mas de 300 000 toneladas de residuos anuales. De






1. Fundamento teorico

1.1. Beneficiado humedo de café

El procesamiento del café mediante beneficiado himedo es fundamental para
mantener y destacar la excelente calidad del café que proviene de los diferentes valles y
cordilleras del pais. No obstante, la calidad del café se contrapone a los costos ambientales
que trae consigo el beneficiado hiimedo en términos de contaminacién de ecosistemas, alto
consumo de agua y uso ineficiente de la energia'®'2.

El proceso de beneficiado himedo de café consiste en el desprendimiento de la pulpa
o céascara y del mucilago (miel) del grano por medio de la despulpadora y el uso de agua'®.
En la Figura 1 se puede observar la estructura del fruto del café, la pulpa representa el 29 %
del peso del fruto'’, mientras que el mucilago y pergamino representan el 5 % y 12 %,

respectivamente.

PULPA

MUCILAGO

PERGAMING

PELICULA PLATEADA

SEMILLA —

Tomado de Auder, J.'*
Figura 1. Estructura del fruto del café.

Este proceso consta de varios pasos. inicia con la clasificacion de la fruta,
posteriormente incluye: el despulpado, el desmucilaginado y el lavado, por ultimo, concluye
con el secado y almacenamiento del grano.

1.1.1. Despulpado

El despulpado es la etapa inicial de la fase himeda del proceso. El grano no sufre
ningin cambio fisiol6égico o bioquimico sino consiste en desprender la pulpa y parte del
mucilago adherido a ella en forma mecénica. se utiliza una despulpadora que emplea
mecanismos de presion y friccion'?. En esta etapa se genera un residuo que se conoce como
broza y se incurre en pérdidas de café grano. El café despulpado, con un remanente

importante de mucilago (mieles), continua hacia el proceso de desmucilaginado'!.
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1.1.2. Desmucilaginado
Con el propésito de eliminar por completo el mucilago que recubre el grano de café,
se puede realizar un proceso de fermentacion o desmucilaginado mecénico. En Ia
fermentacion se transforma el mucilago en una sustancia soluble en agua a través de la accion
enzimatica de microorganismos y su posterior lavado'’. Mientras que el método mecanico
consiste en eliminar el mucilago por medios fisicos, donde por medio de la rotacion se
generan esfuerzos cortantes en la masa y friccién entre los granos'®.
1.1.3. Lavado
En esta etapa se desprende el mucilago del pergamino con ayuda del agua cuando
este ha alcanzado su punto optimo de fermento. Al café lavado se le ha removido la mayor
parte de los residuos presentes en el grano (pedazos de pulpa, mucilago, granos secos y
cuerpos extrafios). En este proceso se obtienen la mayor parte de residuos liquidos del
procesamiento del café, que se conocen como agua miel'®. Por tltimo. el pergamino se
remueve en una etapa de secado y remocion mecénica sobre el grano oro'?.
1.2.  Tratamiento de las aguas residuales del procesamiento del café
La produccion de café, como se puede observar en el Cuadro I, conlleva la generacidn
de residuos con alta carga organica. Estrategias para su uso consisten, en el caso de los
residuos solidos de pulpa, mucilago y pergamino o cascarilla en la aplicacion directa a
plantaciones o después de realizar un proceso aerobio de compostaje'’. Mientras que la gran
cantidad de lixiviados y aguas residuales son cominmente sometidos a tratamientos como
sistemas aerobios. reactores anaerobios, lagunas anaerobias o aspersion sobre pasto

“estrella”!®!7_ esta ultima actividad esta regulada por el MINAE.

Cuadro I. Residuos de las diferentes etapas del procesamiento del café'?.

Etapa Residuo
Despulpado Pulpa o broza y agua para fermentacion
Desmucilaginado mecanico Mucilago
Lavado Mucilago hidrolizado o agua miel
Secado Pergamino o cascarilla '

Las aguas residuales del procesamiento del café antes de algun tratamiento reportan
valores tipicos de DQO entre los (8 000 — 20 000) mg/L. pH menor a 4 y solidos totales

cercanos a 8 000 mg/L. mas elevados a los permitidos segun la normativa del pais'®. De



pilas de fermentacién. En la pila de almacenamiento. la acidificacion se vuelve anaerobia.
pues en el agua no entra suficiente oxigeno para que sobrevivan las bacterias aerobias. En
este punto las bacterias anaerobias siguen el proceso de fermentacion donde se producen
acidos grasos volatiles, principalmente acido acético. Simultaneamente las bacterias
metanogénicas se alimentan del acido acético para asi producir una mezcla mayoritariamente
compuesta de metano y diéxido de carbono, conocida como biogas''.

Todo lo anterior, se puede esquematizar en la Figura 2 que en forma sencilla describe

el proceso descomposicidén anaerobia de las aguas residuales.

Desechos
Orgdnicos
| , l
Acido .
Propiénico y Masa Bacterial Hz, soé Aado
Butirico Acético
I Fase: Bacterias Fermentativas
v ;
Masa Bacterial Ha, €O, Acido

Acético

If Fase: Bacterias Aceto

Metado y
Masa Bacterial Diéxido de
Carbono

1II Fase: Bacterias Metanogénicas

I:laboracion propia

Figura 2. Fases el proceso de descomposicion anaerobia.

Actualmente, el tratamiento de aguas residuales por aspersion sobre pasto “estrella™
(Cynodon neimfluensis) ha llamado la atencidn en la mayoria de los beneficios de café del
pais. debido a su bajo costo comparado con los demas tratamientos. Para implementar este
sistema de tratamiento se debe minimizar la produccién de agua residual y para lograr esto
se debe consumir menos de 1 000 L y en algunos casos menos de 500 L de agua por fanega.
para garantizar que las aguas residuales se comporten como lodos'®. Sin embargo. esto
conlleva a la concentracién que resulta en agua residual con pardmetros mayores a los

tipicos'®.



Por otro lado, se debe demostrar técnicamente la viabilidad ambiental y excluir la
posibilidad de la contaminacién de los acuiferos, y contar con al menos 2 pozos de monitoreo
para medir el impacto sobre las aguas subterraneas. Ademas, a la hora de la aspersion se debe
contar con una etapa de tamizado previo para evitar la presencia de sélidos'°.

Este tipo de tratamiento es muy conocido y utilizado, pero otro. que presenta una
tecnologia atractiva que trata el agua residual al bajar su carga organica y produce
electricidad simultaneamente, se estd abriendo paso en este campo.

1.3. Celda de Combustible Microbiano

Las Celdas de Combustible Microbiano (CCM) son un tipo de celda combustible que
utiliza microorganismos activos como biocatalizador en un compartimento anédico para la
produccién de bioelectricidad'®. Como se observa en la Figura 3, la mayoria de las CCM
consisten en dos camaras: anddica y catddica, fisicamente separadas por una membrana de
intercambio de protones. El biocatalizador activo en el anodo oxida anaerdbicamente los
sustratos organicos, esta oxidacion produce electrones, protones (H") y CO2 como productos.
Los protones se conducen a la cdmara catddica a través de la membrana, y los electrones se

transportan a través del circuito externo hacia el catodo'®.
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Figura 3. Diagrama esquematico de una Celda de Combustible Microbiano con doble

camara.

Los protones y electrones reaccionan en el cdtodo para llevar a cabo la reduccion de

oxigeno a agua. El oxigeno en la camara anddica inhibiria la produccién de electricidad, de



ahi la importancia de mantener las bacterias separadas del oxigeno por medio de la membrana
de intercambio de protones®’.

El rendimiento de la CCM esta influenciado por varios factores, principalmente: el
suministro y consumo de oxigeno en la camara del catodo, la oxidacion de sustratos en la
camara del anodo, el flyjo electrénico desde el anodo hasta el catodo y la permeabilidad de
la membrana de intercambio de protones®2%-2!.

1.3.1. Camara catddica

El oxigeno del aire se ha utilizado ampliamente en las CCM como aceptor de
electrones debido a su disponibilidad y sostenibilidad. Sin embargo, el alto sobrepotencial de
la reaccién de reduccion de oxigeno (ORR, por sus siglas en inglés) y el suplemento continuo
de oxigeno son dos de los principales problemas de la celda*?%?!. La ORR en disolucién
electrolitica ocurre segiin dos vias posibles: la reduccién completa que involucra cuatro
electrones a H20 y la reduccion de dos electrones a H2O2, como se puede observar en Cuadro
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Cuadro IIl. Ecuaciones de las reacciones quimicas de la reducciéon de oxigeno y sus

potenciales de reduccién®?2.

: i E? (V) vs. E° en condiciones de CCM (V) vs.
Ecuaciéon ORR FEH | EEH
Oyq) + 4H* + 4e~ = 2H,0 1,229 | +0.805
Oy + 2H* + 26~ = 2H,0, | +0,682 | +0.328

El pH neutro, las bajas capacidades de amortiguamiento y las bajas concentraciones
i6nicas restringen el rendimiento del catodo para estas reacciones. Como el pH neutro y la
temperatura ambiente son necesarias para el crecimiento de las bacterias en la camara
anddica. los potenciales de reduccion se deben de normalizar a 25 °C y pH 7 segun la
ecuacion [1]*

E =E°+2In(Po,) — 22 pH (1]

Donde E” es el potencial estandar de reduccion, F es la constante de Faraday. R es la
constante del gas ideal, 7 la temperatura y P la presion parcial.
Al comparar estos resultados con los potenciales de reduccién estandar. se evidencia

Ja afectacion por las condiciones de la CCM., de igual forma se observan caidas de potencial



debido principalmente a la alta barrera de energia de activacion, por lo que el rendimiento
del catodo se considera la principal limitacién en este tipo de celdas.

Por otro lado, el area superficial del electrodo tiene un efecto insignificante en la
potencia de salida, sin embargo, la eficiencia del catodo puede mejorarse utilizando
materiales con gran area superficial o materiales granulares como el grafito. Algunos de los
materiales utilizados en el catodo son: papel de carbon, fieltro de carbono, cepillo de fibra de
carbono y fibra de carbono?%-23-24,

El uso de catalizadores o el disefio de diferentes configuraciones se emplea para
superar la barrera de activacion de la reaccion catédica y eliminar la limitacion del
rendimiento del catodo en la doble camara.

1.3.2. Modificacién del citodo con catalizador

El catalizador determina la via de la ORR y el rendimiento del catodo. La catélisis es
necesaria por el hecho de que un catalizador apropiado puede disminuir la energia de
activacion y mejorar la velocidad de reaccion. La presencia de un catalizador adecuado es de
suma importancia, en el caso de las CCM estos deben ser altamente activos a pH neutro,
bioestables y de bajo costo?.

Las perovskitas de estructura sencilla han sido consideradas durante mucho tiempo
como una categoria de catalizadores rentables con alta actividad?®. Con una férmula quimica
nominal de ABX3, donde los cationes B y los aniones X forman octaedros BXgs que
comparten esquinas con cationes A que ocupan los sitios coordinados 12 veces dentro de la
cavidad de ocho de tales octaedros (Figura 4). Esto permite una multitud de propiedades
fisicas y quimicas con una amplia gama de aplicaciones cataliticas orientadas a la energia y

al medio ambiente?’.

Tomado de Santomauro et al?®.

Figura 4. Estructura general de la perovskita ABX.



El 6xido de tipo perovskita esta compuesto de metales de tierras raras y metales de
transicion, tipicamente siguen la formula ABO3 donde A es un elemento lantanido y B es un
metal de transicién®*-3. Estos metales son mds abundantes y, por lo tanto, de menor costo
que el platino y otros metales preciosos. Este tipo de oOxidos pueden usarse como
catalizadores de bajo costo para la ORR debido a su capacidad de carga y descarga muy
rapida’’.

Por otro lado, la sustitucion del catién A' por A (o B' por B) conduce a la formacién
de una perovskita con la estructura A;xA'xBX; (0o AB|.yB'yX3), donde los cationes Ay A' (o
B y B') toman una disposiciéon desordenada, pero si x (0 y) = 0,5y A’y A (o B’y B) son
suficientemente diferentes en tamaifio y carga, la orientacion de los cationes del sitio A (o
sitio B) se puede observar en la Figura 5. Esto da lugar a un compuesto cominmente
denominado perovskita de doble capa?’-*2, cuya formula se escribe como AAB2X¢ (0
A2BB"Xe).

Cs,MBX,,
R RO
P % 3 & o
m*giﬁ@; FEX..
P& & o8
M o©oB oX
Tomado de Xu et al*?

Figura 5. Estructura cristalina, CsaMB2X2, de doble perovskita.

La formacién de una estructura de perovskita de doble capa puede introducir varios
beneficios importantes a las propiedades fisicoquimicas, afectando la actividad, la estabilidad
y la eficiencia en aplicaciones cataliticas relevantes. De esta manera se considera un
electrocatalizador activo y estable en acidos y bases para la reaccion de evolucién de oxigeno,

reaccion de reduccién de oxigeno y reaccion de evolucién de hidrégeno?’.
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1.3.3. Configuracion con catodo al aire

Las principales pérdidas que afectan el rendimiento catédico son las pérdidas
6hmicas, de activacion y de transporte masivo®. El disefio actual de las CCM depende de la
cinética de ORR en la superficie del catodo y esta limitada por la barrera de energia de
activaciéon. Se han intentado varios enfoques, como la modificaciéon del catodo, el uso de
mediadores y la optimizacién de las condiciones de trabajo, para mejorar la cinética de
reaccion.

La configuracién con catodo de aire es un disefio mejorado de la CCM donde se
comprime la cdmara del catodo en una capa delgada hidroéfila en la superficie del cétodo, de
modo que el oxigeno en el aire puede difundirse pasivamente a través del catodo al sitio de
ORR sin aireacion y asi superar algunas de las limitaciones de la configuraciéon de doble
camara>420.

En esta configuraciéon, como se observa en la Figura 6, no hay cdmara anddica y

catddica, por lo tanto, no se requieren de electrolitos diferentes.
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Elaboracién propia
Figura 6. Diagrama esquematico de una Celda de Combustible Microbiano con catodo al
aire.

1.3.4. Cémara anddica

Los microorganismos presentan un papel relevante en la camara anddica y en los
electrones generados. El compartimento anédico anaerobio es una de las partes importantes
de las CCM. Todas las condiciones esenciales para degradar materia orgénica se

proporcionan en esta camara, ya que se cuenta con el sustrato, los microorganismos y el
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electrodo aceptor de electrones™. La reaccidn general en la cdmara anddica se resume en la
ecuacion [2]:

Materia orgénica - CO, + H* + e~ (2]

La energia de activacion requerida para esta reacciéon se disminuye a un medio
catalizador proporcional. En este caso el tipo de sustrato y las bacterias disponibles en la
camara anaerobia generalmente funcionan como biocatalizadores.

Los materiales utilizados con mayor frecuencia en el anodo estan hechos de
materiales de carbono como: cepillo de fibra de grafito, tela de carbon, varilla de grafito,
papel de carbdn, carbono vitreo reticulado y fieltro de carbono, por su estabilidad en cultivos
microbianos, alta conductividad eléctrica y gran area superficial?%-23-24,

Uno de los factores que influyen mas en el rendimiento de una CCM es la
transferencia anddica de los electrones microbianos. ya sea por mediadores de electrones o
de manera directa sobre el electrodo®®.

1.3.5. Microorganismos electrogénicos

El metabolismo bacteriano conduce a la produccion de electrones dentro de las
células como parte del mecanismo de generacion de energia en las mitocondrias®. El flujo de
electrones a través de los complejos de la cadena de transporte de electrones (ETC, por sus
siglas en inglés) genera electricidad que se almacena como enlaces de alta energia en las
moléculas de trifosfato de adenosina (ATP). Durante el metabolismo el oxigeno, nitrato.
sulfato o diéxido de carbono son los aceptores terminales de electrones comunmente
encontrados en bacterias®.

Algunos microrganismos liberan los electrones extracelularmente durante la
fosforilacion oxidativa. estos se conocen como electrogenos. La tecnologia de las CCM se
basa en el uso de este tipo de microorganismos’.

La bacteria Shewanella oneidensis es un miembro metabdlicamente versatil de las
gammaproteobacterias. dentro las propiedades notables de esta bacteria esta su capacidad
para transferir electrones a 6xidos metalicos sélidos y su versatilidad anaerobia. es decir que
puede usar mas de diez aceptores de electrones diferentes*®.

Este fenotipo se ha relacionado con una coleccion de citocromos multihemo que
interaccionan en la membrana interna. espacio periplasmico. y membrana externa. Existe

evidencia que muestra que algunos de estos citocromos se encuentran en la superficie de las
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estructuras piliformes que se extienden desde la superficie celular®’. Independientemente de
la ubicacién final de los citocromos, en todos los modelos de transferencia de electrénica, los
electrones son transferidos desde estas proteinas a una superficie solida o son transferidos a
un mediador soluble que puede difundirse a un destino final.

Aunque el mecanismo por el cual la bacteria Shewanella oneidensis dona electrones
al anodo de la celda combustible o a la superficie de los 6xidos metélicos no se conoce con
exactitud, las investigaciones genéticas y bioquimicas generalmente son consistentes en la
participacién citocromos tipo ¢ multihemo®3: MtrC (también conocido como OmcB) y

OmcA, esto se puede apreciar en la Figura 7.

Fe(ll) Fe(lln)
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Elaboracion propia
Figura 7. Ruta respiratoria Mtr propuesta de la bacteria Shewanella oneidensis para el

mecanismo transferencia extracelular de electrones.

Estos citocromos son lipoproteinas que estan asociadas con la membrana externa y
son translocados a través de la membrana externa por la via de secrecién de proteinas tipo II.
donde estan expuestas al ambiente extracelular y pueden entrar en contacto directo con
superficies minerales o de electrodos®.

Las propiedades electroquimicas de los citocromos MtrC son compatibles con el

intercambio directo de electrones intermoleculares a superficies sélidas. También se ha



demostrado que la bacteria Shewanella oneidensis y otras cepas de Shewanella secretan

flavinas en el medio, lo que potencialmente puede transportar electrones de Jos citocromos

en la superficie celular a los receptores externos®.



2. Antecedentes

En Costa Rica, desde hace mas de 180 afnos. la actividad cafetalera es una de las
principales actividades agricolas que contribuye de manera significativa en la economia y en
Ja generacion de empleo’2. Segun cifras de la Promotora de Comercio Exterior de Costa Rica
la exportacién de café represent6 para el pais en promedio un 2,5 % del total de exportaciones
durante el periodo 2018 — 20198

El procesamiento del café en Costa Rica se realiza por beneficiado bajo la técnica de
via himeda'?, en el cual se acostumbra a utilizar grandes cantidades de agua para las distintas
etapas del proceso. Segun datos del Instituto del Café (ICAFE) en un beneficio de café se
producen entre (4 000 — 11 500) fanegas por cosecha y cada fanega consume entre (200 — 1
000) L de agua's. En un esfuerzo por minimizar el uso de agua entre (200 —400) L por fanega
se han propuesto sisteras intensivos de recirculacion de agua. Sin embargo, esto conlleva a
la concentraciéon de los contaminantes que resulta en agua residual con parametros mas
elevados a los tipicos.

Por otro lado, se reporta que el tratamiento de agua y desechos representa un 6,3 %
del costo total del beneficiado de café. antecedido inicamente por los gastos energeticos y
de mano de obra'’. Dentro de este porcentaje se consideran los tratamientos por sistemas
aerobios, reactores anaerobios, lagunas anaerobias y aspersion sobre pasto “estrella” o la
combinacién de lagunas con aspersion. Este ultimo consiste en que las aguas crudas del
proceso de beneficiado luego de pasar por un tamiz para la separaciéon de sélidos son
dispuestas en un campo para tratamiento con pasto “estrella”'®!7. Este tratamiento es el de
menor costo comparado con los demas tratamientos. sin embargo, este sistema requiere de
una modificacion en la infraestructura y significa una gran inversién en estudios de viabilidad
ambiental.

Con el fin de mitigar este problema. los caficultores e instituciones cafetaleras han
tratado de desarrollar estrategias para adaptarse a los cambios tecnolégicos. Las Celdas de
Combustible Microbiano se han convertido en una tecnologia atractiva que logra dos
objetivos simultaneos: tratar el agua residual y producir electricidad. Esta tecnologia es un
tipo de biorreactor que convierte la energia de los enlaces quimicos de compuestos organicos
a energia eléctrica mediante reacciones catalizadas por microorganismos bajo condiciones

anaerobias'?*’. Desde 1910 se ha evidenciado que es posible generar electricidad
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directamente mediante el uso de bacterias para descomponer los sustratos organicos*’. La
reciente crisis energética ha revitalizado los intereses en las CCM entre los investigadores
académicos como una forma de generar energia eléctrica o hidrégeno a partir de biomasa sin
una emisién neta de carbono en el ecosistema.

El rendimiento de las CCM esta determinado por varios factores como los electrodos
y el tipo de sustrato. Se han analizado varios sustratos. tales como glucosa, acetato, butirato,
cisteina, proteinas y lignocelulosa®*!#2. Se ha reportado la alimentacion de estas celdas con
aguas residuales organicas complejas tales como aguas residuales de procesamiento de
alimentos. aguas residuales de cerveceria. aguas residuales domésticas, aguas residuales
quimicas, aguas residuales de almidén. purines de estiércol de cerdos, lixiviados de
vertederos, aguas residuales de empaque de carne e incluso residuos que contienen
celulosa**™*. Se informa que la mayoria de las configuraciones de CCM son capaces de
proporcionar eficiencias de remocién de DQO que van del 80 % al 95 %2442,

De igual manera, la seleccién del microorganismo electrogénico. biocatalizador, en
la cdmara anddica es fundamental. Recientemente ha aumentado el nimero de publicaciones
que discuten la deteccion e identificacion de este tipo de microorganismos. Se ha evaluado
el uso de Shewanella putrefaciens y Shewanella oneidensis como microorganismos en las
CCM sin mediador para la transferencia electrénica®%. Se ha mostrado que cepas de
Shewanella putrefaciens cultivadas anaerdbicamente presentan actividad electroquimica
mientras que las mismas cepas cultivadas aerobicamente no. en el mismo estudio Escherichia
coli no presentd actividad en ninguno de sus cultivos*.

Se conoce que Shewanellu oneidensis es 1deal para su uso en CCM. Esto ha llevado
a investigar el efecto de un potencial aplicado en la formacién y electroactividad de las
biopeliculas establecidas por la bacteria. Pinto er al*’ observaron que al aplicar un potencial
negativo sobre el dnodo se favorece la transferencia de electrones. correlacionado con la
formacion progresiva de la biopelicula en las fibras y poros del electrodo, mientras que al
aplicar un potencial positivo se estimula la transferencia directa de electrones que resulta en
la colonizacién bacteriana rapida. Ginicamente en las fibras del electrodo.

Otro género de bacterias Gram negativas con resultados prometedores es el de la
Enterobacter. Se han optimizado diferentes parametros de trabajo de las CCM, sustrato y

temperatura, utilizando Enterobacter sp. Se comparé el voltaje generado contra Enterobacter



cloacae o Enterobacter aerogens y se obtuvo que Enterobacter sp. tiene una mayor
generacion de voltaje con sustratos como sacarosa o acetato de sodio®® y ademas presenta
buenos rendimientos en un rango amplio de temperaturas®'. Por otro lado, se ha logrado el
funcionamiento de una CCM empleando celulosa como sustrato y Ginicamente Enterobacter
cloacae como indculo, sin alguna otra cepa con actividad celulolitica 0 mediador?.

En el Cuadro IV se resumen valores de densidad de corriente maxima de las CCM

obtenidos con diferentes tipos de sustratos e indculos.

Cuadro I'V. Desempeiio de diferentes sustratos e indculos en CCM.

Densidad de
Sustrato Indculo Configuracion | corriente maxima | Ref.
. (mA/cm?)
" Clostridium |
—— ellulolytic CM dobl .
Carboximetilcelulosa | <" oyiicumy L ) e 0.05 53
Geobacter camara
J - sulfurreducens
I o o ’ Culti ixt CCM
Acido glucurénico SR RSC : .y 1,18 =5
de bacterias catodo al aire
Cultivo puro de
. dobl .
Almidén Clostridium CCT,VI ‘" 1.3 o
) camara
butyricum
: Consorcio
Aguas residuales de e CCM con 5
g mixto | . 0,18 ?
cerveceria o | catodo al aire
anaerobico
Aguas residuales de
= ) Lod M dobl i
la industria de 0,0_ CC, ovle 0,302 37
anaerdbico camara
chocolate
Aguas residuales Lodo CCM doble 0.06 5
domésticas anaerdbico camara ! ’

La caracteristica dual de las CCM las hace atractivas para la obtencién de la energia
almacenada en los residuos. ademds se ha investigado ampliamente para desarrollar
diferentes configuraciones y modificaciones para maximizar su funcionamiento. En la
camara catodica de las CCM. la cinética de reaccidn es lenta para el proceso de reduccién de
oxigeno. que produce pérdidas altas de voltaje dentro de la celda y. por lo tanto, una baja

eficiencia coulémbica®. La configuracién con cétodo al aire mejora su desempefio al
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disminuir la resistencia interna. ya que el catodo esta expuesto a la atmosfera y permite el
suministro directo de oxigeno®*. Este tipo de configuraciones ofrecen disefios més simples y
de menor costo®™. Por lo general, s6lo poseen una camara anddica sin necesidad de aireacion
en una camara catodica.

En el Cuadro V se puede observar un listado de diferentes sistemas de configuracién
de CCM de una camara. Esta configuracion se investiga con el fin de obtener informacién
con respecto al desempefio de las cdmaras. en especial con modificaciones realizadas en el

catodo debido a las limitaciones de la reaccién de reduccién del oxigeno®.

Cuadro V. Desempeiio de diferentes sistemas de CCM de una cdmara.

Densidad de II Voltaje de
Configuracion Material del catodo potencia circuito Ref.
(mW/m?) | abierto (V)
i embrana intercambiadora 262 4 10 0.44 @ |
de protones-tela de carbono ,
Una’cz’?mara Tela de carl')onc? 'sin capas | 400+ 10-480 0.50 - 0.60 i 8
cubica de difusién + 20 .
Una camara Tela de carbono con 4 capas
302+ 0,04 | ©
ciibica de difusién de PTFE i 0,302+0,
A i
g oA Tela de carbono 1060 N. A. 63
cubica
U Amar lucié p
: na camat.a Solucién c_le c'albono y 10304 +47.8 0,7 ”
catodo al aire electrodo difusivo de gas
I’Jna camara Solucién de carbono sobre 643 = 20 N A 5
catodo al aire fieltro de carbono
Uiscaiia Carbdn negro sobre tela de
) . carbono y PTFE como capa 1295+ 13 N. A. 66
catodo al aire vl iy
de difusién

Dentro de los estudios descritos cabe resaltar el de Liu y Logan®, ellos disefiaron una
CCM que consiste en una camara cilindrica con los electrodos dispuestos en cada extremo.
El 4nodo esta compuesto de papel de carbon sin impermeabilizacion y el catodo que se
encuentra expuesto al aire. compuesto de fieltro de carbono con una capa de Nafion® como
membrana intercambiadora de protones. En este estudio se examiné la generacion de energia
para esta configuracion en presencia y ausencia de una membrana de intercambio de protones

polimérica. Los resultados indican que remover la membrana aumenta la densidad de
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potencia de la celda, sin embargo. al removerla se observa una pérdida de sustrato por
oxidacion aerobia debido a la difusion de oxigeno en la camara.

En otro estudio realizado por Cheng er a/®'%* se trabajé con el mismo disefio
propuesto por Liu y Logan®® con algunas modificaciones en la estructura del catodo. Ellos
proponen la aplicacion de capas sucesivas de politetrafluoroetileno (PTFE) como capas de
difusion en el lado expuesto al aire en el catodo. Con este disefio se observo que remover la
membrana intercambiadora de protones aumenta la densidad de potencia, y las capas de
difusion con PTFE disminuyen las pérdidas de agua y aumentan la eficiencia coulémbica, al
no evidenciarse difusion de oxigeno en la camara anddica.

Actualmente. las aplicaciones comerciales de las CCM estan lunitadas debido a su
bajo nivel de densidad de potencia de W/m?. pero se esté llevando a cabo una investigacion
intensiva para optimizar los parametros operativos y disminuir los costos de construccion y
operacién de las celdas®®-66-67,

Con el fin de mejorar la generacion de potencia en las celdas de una camara, se han
propuesto tratamientos sencillos y de bajo costo para aumentar el area superficial en los
electrodos. Varios estudios sefialan que activar el catodo mediante un tratamiento acido de
oxidacién aumenta su eficiencia y generacién de corriente?!-23:68.69,

Varios materiales basados en carbono’®7"2, metales”, metal-carbono’™, complejos de
metal-carbono-nitrogeno’ han sido estudiados como catalizadores en la camara del catodo.
Estos materiales facilitan la conductividad eléctrica, presentan mayor area superficial. buena
resistencia mecanica. durabilidad y estabilidad en ambientes 4cidos y basicos?. Liu er al”?
reportaron complejos de carbono-nitrégeno con excelentes propiedades cataliticas en
comparacion con Pt/C al observar una transferencia de 3.86 electrones por molécula de
oxigeno. lo que evidencia la via de la reaccion de reduccion de oxigeno a agua.

Sin embargo. la sintesis de materiales a base de carbono. como el carbdn negro.
carbon activado. grafeno y los nanotubos de carbono dopados con nitrégeno (CNT. por sus
siglas en inglés). a partir de reactivos quimicos comerciales es un proceso costoso y lento?.

Por otro lado. los dxidos de tipo perovskitas son interesantes catalizadores en celdas
de combustible de Oxido sélido debido a su vacante en la red de aniones y excelente
movilidad de oxigeno®. Se ha reportado el uso de este tipo de 6xidos en diferentes tipos de

celdas. como en baterias®®?® electroliticas no acuosas de Li-O. y en CCM?>?3!-7778_ Qe han
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explorado diferentes metales en los sitios A y B de la estructura. Esta versatilidad permite
evaluar el desempefio de diferentes combinaciones de elementos. lo que ha llevado a
resultados alentadores.

En cuanto al dnodo. estudios como el desarrollado por Feng er al’®. Chen er al®® y
Cheng ef al®' demuestran que tratamientos eficientes y simples como el empleo de acido,
calentamiento o una combinacidon de ambos. mejora la generacién de energia utilizando
cepillos de fibra de carbono como electrodos.

Mohamed er al** investiga tres estrategias diferentes para el tratamiento de la
superficie del anodo mediante el dopaje de grupos de nitrégenos en las superficies del anodo:
tratamiento con amoniaco, una mezcla de acido nitrico y acido sulfiirico. y urea sélida. Los
resultados mostraron que la potencia y las densidades de corriente se vieron afectadas
significativamente por las técnicas de modificacion de la superficie. La estrategia con
amoniaco alcanzé la densidad de potencia mas alta y revelé un aumento en la potencia del
115 % comparado con el electrodo sin modificar.

Si bien con el estado actual del conocimiento no es posible utilizar las CCM para la
generacion de una cantidad importante de energia, ya que las densidades de potencia son ain
bastante bajas, mediante su uso se puede recuperar parte de la energia empleada durante
procesos como en el beneficiado de café. Ademas, permite la remocion de materia organica
convirtiéndose en una alternativa interesante para el tratamiento de aguas residuales.

Segun la literatura consultada y mencionada anteriormente, Jas CCM se perfilan como
una posible solucién a la problematica de la industria del café en Costa Rica. Dado a que las
CCM son una opcidén novedosa, es de vital importancia continuar bajo una linea de
mvestigacion donde se busquen nuevos sustratos y aplicaciones de este tipo de dispositivos.
Por lo que. desarrollar este trabajo e implementar]o al agua residual del procesamiento del
café implicaria conocer mas sobre esta tecnologia. ademas de una busqueda de una solucién

sostenible para este residuo en el pais.
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3. Objetivos
3l

Objetivo general

Evaluar el desempeno de una Celda de Combustible Microbiano (CCM) con céatodo al

aire para el tratamiento del agua residual del procesamiento del café.

3.2.

3.2.1.

(5]

(N ]

o

o
LD

Objetivos especificos

Caracterizar fisicoquimica y microbiologicamente el sustrato de agua residual del
procesamiento del café para su uso en la Celda de Combustible Microbiano
(CCM) con catodo al aire.

Establecer las condiciones de trabajo adecuadas para el correcto funcionamiento
de una Celda de Combustible Microbiano (CCM) con catodo al aire empleando
lactato como sustrato control y Shewanella oneidensis como bacteria tipo.
Evaluar el desempenio de una Celda de Combustible Microbiano (CCM) con
catodo al aire y condiciones de trabajo adecuadas empleando agua residual del

procesamiento del café como sustrato para su tratamiento.



4. Metodologia

El desarrollo del Trabajo Final de Graduacién se efectué en las instalaciones del
CELEQ y CIA de la Universidad de Costa Rica, en el marco del proyecto B8265 titulado
Celdas Microbianas Combustibles con cdtodo de perovskitas aplicadas en aguas residuales
de beneficio de café, Costa Rica. Los ensayos del contenido de fibra y humedad los realizé
el Laboratorio de Quimica y el Laboratorio de Bromatologia del Centro de Investigacion en
Nutricion Animal (CINA). El ensayo de la relacion carbono y nitrégeno lo realizd el
Laboratorio de Suelos y Foliares del CIA.

4.1. Caracterizacion fisicoquimica del agua residual del

procesamiento del café

Se empled agua residual del procesamiento del café proporcionada por el beneficio
CoopeTarrazad R.L., San Marcos de Tarrazi. El agua residual fue recolectada el dia
19/02/2019, fue tamizada para eliminar particulas de gran tamafio y posteriormente se
almaceno a -3 °C. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

4.1.1. Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

Se sigui6 el método HACH 8000% de digestion por reactor. Se tomé una muestra de
300 mL de agua residual y se homogenizé con agitacion. Se realizaron dos diluciones
diferentes, en la primera se tomo una alicuota de 1 mL y se llevé a 100 mL, y en la segunda
se tomaron 5 mL y se llevaron a 250 mL. En ambas diluciones se tomé una alicuota de 2 mL
y se coloco en el tubo reactor de alto rango inclinandolo en un angulo de 45 ° y se
homogenizé. Se colocaron los tubos en el reactor, precalentado a 150 °C, durante 2 h. Se
dejaron enfriar durante 20 min hasta 120 °C y se agitaron. posteriormente se dejaron enfiiar
a temperatura ambiente. Para el blanco se tomaron 2 mL de agua destilada y se siguio el
mismo procedimiento. Se utilizo6 ftalato acido de potasio (KHP) como patron (99,9 %). para
esto se pesaron (0.4250+ 0.0001) g del sé6lido desecado a 100 °C y se disolvieron en 250 mL.
se realizd una dilucidn 18/25 y se siguio el mismo procedimiento de las muestras.

Para la medicién colorimétrica del patrén, blanco y muestras se limpio el tubo y se

coloco en el soporte de celda y se leyeron los resultados en mg/L.



4.1.2. Contenido de sélidos

Se sigui6 el método 1684 de la Agencia de Proteccion Ambiental® (EPA, por sus
siglas en inglés). Se colocaron crisoles en una mutla a 550 °C durante 1 h. se dejaron enfriar
durante 15 min y se pesaron hasta obtener masa constante.

Sélidos totales: se midieron con exactitud 25 g de la muestra homogenizada en los
crisoles. Se evapor6 a 60 °C durante 2 hy luego a 103 °C durante 24 h en estufa. Se dejaron
enfriar durante 15 min y se pesaron hasta obtener masa constante.

Solidos fijos y voldtiles: se calcinaron los residuos de sélidos totales a 550 *C durante
2 h en mufla. Se dejaron enfriar durante 15 min y se pesaron hasta obtener masa constante.

4.1.3. Porcentaje de humedad

Se sigui6 el método .J. Anim. Sci. 81:3255-3266% de humedad por liofilizacién. Se
sec6 la muestra en un horno de vacio a 20 mmHg y 70 °C.

4.1.4. Contenido de fibra

Fibra detergente neutro: se siguié el método AOAC 2002.04%. Para la preparacién
de la disoluci6n de detergente neutro (ND) se midieron 990 mL de agua, la mitad se agregd
a un Erlenmeyer y se agregé 4,0 g de hidroxido de sodio (NaOH), 1.46 ¢ de acido
etilendiaminotetraacético (AEDT), 4,56 g de hidrégeno fosfato de sodio (Na;HPOy), 6.81 g
de borato de sodio decahidratado (Na:B4O7*10H20). y se mezcl6 hasta disolver. A esta
disolucion, se le afiadieron 30 g de launl sulfato de sodio y el remanente de agua. se mezcld
hasta disolver el detergente y se agregaron 10 mL de trietilenglicol para suprimir la espuma.

Para la determinacion de fibra se secaron los crisolesa 105 °C durante 4 h y se pesaron
hasta obtener masa constante. Se homogeniz6 la muestra y se peso 0.50 g de agua residual
en base seca, y se agrego al crisol para reflujo. Se obtuvo la masa de la muestra en el crisol.
Se precalent6 la unidad y se agreg6 0,5 g de sulfito de sodio (Na:SO3) y 50 mL de ND a cada
muestra. Se calenté hasta observar ebullicién durante 4-5 min. se afadié6 2 mL de una
disolucién de amilasa (estandarizada para consumir 0.5 g de harina de maiz en dos adiciones
de 2 mL) y se dej6 el sistema en reflujo durante 60 min de forma vigorosa.

Al finalizar el reflujo, se removio la mezcla del calor y se dejo reposar durante 1 min.
Se verificé que la muestra no se observara lechosa y se eliminé el exceso de liquido con
filtracion al vacio. Se llené el crisol hasta la mitad con agua caliente y se agreg6 2 mL de la

disolucion de amilasa. se repos6 durante 1 min y seguidamente se filtr6 en frio para remover
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facilmente los remanentes de agua con amilasa, se repitié hasta obtener una disolucién
traslucida.

Se agregaron 50 mL de acetona, se agitd y se dejé en reposo durante 3-5 min, se
repiti6 la extraccion de la fibra y se secé al vacio hasta sequedad.

Se colocaron los crisoles en una estufa a 105 °C durante 8 h y se pesé. Se calcind la
muestra en una mufla a 500 °C durante 5 h hasta eliminar el carbon residual. Se temperaron
los crisoles en una estufa a 105 °C durante 1 h. Se dejaron enfriar y se pesaron hasta obtener
masa constante.

Fibra detergente dcido: se siguié el método AOAC 973.18%. Para la preparacién de
la disolucién de detergente acido se agregaron 20 g de bromuro de cetil trimetilamonio (grado
técnico) a 1 L de una disolucion de acido sulfiirico (1.000 £ 0,005) N.

Para la determinacién de fibra por detergente acido se sec6 la muestra en estufa a 55
°C hasta obtener un 85 % de humedad y se pasé la muestra por un tamiz de 1 mm.

Se colocaron crisoles con vidrio fritado en una estufa a 100 °C durante al menos 8 h
hasta obtener masa constante. Se pesé con exactitud 0.9 g de muestra y se colocé en un beaker
Berzelius. Se anadié 100 mL de la disolucidén de detergente acido y se refluyjé la mezcla
durante 60 min, con un previo hervor durante 10 min; al finalizar la hora de reflujo se removié
el beaker de la plantilla, se agitd y se filtré a un crisol previamente preparado. Se trasvasé
con enjuagues de agua caliente.

Se remojé el residuo con agua hirviendo dos veces durante 30 s y se filtr6 al vacio.
Seguidamente. se enjuagé dos veces el residuo con 40 mL de acetona con un tiempo de
remocidn de 30 s en cada uno. Se secé el residuo al vacio y se colocé en una estufa durante
lanoche a 100 °C. Se dejaron enfriar y se pesaron hasta obtener masa constante.

Lignina detergente dcido: se sigui6 el método A0AC 973.18%. Se colocé el crisol que
contiene la fibra detergente acido en un beaker de 50 mL y se cubri6 el contenido del crisol
con acido sulttirico (H2S04) al 72 % hasta la mitad y a una temperatura de 15 °C. y se agit6
en intervalos de 1 h hasta drenar los acidos durante 3 h. Se mantuvo la temperatura del crisol
entre 20 °C — 23 °C. Se filtr6 y se lavo con agua caliente hasta pH neutro. Se secd a 100 °C.
se dejo enfriar y se pesaron hasta obtener masa constante. Se calcind en mufla a 500 °C
durante 2 h. se entrié a 100 "C durante 1 h, se dejé enfriar a temperatura ambiente y se peséd

hasta obtener masa constante.



4.1.5. Relacién carbono v nitrogeno (C:N)

Se sigui6 el método del Handbook of reference methods for plant analysis®® de
nitrégeno por digestion seca, método de Dumas. Se pesaron con exactitud 0.12 g de muestra
y se determiné el % C total y % N total con una autoanalizador C:N por combustidn seca. El
% C total se correlaciona muy bien con el % de materia organica, con un factor de 1.43.

4.2. Caracterizacion microbiolégica de las bacterias previamente
aisladas del agua residual del procesamiento del café

Se realizé un estudio preliminar de la ruta respiratoria de transferencia extracelular
directa de los electrones por medio de la reduccidn de especies quimicas para identificar
bacterias electrogénicas. Se emplearon las bacterias Enterobacter ashuriae y Lactobacillus
harbinensis previamente aisladas y secuenciadas del agua residual de procesamiento del café
89 El control se realizd con Shewanella oneidensis, bacteria tipo. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado.

4.2.1. Preparacion del medio de cultivo

Se sigui6 la metodologia descrita por Coursolle er al*733. Las bacterias se cultivaron
durante 1 dia en 5 mL de caldo Luria Bertani (LB). Posteriormente se inocularon en un medio
minimo anaerobio descrito por Baron et al*®. Se prepar6 una disolucion stock que contiene
(por litro) 0,46 g de cloruro de amonio (NH4Cl), 0,12 g de sulfato de magnesio heptahidratado
(MgS04*7H0), 0.22 g de sulfato de amonio ((NH4)2SOy4). 34 ¢ de hidrégeno fosfato de
potasio (K2HPO4) y 42 g de dihidrégeno fosfato de potasio (KH2PO4). Después de autoclavar
la disolucion stock. se agregaron 5 mL de una mezcla de minerales y 5 mL de una mezcla de
vitaminas. filtradas por 0.2 um. La mezcla de minerales contiene (por litro) 1.5 g de acido
nitrilotriacético, 0,11 g de cloruro de manganeso(II) tetrahidratado (MnCl,*4H,0). 0,17 g de
cloruro de cobalto(Il) hexahidratado (CoCla*6H,0). 0.13 g de cloruro de zinc(Il) (ZnCl).
0.036 g de sulfato de cobre(ll) pentahidratado (CuSO4*5H;0). 0.0055 g de alumbre de
potasio (AIK(SO4)2*12H,0), 0.0054 g de acido bérico (H3BOs3), 0.13 g de cloruro de
niquel(Il) (NiCl2) y 0.022 g de tungstato de sodio dihidratado (NaWO4*2H>0). La mezcla de
vitaminas contiene (por litro) 0.021 ¢ de hidrocloruro de piridoxina (vitamina B6). 0,012 g
de hidrocloruro de tiamina. 0,0054 g de édcido nicotinico. 0,0001 g de cianocobalamina

(vitamina B12) y 0.011 g de acido p-aminobenzoico.
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4.2.72. Estudio preliminar de la ruta respiratoria de transferencia extracelular directa de

electrones

Cada una de las bacterias se inoculd con 1 mL de la bacteria cultivada en caldo LB,
un tubo de ensayo que contenia 10 mL de disolucion sftock con mezcla de minerales y
vitaminas. 4 mL de fuente de carbono y 5 mL de disolucion aceptora terminal de electrones.
El medio anaerobio se obtuvo afadiendo una capa de 2 mL de aceite mineral al tubo de
ensayo. El ensayo tuvo una duracion de 7 dias bajo condiciones de 30 °C y 200 rpm, y se
realizé por triplicado.

Se empled una disolucion de lactato de sodio, acetato de sodio y glucosa en una
concentracion de 0,25 mol/L cada una, como fuente de carbono para Shewanella oneidensis,
Enterobacter asburiae'y Lactobacillus harbinensis. respectivamente.

Se empled una disolucion de cloruro de hierro(1l1) (FeCl;) y citrato de hierro(IIT)
(Fe(C¢Hs507)) en una concentraciéon de (0,020 £ 0,004) mol/L y (0,020 £ 0,003) mol/L,
respectivamente, como aceptor terminal de electrones. Por otro lado, se emple6 (0,00800 £
0.00001) g 6xido de hierro(IIl) (Fe203) como solido aceptor de electrones. En este caso se
inoculé 1 mL de bacteria cultivada en caldo LB a un tubo de ensayo que contenia 15 mL de
disolucién stock con mezcla de minerales y vitaminas, y 4 mL de fuente de carbono.

Para el control de medio se agregaron 11 mL de disolucion stock con mezcla de
minerales y vitaminas, 4 mL de fuente de carbono y 5 mL disolucion aceptora de electrones.
Para el control de medio sélido. se agregaron 16 mL disolucion stock con mezcla de
minerales y vitaminas, y 4 mL de fuente de carbono. Los controles se incubaron bajo
condiciones de anaerobiosis, 30 °C y 200 rpm durante 7 dias.

4.2.3. Cuantificacién de Fe?*

Previo a la cuantificacién de Fe?*. se realizo un rayado en un plato de medio sélido
para confirmar el crecimiento en cultivo puro de la bacteria en el medio minimo, agar
nutritivo (AN) para Shewanella oneidensis y Enterobacter ashuriae, y MRS para
Lactobacillus harbinensis. Por otro lado. se determiné la densidad optica (O.D.)
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 600 nm.

Se realizé6 un control espectrofotométrico para el estudio del aumento de la
concentracion de la especie reducida. Para esto se centrifugaron las muestras para evitar la

interferencia por el crecimiento de la bacteria en el medio. La generacion de color se realizd



directamente en la celda, se agregaron exactamente 1,600 mL de muestra, 0.500 mL de 1,10-
fenantrolina y 0,400 mL de disolucion amortiguadora (HOAc/OAc. pH = 4). La medicion
se realizé utilizando un espectrofotémetro TermoScientific™ Genesys™ 10S UV-Vis, en una
longitud de onda de 510 nm y la concentracion se interpolé de una curva de calibracion de
(0.100 — 1.500) mg/L Fe(II), a partir de una disolucién patrén de concentracion (100 £+ 1)
mg/L de Fe(II).

Se descart6 alguna interferencia por la disolucién aceptora terminal de electrones
obteniendo el espectro de absorcion de dos disoluciones de cloruro de hierro(I1I) y citrato de
hierro(II) en una concentracién de 4.5 mg/L. Ambas disoluciones contenian 5 mL de 1,10-
fenantrolina y 4 mL de disolucién amortiguadora, a una de las disoluciones se le agregé 4
mL de cloruro de hidroxilamina y se dejé reposar. Se corri6 el espectro de absorcién en un
rango de longitud de onda de (350 — 850) nm y se obtuvo la longitud de onda méaxima.

4.3. Celda de Combustible Microbiano con catodo al aire

Se realiz6 un estudio individual de la cdmara catédica y anddica de la CCM para
establecer las condiciones de trabajo adecuadas para el correcto funcionamiento de una
configuracion de celda con céatodo al aire. Se emplearon celdas de vidrio Pyrex® de volumen
aproximado de 125 mL. Se utiliz6 como anodo un electrodo de cepillo de fibras de carbono
y como cétodo electrodos de tela de carbono, fieltro de carbono y electrodo comercial
catalizado con MnO:z (ver Cuadro VI para su descripciéon). Se emple6 como membrana
intercambiadora de protones una lamina de Nafion® activada con 4cido nitrico (HNO3) al
10%.

43.1. Estudio del catodo

Se ensambl6 una Celda de Combustible Electroquimica (CCE) con doble cémara y
posteriormente una CCE con cétodo al aire para evaluar el correcto funcionamiento de la
camara catddica, especificamente el electrodo de tela de carbono. el flujo electronico desde
el anodo hasta el catodo, y el suministro y consumo de oxigeno en la cdmara catddica.

Se empled en la camara anddica una disolucion de sulfato de hierro(II) heptahidratado
(FeSO4*7H,0) en una concentracion de 0.1 mol/L, y en la camara catdédica una disolucién

de bromo liquido (Br2) y una disoluciéon de acido clorhidrico (HCl), ambas en una

concentracion de 0.1 mol/L.



Primero se ensamblo6 la CCE con doble camara con la disoluciéon de FeSO4*7H,0 en
la cdmara anddica y la disolucion de Bry en la camara catédica. Posteriormente, se ensamblo
la CCE con doble camara con la disolucién de FeSO4*7H20 en la camara anddica y la
disolucién de HCl en la camara catddica con un suministro directo y constante de aire con
motor de aireacién como fuente de oxigeno (O2). En ambos casos se utilizd un electrodo de
tela de carbono como anodo y catodo. Por ultimo, se ensamblé una CCE con catodo al aire
con la disolucién de FeSO4*7H>O en la camara anddica. se utilizé como catodo el electrodo
de tela de carbono y el electrodo comercial catalizado con MnO:z como electrodo control. Se
registraron datos de voltaje hasta que la celda alcanzara el equilibrio

En todos los casos se agregd nitrogeno gaseoso (N2) a la camara anddica durante 10
min para establecer un medio anaerobio. Se registraron los datos de voltaje a través de una
resistencia de 50 Q mediante un multimetro de precisién Fluke® 289 y se graficaron para
obtener el voltaje maximo. Todos los ensayos se realizaron a temperatura ambiente y por

triplicado.



Cuadro VI. Descripcion de los electrodos empleados como anodo y catodo para establecer

las condiciones de trabajo adecuadas para el correcto funcionamiento de una CCM con

catodo al aire.

Electrodo Principales caracteristicas Imagen
Fibras de carbono con area
Cepillo de carbono superficial alta y estructura

abierta que evita bioincrustacién

Fieltro de carbono

94 % porosidad
< 0,15 Qcm? resistividad eléctrica

Activado térmicamente

Tela de carbono

30 % impermeable
< 6 s permeable al aire

< 5 mQcm? resistividad eléctrica

|
Electrodo comercial

Carbdn catalizado con manganeso
y laminado con una pelicula de

Teflon® porosa




4.3.2. Modificacion del catodo

Se emplearon catalizadores tipo perovskita de doble capa CssCuB1:Clyz y
Cs4NiBi2Cl,2 sintetizados en el Laboratorio de Materiales (NanoFEM) del CELEQ y con la
colaboracién de Marisol Ledezma-Gairaud, Ph.D. Se realizé6 un estudio para recubrir
efectivamente los electrodos de tela de carbono y fieltro de carbono, y asi estudiar su
actividad catalitica y comprobar su funcionamiento en una CCE con catodo al aire.

Se evaluo la utilizacién de hexano. acetona. acetonitrilo y DMSO para disolver los
catalizadores y recubrir los electrodos a partir de una disolucién del catalizador y Nafion®.
Se pesaron 60 mg de ambas perovskitas y se les realizé una prueba de solubilidad en un
volumen de 1 mL en los diferentes disolventes.

Para el estudio de la actividad catalitica se realiz6 una voltametria ciclica a ambos
electrodos recubiertos con catalizadores en medio aerobio y anaerobio. El recubrimiento
catalitico se realizé con una disolucién de 30 mg de cada perovskita en 1,500 mL de DMSO,
los electrodos de 1 cm? se sumergieron y se dejaron 48 h secando al aire. Se empleé un
electrodo de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol/L) como electrodo de referencia, electrodo de carb6n
vitreo como electrodo auxiliar y el electrodo de tela de carbono o fieltro de carbono
modificado como electrodo de trabajo. Se empleé la disolucién amortiguadora PBS (0,1/1,5
mol/L y pH = 6,67) como electrolito soporte y una velocidad de barrido de 25 mV/s. Las
disoluciones se burbujearon durante 20 min con aire como fuente de oxigeno (O2) y nitrégeno
(N2), para obtener el medio aerobio y anaerobio, respectivamente. Se utilizo tela de carbono
y fieltro de carbono sin modificar como control. Todos los ensayos se realizaron por
duplicado y se empleé un Potenciostato Metrohm Autolab PGSTATI128N.

Se ensambl6 una CCE con catodo al aire para evaluar el desempefio del catalizador
tipo perovskita. Se utilizé un electrodo de tela de carbono modificado con CssNiBixCl)». el
recubrimiento catalitico se realiz6 con una disolucién del catalizador con Nafion® segun el
procedimiento descrito por Suntivich er a/*® de inmovilizacién por la técnica drop casting.
Se midi6 exactamente (0,01068 + 0,00001) g de catalizador y se disolvié en 1,000 mL de
DMSO (ACS = 99.9 %) empleando un baiio ultrasonico a temperatura ambiente durante 1 h.
Se le agreg6 40.0 uL de una disolucién de Nafion® (5 % en masa) y se agitd. Se pesaron los
electrodos de tela de carbono antes de la modificacién y se delimit6 un area de 4,5 cm? en el

electrodo con Teflén®. Se les agreg6 0.2250 mL de la disolucién de catalizador con Nafion"
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sobre el electrodo y se seco el disolvente en estufa a 50 °C durante 4 h y luego a temperatura
ambiente durante 48 h.

En la camara anddica se empled una disolucion de sulfato de hierro(IT) heptahidratado
(FeSO4*7H20) en una concentraciéon de 0,1 mol/L y se agregd nitrégeno gaseoso (N2)
durante 10 min para establecer un medio anaerobio. Se registraron los datos de voltaje a
través de una resistencia de 50 Q mediante un multimetro de precisiéon Fluke® 289 hasta que
la celda alcanzara el equilibrio y se graficaron para obtener el voltaje maximo. Todos los
ensayos se realizaron a temperatura ambiente y por triplicado.

4.3.3. Estudio del 4nodo

Se ensamblé una CCM con doble camara para evaluar la correcta generacion de
biopelicula en el electrodo de fibra de carbono por medio de la generacién de corriente. Se
inocularon 5 mL de las bacteria previamente cultivada en el caldo LB. en la cadmara anddica.
Se emple¢ la disolucion stock con mezcla de minerales y vitaminas preparada en 4.2.1, y
disolucion de acetato de sodio y lactato de sodio en una concentracion final de 0,05 mol/L
cada una. como fuente de carbono para Enterobacter asburiae y Shewanella oneidensis,
respectivamente. En la camara catodica se utilizo tela de carbono sin modificar como céatodo
y se emple6 la disolucién amortiguadora PBS y se suministré de manera continua aire con
motor de aireaciéon como fuente oxigeno (O2).

Se agrego nitrogeno gaseoso (N) a la camara anddica durante 10 min para establecer
un medio anaerobio. Se registraron los datos de voltaje a través de una resistencia de 50 Q
mediante un multimetro de precision Fluke® 289 y se graficaron para obtener el voltaje
maximo. Concluidos los ensayos se realizé un rayado en un plato de medio sélido para
confirmar que en la biopelicula formada en el electrodo se encontrara Unicamente la bacteria
inoculada. Para el control se emple6 la disolucion sftock con mezcla de minerales y vitaminas
preparada en 4.2.1. con las respectivas fuentes de carbono sin el inéculo. Todos los ensayos
se realizaron con una duracién de 7 dias. a 30 “C y por duplicado.

4.34. Tratamiento del anodo

Se siguio el procedimiento descrito por Mohamed ef al®? para la activacién del anodo
con amoniaco (NHj3). Se lavaron los electrodos de cepillo de fibra de carbono con acetona y
se dejaron en reposo 24 h. Se sumergieron los electrodos en 100 mL de amoniaco al 30 %.

se dejaron en ebulliciéon a 180 “C durante 3 h y se lavaron con agua destilada.



Se ensamblé una CCM con doble camara para evaluar el desempefio del tratamiento
de activacion por medio de la generacidén de corriente. Se inocularon 5 mL de la bacteria,
previamente cultivada en caldo LB, en la camara anddica. Se empled la disoluciéon stock con
mezcla de minerales y vitaminas preparada en 4.2.1, y disolucién de acetato de sodio y lactato
de sodio en una concentracion final de 0,05 mol/L cada una, como fuente de carbono para
Enterobacter asburiae y Shewanella oneidensis, respectivamente. En la camara catddica se
utilizé tela de carbono sin modificar como catodo y se empleé la disolucién amortiguadora
PBS y se suministré de manera continua aire con motor de aireacién como fuente oxigeno
(02).

Se agregd nitrégeno gaseoso (N2) a la camara anddica durante 10 min para establecer
un medio anaerobio. Se registraron los datos de voltaje a través de una resistencia de 50 Q
mediante un multimetro de precisién Fluke® 289 y se graficaron para obtener el voltaje
maximo. Concluidos los ensayos se realizé un rayado en un plato de medio sélido para
confirmar el crecimiento unico de la bacteria en el electrodo. Para el control se empleé la
disolucién sfock con mezcla de minerales y vitaminas preparada 4.2.1, con las respectivas
fuentes de carbono sin in6culo. Todos los ensayos se realizaron con una duracién de 7 dias.
a 30 °C y por duplicado.

4.4. Tratamiento del agua residual del procesamiento del café

mediante el uso de CCM con catodo al aire

Se ensambl6é una CCM con cétodo al aire para evaluar el desempefio de la celda
cuando se utiliza agua residual del procesamiento del café como sustrato. Se empled agua
residual diluida al 50 % con la disolucion amortiguadora PBS. Se utilizé el electrodo
comercial catalizado con MnQO2 como catodo y electrodo de cepillo de fibras de carbono con
tratamiento de NHs como anodo. Se agregd nitrégeno gaseoso (N2) a la camara anddica
durante 10 min para establecer un medio anaerobio.

Se registraron los datos de voltaje a través de una resistencia de 50 QQ mediante un
multimetro de precisién Fluke® 289 y se graficaron para obtener el voltaje maximo. Se
determiné el DQO antes y después del ensayo para calcular el % de remocién de DQO y la
eficiencia coulémbica con ayuda del software MATLAB®. Todos los ensayos se realizaron

con una duracién de 5 dias. a temperatura ambiente y por duplicado.
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5. Resultados y discusion

5.1. Caracterizacion fisicoquimica del agua residual del

procesamiento del café

La limitacion en la generacion de corriente en una CCM estd directamente
relacionada con la comunidad microbiana que se establece en dnodo. y su eficiencia para
degradar la materia organica empleada como sustrato para la transferencia extracelular de los
electrones al electrodo®. La caracterizacién fisicoquimica del agua residual permite
cuantificar la facilidad con que este sustrato puede ser oxidado por los microorganismos
presentes en la camara anddica de una CCM.

En este caso, el agua residual proviene directamente de un proceso de beneficiado de
café bajo la via humeda con remocion mecéanica de mucilago, por lo que esta compuesto de
agua de despulpado, restos de pulpa y mucilago'®-'"'é. Estos componentes corresponden a
azucares sencillos como fructuosa y glucosa de la pulpa, asi como carbohidratos complejos

como las pectinas y material lignocelulsico que forma parte del mucilago y restos de pulpa'>.

Cuadro VII. Resultados de los diferentes parametros de la caracterizacion del agua residual

del procesamiento del café.

Parimetro Resultado
pH (4,1 £0.1)
DQO (74 200 + 100) mg/L
Solidos suspendidos totales. base fresca (5.08 = 0,03) %
Solidos fijos. base seca (6.8+0,3)%
Solidos volatiles. base seca (93.2+0.3) %
Fibra detergente acido. base seca (37+£1)¢g/100 g
Fibra detergente neutro. base seca (54+1)g/100 g
Lignina detergente acido. base seca 9+1)g/100 ¢
Carbono total (41.54 £ 0,01) % en masa
Nitrégeno total (1.43 £ 0,01) % en masa
Relacion C:N 29.0

Incertidumbre segiin método EURACHEM. k =2



Como se muestra en el Cuadro VII, el sustrato presenta un pH acido. La mayoria de
los carbohidratos que componen el agua residual presentan procesos de oxidacién que
generan varios tipos de dcidos organicos volatiles como el acido acético, acido propidnico y
acido butirico, responsables del pH bajo®?. El pH es un parametro importante que delimita el
tipo de microorganismo que se puede establecer en el sustrato, asi como los cambios en el
metabolismo si las condiciones ambientales se alteran®>. Miembros de los géneros
Lactobacillus, Streptococcus 'y Acetobacter son capaces de sobrevivir a pH bajos®.

Por otro lado. la reaccién neta en la camara anddica produce protones que se
consumen en la camara catédica durante la reduccion del oxigeno. Una operacién continua
de la celda resulta en una acumulacién de los protones en la cdmara anddica debido a la
difusién y migraciéon incompleta a través de la membrana. A su vez, se observa la
alcalinizacion de la camara catddica debido a la falta de reemplazo de protones. Estos
fenomenos conducen a un gradiente de concentracion de pH en la membrana que pone una
limitacién electroquimica y termodinédmica en el rendimiento de CCM?2%°, En ese sentido.
disminuir el pH operativo puede beneficiar a la reaccion de reduccién de oxigeno y, en
consecuencia. la generacion de corriente en la celda.

Con respecto al contenido de sélidos, se puede observar que el contenido total en la
muestra de agua residual del procesamiento del café es bastante bajo y de esos solidos totales
la mayor parte corresponden a sélidos volatiles. Se espera que el agua residual contenga
pocos solidos debido a que la mayoria de la pulpa es removida y los restos de mucilago
representa un porcentaje bajo de la masa del total del grano que es procesado. al presentar un
contenido menor al 15 % se considera un digestor liquido®.

Contenidos bajos de solidos totales son desfavorables en digestores anaerobios ya que
la generacién de metano requiere una gran cantidad de biomasa para poder llevar acabo la
reaccion?’. Este factor no es limitante para las CCM, ya que el producto de la oxidacién en
la camara anddica no es metano sino diéxido de carbono. generado a partir de los acidos
organicos producidos por la degradacién microbiana®.

El analisis de fibra mediante detergente acido y detergente neutro permite diferenciar
el tipo de polimero que lo conforma. De esta manera se determiné que 17,5 g/100 g
corresponde a hemicelulosa, 28 g/100 g a celulosa y 8.6 g/100 g a lignina y cutina. esto

demuestra que el sustrato es rico en celulosa y sus derivados. El contenido de biomasa



lignocelulésica dificulta la degradacion anaerobia microbiana, ya que esta presenta
abundante celulosa, hemicelulosa y ligninas, que los microorganismos electrégenos no
pueden utilizar directamente y que primero deben convertir en monosacaridos u otros
compuestos de bajo peso molecular??. Por lo tanto. se necesita un proceso de hidrélisis y
fermentacién de biomasa lignoceluldsica antes de ser empleados para la generacion de
electricidad.

Sin embargo, los procesos de fermentacion e hidrolizado durante el procesamiento
del café bajo la via humeda permiten la generacion de azicares, que actiian como la fuente
primaria de energia para los microorganismos. En la tesis titulada Evaluacion de la
generacion eléctrica de una Celda de Combustible Microbiana con electrodo de grafito
modificado para el tratamiento de agua miel de café®® se determin6 el contenido de azicares
en el agua residual del procesamiento del café del beneficio CoopeTarrazi R.L., (1.45 £ 0.02)
¢/100 mL de glucosa y (1,44 £ 0,02) g/100 mL de fructosa. Estos aztcares pueden ser
totalmente degradados al final de cada ciclo de operacion de la CCM%,

La relacion C:N del sustrato se encuentra en el rango de condiciones ideales para el
desarrollo de microorganismos que son fundamentales para la degradacion de la materia
orgéanica. Para sustratos biodegradables, la relacién C:N Optima esta en el rango de 25 a 35%2,
sin embargo. para los materiales que son resistentes a la degradacidon microbiana, esta
relacién puede llegar a valor tan altos como 40. De hecho, una relacién C:N excesivamente
alta provoca un aumento en la formacién de acido que inhibe la produccion de metano y
ocasiona que el proceso de descomposicién sea mas lento. Esto influye directamente sobre

el rendimiento de digestores anaerobios®>?’

, pero no sobre las CCM.

Actualmente algunos beneficios de café disponen el agua residual sobre pasto
“estrella”. sin embargo, el estudio fisicoquimico demuestra que este residuo posee bajo valor
nutricional, ademas de bajo pH, para suelos ya que relaciones C:N muy bajas hacen que se
pierda N por falta de estructuras de carbono que permiten retener el N. Se reportan pérdidas
de nitrégeno por volatilizacién en el caso de relaciones C:N de 18 — 30, comparadas con una
relacién de 52 — 110 para sustratos con alto material lignoceluldsico®. De esta manera se
puede aprovechar este residuo al degradarse en un sistema electroquimico y asi no perjudicar

los suelos en los que se aplican.



La sumatoria de todos estos componentes oxidables en el agua residual resulta en una
alta demanda quimica de oxigeno, que engloba la principal problematica del residuo. De
acuerdo con el limite maximo permisible de vertido de aguas residuales del beneficiado de
café en cuerpos receptores, establecidos en el Reglamento de Vertido y Reuso de Aguas
Residuales'®. es necesario disminuir el DQO del sustrato hasta 1 400 mg/L, por lo que su
valor debe disminuir hasta 50 veces. Esta es una de las principales caracteristicas por las
cuales las CCM se han convertido en una tecnologia atractiva, ya que se puede tratar el agua

residual al bajar su carga organica y producir electricidad simultaneamente.

5.2. Caracterizacion microbiolégica de las bacterias previamente

aisladas del agua residual del procesamiento del café

Por medio de un aislamiento e identificacion de bacterias presentes en el &nodo de las
CCM empleando como sustrato agua residual del procesamiento del café del beneficio
CoopeTarrazu R.L., en la tesis titulada Busqueda de bacterias electrogénicas en Celdas de
Combustible Microbiano a partir de miel de café®® se encontré una dominancia del género
Lactobacillus (L. harbinensis, L. casei sub casei, L. paracasei sub tolerans y L. paracasei
sub paracasei) ademas de una bacteria perteneciente al género Enterobacter (E. asbhuriae) y
de levaduras del género Pichia 'y Saccharomyces.

En dicho trabajo se analizaron los parametros de corriente maxima. densidad de
corriente maxima, porcentaje de remocidn de carga organica y eficiencia coulémbica de la
CCM al comparar el valor generado por un electrodo control y un electrodo inoculado con
Enterobacter ashuriae y Lactobacillus harbinensis, y se demostr6 que la inoculacion de las
diferentes bacterias no generd una diferencia significativa en los parametros estudiados. Por
lo tanto. no se logré comprobar el efecto del indculo en el rendimiento de la CCM.

En un esfuerzo por abordar con mayor profundidad este tema. se propuso realizar un
estudio preliminar de la ruta respiratoria de transferencia extracelular directa de los electrones
de las bacterias empleadas como indculo de estas CCM. y evidenciar la capacidad de reducir
especies quimicas en un medio anaerobio como indicio de ser bacterias electrogénicas.

La principal caracteristica de una bacteria electrogénica es su capacidad de liberar los
electrones extracelularmente como parte de su metabolismo en medio anaerobio. Con el

proposito de identificar este tipo de microorganismos. se propuso emplear especies de hierro



en estado de oxidacion +3 solubles e insolubles en agua como aceptores terminales de
electrones.

Se empled FeCls y Fe(C¢HsO7) ambos solubles en agua, y el Fe:Os insoluble'™
debido a que la respiracidn de estas especies sugiere que los microorganismos presentan un
mecanismo para transferir electrones desde el espacio citoplasmatico a aceptores de
electrones que no pueden cruzar la membrana externa. Si se compara la especiacion en medio
acuoso de estos compuestos, en ambos casos se dificultaria el cruce de los iones Fe** a través
de la membrana externa de la bacteria. El cloruro de hierro(I11) forma una esfera de
hidratacion del agua alrededor del hierro y los iones cloruro'®'. Mientras que el citrato de
hierro(Ill) forma complejos y especies multinucleares, en particular complejos
trinucleares'?.

En el Cuadro VIII se observan los valores de la concentracion de Fe?* reducido por
las diferentes bacterias en medio anaerobio, asi como la densidad éptica (O.D.) para

confirmar el crecimiento de los microorganismos en los diferentes medios de cultivo.

Cuadro VIII. Densidad 6ptica (0.D.) y concentracion de Fe?* reducido por las diferentes
bacterias en los medios de cultivo anaerobios con disoluciéon aceptora de electrones de

especies Fe’*.

Shewanella ' Enterobacter Lactobacillus

Aceptor de oneidensis asburiae harbinensis

electrones Fe?* Fe?* Fe?t

0.D. 0.D. 0.D.
(mg/L) (mg/L) | (mg/L)
0,092 0,982 0,340 0,765 . 0,085
F C 2 ? 2 ? 3
= 0 | o9 | 0y | 09 [P woy

Control 0.008 0,063 0.001 0,078 0,003 0,086

0.161 18.934 0.298 0,373 0,070 0,475
Fe(CsHs ; ’ ;

#{Ceks07) (0,02) (3) (0,09) (0.04) (0.09) (0.4)
Control 0,011 0,123 0,032 0,033 0,001 0,318
FesO 0,034 0,366 0,509 0,501 0,038 0,391

e (0.01) (0.04) (0,02) (0.1) (0,03) (0.5)

Control 0.004 0,000 0,003 0,000 0.014 0.513

*Valores de desviacion estandar entre paréntesis ().

Se trabajo6 con S. oneidensis, bacteria tipo, para controlar y optimizar las condiciones

del ensayo. En los tres medios de cultivo se observé un crecimiento adecuado. asi como su



capacidad de reducir una cantidad importante de hierro, tanto en disolucién como en la
especie quimica insoluble.

Si se compara el crecimiento de S. oneidensis con el de E. asburiae y L. harbinensis
se puede observar (Figura 8) como E. asburiae tuvo el mejor rendimiento y L. harbinensis
tuvo el menor rendimiento. Sin embargo, ese crecimiento no es un factor limitante para la
reduccion de las especies quimicas. Esto se evidencia en el medio de cultivo con 6xido de
hierro(III) donde S. oneidensis logra reducir esta especie mientras de L. harbinensis no fue

capaz, a pesar de presentar una O.D. similar.
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Shewanella oneidensis Enterobacter asburiae  Lactobacillus harbinensis
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Cloruro de hierro(111) = Citrato de hierro(I11) = Oxido de hierro(IIl)  Control medio

Figura 8. Promedio de la densidad optica (O.D.) de las diferentes bacterias en los medios de

cultivo anaerobios con disolucion aceptora de electrones con especies Fe3*.

En la Figura 9 se puede observar que al igual que S. oneidensis, E. asburiae logra
reducir con éxito las 3 especies de hierro. Inclusive en el medio con Fe;O3 se observa que E.
asburiae logré reducir en una mayor proporcion esta especie en comparacion a la bacteria

tipo.
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Figura 9. Porcentaje de conversion Fe?* reducido por las diferentes bacterias en los medio

de cultivo anaerobios con disolucién receptora de electrones con especies quimicas Fe3*.

Por otro lado, para L. harbinensis en ninguno de los medios se logra cuantificar de
manera adecuada hierro(II), el control de medio descarta que lo que se logra detectar es
producto del microorganismo. Se corrobor¢ la presencia de la bacteria mediante rayado en
un plato MRS,

De esta manera L. harbinensis no evidencia una respiracion extracelular de las
especies de hierro en medio anaerobio. Mientras que para E. asburiae los resultados sugieren
que en medio anaerobio su metabolismo presenta alguna ruta extracelular de transporte
electrénico. Esta caracteristica es importante para la transferencia directa de electrones desde
el microorganismo al electrodo de una CCM. Por otro lado, este hallazgo le da un valor

agregado al agua residual del procesamiento de café?%1%3,

5.3. Condiciones de trabajo adecuadas para el correcto
funcionamiento de una Celda de Combustible Microbiano con
catodo al aire

La camara catddica y anédica. asi como los electrodos que se utilizan en estas juegan
un rol importante en el rendimiento de las CCM. Con la necesidad de establecer las
condiciones de trabajo adecuadas para el correcto funcionamiento de una CCM con catodo

al aire, para su posterior implementacion al tratamiento del agua residual del procesamiento
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del café; se realizaron diferentes ensayos para la seleccion del electrodo en la camara

catddica, evaluar el desempefio del catodo modificado con catalizador tipo perovskita y, por

ultimo, evaluar el efecto de un tratamiento de NH3 en el anodo en la generacidn de corriente.
5.3.1. Electrodos

La generacion de corriente en un CCM depende de la tasa de degradacion del sustrato.,
la resistencia del circuito, las condiciones externas de operacién y el rendimiento de los
electrodos®!?. Los diferentes materiales de los electrodos varian en sus propiedades fisicas y
quimicas; por ejemplo, area superficial, conductividad eléctrica y estabilidad quimica!®. Y
esas propiedades a su vez varian en su impacto sobre la generacion de la biopelicula, la
transferencia de electrones y la velocidad de reaccién en la superficie del electrodo?. Por lo
tanto. es de gran importancia seleccionar materiales de electrodos adecuados para optimizar
y promover el rendimiento de las CCM.

Para la camara anddica se selecciond un electrodo de cepillo de fibras de carbono
debido a que presenta una alta area superficial y baja resistencia’. Mientras que para la
camara catddica se selecciond el electrodo entre fieltro de carbono y tela de carbono. Ambos
electrodos tienen la ventaja de presentar alta porosidad, lo que incrementa el area superficial
a pesar de exhibir alta resistencia'®. Se plante6 la necesidad de modificar el catodo con
catalizador, por lo que, el electrodo que presentara la mejor actividad catalitica a través de
una voltametria ciclica se emplearia en la camara catodica de la CCM para comprobar su
correcto funcionamiento.

En la tesis titulada Caracterizacion de la reduccion fotocatalitica de CO> utilizando
un catalizador de perovskita de bismuto inmovilizado en un microreactor'® se sintetizaron
diferentes fotocatalizadores de tipo perovskita. Los catalizadores tipo perovskita de doble
capa de bismuto normalmente se emplean en celdas fotovoltaicas por su amplio rango de
absorcion y bajo band gap*?. sin embargo, también se consideran electrocatalizadores activos
para la reaccion de reduccion de oxigeno?’.

De esta manera se eligieron las perovskitas de Cs¢CuBi2Cli2 y CsaNiBi12Clj2 como
catalizadores para la ORR en la camara catédica. Ambas perovskitas son parcialmente
solubles en DMSO mientras que en hexano, acetona y acetonitrilo son insolubles. por lo que.
se realizo una disolucion del catalizador con Nafion® en DMSO. Es clave que el catalizador

se suspenda de manera uniforme ya que se requiere un recubrimiento homogéneo y de
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pelicula delgada sobre el electrodo que sea suficientemente estrecha para que la resistencia
al transporte de O dentro de la fase del Nafion® sea insignificante®.

La voltametria ciclica en ambos electrodos modificados permiti¢ descartar el uso del
fieltro de carbono ya que esta no fue satisfactoria y no se observé actividad catalitica con
ninguno de los dos compuestos. En la Figura 10 se observa la voltametria ciclica en el
electrodo de tela de carbono modificado con Cs4CuBi2Cli2 y al igual que en el electrodo de
fieltro de carbono no se distinguen sefiales que evidencien su capacidad de catalizar la ORR.
De igual manera. en medio anaerobio y aerobio, el voltagrama presenta la misma forma y no

se diferencian sefiales cataliticas de adsorcion de oxigeno en el compuesto.
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Figura 10. Voltametria ciclica vs. (Ag/AgCl) de un electrodo de tela de carbono empleando
PBS (pH = 6,67 y 0,1/1,5 mol/L) como electrolito soporte y velocidad de barrido de 25 mV/s:
(a) electrodo modificado perovskita CssCuBi2Cli2 aireado, (b) electrodo modificado con

perovskita CssCuBi>Cly2 con purga de nitrégeno y (c) electrodo sin modificar.

Caso contrario. en el voltagrama del electrodo de tela de carbono modificado con
CsaNiBiCly2 (Figura 11) se puede observar durante el experimento saturado con oxigeno
una sefial de corriente catédica a un voltaje de -0.20 V vs. Ag/AgCl correspondiente a la
oxidacién del catalizador. Este valor es comun para catalizadores que adsorben oxigeno
reversiblemente. También a un potencial de -0,01 V vs. Ag/AgCl se distingue un pico de

corriente anddico de reduccion de la perovskita. Se puede apreciar ademas en la misma
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figura, que el voltagrama en condiciones saturadas con nitr6geno no muestra sefiales de
actividad catalitica del compuesto, con ausencia casi nula de picos catddicos en el rango de
-0.20 V a 0.00 V vs. Ag/AgCl, mientras que el experimento saturado con oxigeno permite
dar paso a la reacci6n de reduccién de oxigeno. Por otro lado, se evidencia un desplazamiento
de la sefial hacia la derecha, es decir, hacia potenciales mas positivos lo que favorece la

corriente de reduccidn catalitica.
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Figura 11. Voltametria ciclica vs. (Ag/AgCl) de un electrodo de tela de carbono empleando
PBS (pH = 6,67 y 0,1/1,5 mol/L) como electrolito soporte y velocidad de barrido de 25 mV/s:
(a) electrodo modificado perovskita CssNiBixClj2 aireado, (b) electrodo modificado con

perovskita Cs4NiBi>Cli2 con purga de nitrégeno y (c) electrodo sin modificar.

Al evidenciar una actividad electrocatalitica para la ORR de la perovskita de doble
capa CssNiB12Clj2 en tela de carbono; se selecciona este electrodo para utilizarse en la camara
catodica, asi mismo se empled esta perovskita para recubrir el catodo por medio de la técnica
drop casting y evaluar su desempefio en una configuracién de celda con cétodo al aire.

5.3.2. Camara catddica

Con el propoésito de establecer los parametros de trabajo adecuados en la camara
catédica de una CCM se planteo el ensamblaje de una Celda Combustible Electroquimica
(CCE) para evaluar el sistema de recoleccién de datos, asi como de los electrodos de tela de

carbono, su modificacién con catalizador y la camara en general. Primero se trabaj6 con una
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configuracion con camara doble, cuya reaccion electroquimica se describe en el diagrama

(1), ya que esta permite un mejor control de los parametros de funcionamiento de la celda.
Corafito|Fe** (0,1 mol  L71),50,%7(0,1 mol x L"), Fe** || Bry(qc) (0,1 mol » L), Br~|Cyrafico (1)

Segiin el diagrama (1), en la camara anddica se emple6 una disolucién de Fe?*, cuya
hemireaccion presenta un E° = +0,771 V vs. EEH, y en la cdmara catddica se emple6 una
disolucién de Brz, cuya hemireaccion presenta un E° = +1,087 V vs. EEH. En total el
potencial de celda (Ecus) resulta en un valor teérico de +0,316 V vs. EEH. Como se puede
observar en la Figura 12, el voltaje maximo promedio experimental para la celda control se
encuentra en un rango entre (0,280 —0,379) V. De esta manera, se puede confirmar el correcto
funcionamiento del electrodo de tela de carbono y del circuito en general, ya que no se
evidencian pérdidas de voltaje por resistencia en los electrodos o en la disolucién. Por otro
lado, este ensayo permite establecer que la lectura de voltaje a través de la resistencia de 50

Q) se esta realizando correctamente.
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Figura 12. Variacién del voltaje méximo promedio respecto al tiempo de una CCE con doble
camara Fe?*//Br; para evaluar el correcto funcionamiento del electrodo de tela de carbono

sin modificar.

Para evaluar el correcto funcionamiento de la configuracion de celda con céatodo al
aire se ensamblé una CCE con doble camara y el catodo aireado sin modificar, y una CCE

con catodo al aire sin modificar. Se trabaj6 con una celda electroquimica, segiin el diagrama



(2). ya que esta permite un mejor control de los parametros de salida para asi poder establecer
la limitacion de la ORR al comparar la densidad de corriente maxima generada por ambas

configuraciones.
Corafito|Fe** (0,1 mol » L™1),50,%7(0,1 mol x L), Fe3*||0y¢gy(sat.), H*(0,1 mol * L), | Cyrasico (2)

En la Figura 13 se compara la generacion de voltaje de una celda con doble camara
y una con catodo al aire sin modificar. Se puede apreciar como la configuracién con catodo
al aire sin modificar no logra generar voltaje. Esta limitacion se puede deber a la difusién de
oxigeno en la camara anddica de la celda, ya que se genera una pérdida del sustrato por
oxidacién aerobia®?. En un esfuerzo por disminuir esta difusion se colocé Teflon® sobre la
superficie externa el catodo, sin embargo, los valores de voltaje caian a valores iguales a cero
e inclusive a valores negativos al igual que el catodo sin este recubrimiento. De igual manera,

una poca exposicién del catodo al aire puede significar una limitacién de mas para la ORR.
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Figura 13. Variacién del voltaje maximo promedio respecto al tiempo de una CCE con doble
camara y catodo aireado, una CCE con catodo al aire modificado con perovskita, y una CEE
con catodo al aire sin modificar para evaluar el correcto funcionamiento de la configuracién

de celda con catodo al aire.

Por otro lado. el ensamblaje de la CCE con doble camara y catodo aireado sin
modificar permite evidenciar la limitacién intrinseca de la ORR en este tipo de celdas. Es

decir, que la configuracién con catodo al aire no solo presenta el reto de superar el
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sobrepotencial de la ORR, sino también esta configuracién permite una mayor difusion del
oxigeno hacia la camara anddica que aporta al detrimento del voltaje por la oxidacion aerobia
del sustrato.

En un esfuerzo por superar estas barreras y generar voltaje con una celda con catodo
al aire se ensamblo una CCE con catodo al aire modificado con CssNiBixCll,. El
recubrimiento catalitico se realizé bajo la técnica drop casting, esta permitié una adecuada
uniformidad. Se modificaron 3 electrodos y se logré cuantificar por diferencia la masa de
catalizador inmovilizado por unidad de area en el electrodo de tela de carbono. En el Cuadro
LX se observa la masa de catalizador por unidad de area que se impregna en los electrodos
después de evaporar el disolvente en la estufa a 50 °C durante 4h, y se destaca la repetibilidad
entre las muestras. En promedio los electrodos se recubrieron con una masa de (0,46 + 0,07)

mg/cm? de Cs4NiBi>Cl1; con una desviacion estiandar de 0.04 mg/cm?.

Cuadro IX. Masa de la perovskita de Cs4sNiBi2Cl2 por unidad de area inmovilizada en los

electrodos de tela de carbono posterior al recubrimiento bajo la técnica drop casting.

Electrodo I Masa del catalizador por unidad de drea (mg/cm?)
1 ' 0.46
2 j 0,50
3 ] 0,42 i'

En la Figura 13 se observa como la celda con catodo al aire modificado si genera un
valor de voltaje, con mejor resultado que la celda con catodo al aire sin modificar. En este
caso, la configuracién cétodo al aire modificado después de una hora de haber iniciado la
operacion alcanza un maximo y fluctia de manera constante en este valor de voltaje. La
fluctuacion del voltaje generado es comin en este tipo de celdas y se puede atribuir a
diferentes factores. En este caso en especifico al ser una CCE. se le atribuye directamente a
la difusion del oxigeno hacia la cdmara anddica®.

En el Cuadro X se pueden distinguir que a pesar de que la configuracién con doble
camara presenta una mayor salida de voltaje. al considerar la generacion de corriente por
unidad de area, la densidad de corriente méaxima generada por la configuracion con céatodo al
aire es mayor. Con la necesidad de evaluar el desempefio de la configuracion de celda con
catodo al aire modificado con perovskita se ensambl6 una CCE con cétodo al aire comercial

catalizado con MnQ> como electrodo control.
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Cuadro X. Promedio de la densidad de corriente méxima como parametro de desempefio del

correcto funcionamiento del electrodo en la camara catddica en una CCE configuracion con

doble camara y con céatodo al aire.

catalizado con MnO;

Confi o Electrodo Area | Densidad de corriente
- S (cm?) maxima (pA/cm?)

Doble camara | Tela de carbono 12,6 (7,0£0,3)

Tela de carbono sin modificar 45 N. A.

Tela de carbono modificado

4, S5+0.2

Catodo al aire | con perovskita 2 (P 20.2)

Electrodo comercial 45 (630 % 30)

Incertidumbre seglin método EURACHEM. k =2

El electrodo control est4 disefiado para la reduccién de oxigeno en aplicaciones de

baja y alta potencia. Esta catalizado con manganeso y actualmente se usa en aplicaciones

comerciales en baterias de metal-aire y baterias despolarizadas por aire'%. En la Figura 14

se puede observar que luego 2 horas de iniciar la operacion se genera voltaje y se mantiene

en crecimiento, sin fluctuar, hasta alcanzar un valor maximo. Segin el diagrama (2), la celda

presenta un potencial estandar tedrico de +0,458 V vs. EEH y experimentalmente la celda

genera un potencial maximo en un rango de (0,108 — 0,182) V, esto representa el 31 % del

potencial tedrico, el cual es un porcentaje alto considerando el sobrepotencial de la ORR y

las diferentes restricciones por la difusién de oxigeno en el catodo.
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Figura 14. Variacion del voltaje maximo promedio respecto al tiempo de una CCE con

catodo al aire comercial catalizado con MnO; para evaluar el desempefio del electrodo de

tela de carbono modificado con perovskita.
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Por otro lado, en el Cuadro X se puede observar que la densidad de corriente maxima
generada por el electrodo control supera por dos érdenes de magnitud al electrodo de tela de
carbono en ambas configuraciones. De esta manera, a pesar de que el electrodo de tela de
carbono modificado con Cs¢NiB1,Cljz presenta un correcto funcionamiento en la
configuracién con catodo al aire, su desempeiio es menor que el del electrodo control en la
misma configuracion.

Estos ensayos permitieron determinar el correcto funcionamiento del electrodo de
tela de carbono modificado con CssNiBi2Cli2. sin embargo, la difusién del oxigeno hacia la
camara anddica, asi como hacia el electrodo son factores limitantes que puede favorecer y
desfavorecer simultaneamente el desempefio de la celda. Un medio anaerobio es fundamental
para el accionar de los microorganismos electrogénicos y a su vez un suministro directo de
oxigeno es necesario para la ORR.

La eleccion del catodo en las CCM con cétodo al aire es primordial ya que no se
cuenta con dos camaras separadas por una membrana; sino todos los elementos interaccionan
en una sola, por lo que, los mismos factores afectan tanto el catodo como el anodo. La
dificultad de esto se resume en que los rendimientos de ambos electrodos se favorecen en
distintos ambientes. De esta manera, se descarto el electrodo de tela de carbono modificado
con Cs4NiBi2Cly2 para su uso en el tratamiento del agua residual del procesamiento del café
con la configuracién de celda con céatodo al aire.

5.3.3. Céamara anodica

La generacién de corriente eléctrica es relativamente limitada en las CCM utilizadas
en el tratamiento de residuos, y un aspecto de esta limitacion esta directamente relacionado
con la comunidad microbiana que se establece en el anodo y su eficiencia en la transferencia
extracelular de electrones. El tratamiento del electrodo anddico. el enriquecimiento de
biopeliculas anddicas y los procesos de seleccion microbiana son prometedores para mejorar
el rendimiento de Jas CCM.

En este caso se realizé un tratamiento de amoniaco al anodo con el propdsito de
mejorar el establecimiento del microorganismo en las fibras de carbono. Se utilizé S.
oneidensis como bacteria tipo ya que esta se emplea normalmente para la evaluacién del
desempefio de diferentes configuraciones de CCM*'7. En la Figura 15 se muestra una

diferencia significativa en la generacion de voltaje entre Ja CCM con el anodo sometido al
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tratamiento de NH3 y la CCM con el anodo sin tratamiento. También se observa un aumento
progresivo del voltaje en ambas celdas debido a la colonizacion del anodo por la bacteria que

deriva la generacion de un sélido conductor.
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0.000 — } i . 4
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Figura 15. Variacion del voltaje maximo promedio respecto al tiempo en una CCM con
doble camara inoculada con Shewanella oneidensis empleando como anodo cepillo de

carbono con y sin tratamiento de NH3.

Existen diferentes modelos que explican la conduccién a través de la biopelicula,
estos consideran la distribucién de la biomasa y la variacién de su grosor’. Las reacciones
electroquimicas en la superficie del electrodo requieren energia de activacion para la
transferencia de electrones desde el donante de electrones hasta el anodo. Las pérdidas de
energia en el dnodo de las CCM son diferentes de aquellas para una CCE, porque la
formacion de la biopelicula del anodo crea un entorno tnico. Primero, el metabolismo
microbiano implica pérdida de energia. Las bacterias deben capturar energia de la diferencia
de potencial entre su donante de electrones y el aceptor terminal de electrones para apoyar
su crecimiento y mantenimiento. Segundo, la biopelicula tiene su propia resistencia 6hmica
para la conduccién de electrones desde las células microbianas a la superficie del electrodo,
y el transporte masivo dentro del sélido conductor también consume energia?2.

El tratamiento de NHj pretende disminuir la resistencia de carga y mejorar la
transferencia electronica a través de la biopelicula. La adicion de grupos de nitrégeno en la
superficie del 4nodo atrae microorganismos electroactivos y disminuye el contenido de

oxigeno unido al carbono, lo que interfiere con la transferencia de carga de las bacterias al
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anodo”#2. En el Cuadro XI se muestra que la CCM inoculada con S. oneidensis mejoré al

doble su densidad de corriente méxima al emplear el tratamiento sobre €l electrodo.

Cuadro XI. Promedio de la densidad de corriente médxima como parametro de desempefio
del correcto funcionamiento del electrodo de fibras de carbono en la camara anddica en una

CCM configuracién con doble camara y el efecto de un tratamiento de NHs.

Densidad de corriente maxima (pA/cm?)
Fleetrodo CCM inoculada con CCM inoculada con
Shewanella oneidensis Enterobacter asburiae
Sin tratamiento de NH3 (0,28 + 0,05) (0,025 + 0,002)
Con tratamiento de NHj3 0,6 £0,2) (0,033 + 0,004)

Incertidumbre segiin método EURACHEM, k =2

Con el interés profundizar en el estudio electrogénico de las bacterias aisladas del
agua residual del procesamiento del café, se inoculé de igual manera que la bacteria tipo una
CCM con E. asburiae ya que esta presentd en el estudio preliminar evidencia para reducir
directamente especies quimicas en medio anaerobio. En la Figura 16 se observa que la
generaciéon de voltaje maximo no es satisfactoria, sin embargo, se logra percibir una

diferencia entre las celdas de electrodo con y sin tratamiento.
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Figura 16. Variacién del voltaje maximo promedio respecto al tiempo en una CCM con
doble camara inoculada con Enterobacter asburiae empleando como 4nodo cepillo de

carbono con y sin tratamiento de NHs.
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A diferencia de S. oneidensis. E. asburiae luego de 50 h iniciada la operacion y
después de alcanzar un valor de voltaje maximo; decae a un minimo sin alguna tendencia
hacia al aumento. Por otro lado, al comparar la densidad de corriente maxima generada por
ambas bacterias se muestra como la generada por E. asburiae presenta un orden de magnitud
menor que la generada por S. oneidensis. Al desensamblar la celda se logra observar el
crecimiento y la generacion de biopelicula en la superficie del anodo de la CCM inoculada
con E. asburiae. Es decir que el microorganismo logré establecerse en el electrodo, sin
embargo, a pesar de presentar evidencia de transferencia electronica extracelular, no presenta
una transferencia directa de electrones eficiente hacia el electrodo de una CCM.

Es importante mencionar que al finalizar cada operacion la biopelicula presente en el
electrodo se rayé en medio de cultivo puro con el objetivo de confirmar que la biopelicula
establecida correspondia a la bacteria inoculada y no se establecié otro microorganismo que
pudiera contaminar y asi afectar la generacion de voltaje en la celda. En la Figura 17 se puede
comparar el medio control rayado con el medio rayado de los electrodos con y sin tratamiento
inoculados con las diferentes bacterias. En ambos casos y con los diferentes electrodos no se
observa que la celda se haya contaminado por lo que se puede confirmar que el voltaje
generado fue del accionar unico de la bacteria inoculada y en el caso de E. ashuriae no existio
alglin agente externo que afectara la salida de voltaje. En ambos casos el control negativo
que consistia en las CCM sin bacteria inoculada no evidencié generaciéon de voltaje, tanto

para el electrodo con y sin tratamiento.
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Control Electrodo con tratamiento Electrodo sin tratamiento

Figura 17. Rayado de bacteria: (a) S. oneidensis y (b) E. asburiae inoculadas en un CCM

con doble camara empleando 4nodo con y sin tratamiento de NHj en platos de AN.

De esta manera se logré determinar que un tratamiento con amoniaco en ¢l electrodo
de cepillo de fibras de carbono disminuye la resistencia 6hmica propia de la biopelicula al
reflejar un aumento en el voltaje generado. Asi mismo, se evidencia que E. asburiae no
presenta un buen desempefio en la transferencia directa de electrones hacia el electrodo en
una CCM. Pocas cepas bacterianas con caracteristicas electrogénicas tienen la capacidad de
producir una alta densidad de corriente cuando se utilizan en cultivo puro, a diferencia de las
cepas que se inoculan en comunidades mixtas'. Lo que sefiala que algunas células no
interactian directamente con el anodo sino a través de las interacciones con otras bacterias

que contribuyen indirectamente a la produccién de electricidad. Las bacterias pueden facilitar
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la transferencia de electrones a través de un mecanismo directo o indirecto. La transferencia
directa requiere una conexién fisica entre la célula microbiana y la superficie del electrodo
(nanocables o proteinas activas REDOX). La transferencia indirecta de electrones no requiere
una conexion fisica. sino que este mecanismo se basa en moléculas de transferencia de
electrones 0 mediadores REDOX 42,

5.4. Desempeiio de una Celda de Combustible Microbiano con catodo
al aire en el tratamiento del agua residual del procesamiento del

café

De acuerdo con el estudio de ambas camaras de un CCM se establecieron las
condiciones de trabajo adecuadas para el correcto funcionamiento de la configuracién con
catodo al aire; se selecciond el electrodo comercial catalizado con MnO; y el anodo con
tratamiento de NH; para ser empleados como electrodos en el tratamiento del agua residual
del procesamiento del café. En la Figura 18 se observa el comportamiento del voltaje en un
periodo de 5 dias, la CCM presenta un incremento progresivo hasta alcanzar un maximo
después de 24 h y posteriormente decae lentamente a un minimo que se estabiliza durante el

resto de la operacion.
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Figura 18. Variacion del voltaje maximo promedio respecto al tiempo en una CCM con

catodo al aire empleando agua residual del procesamiento del café como sustrato.
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El aumento de la corriente ocurre en los dos primeros dias de operacion debido a la
fermentacion de los compuestos de carbono como parte del proceso de descomposicién
anaerobia'!, asi como del crecimiento de la comunidad microbiana y su establecimiento en
el electrodo. De igual manera al inicio se diferencia una pequefa estabilizacién debida a que
el biocatalizador debe superar la alta barrera de activacion que se produce en el catodo por la
ORR, una causante de las principales pérdidas de energia en las CCM. A pesar de que el
establecimiento del microorganismo es clave para la transferencia electrénica, la biopelicula
varia segun el crecimiento y la descomposicion microbiana. De acuerdo con la transferencia
de electrones, mejorar la disponibilidad de biocatalizador efectivo mejoraria el rendimiento
hasta que la transferencia de masa dentro de un espesor y densidad se vuelve limitante’. Se
puede inferir que el decaimiento del voltaje se debe a una excesiva colonizacién bacteriana
que provoca una alta resistencia en la difusion del sustrato y transferencia de carga.

Con respecto al voltaje maximo. la limitacion termodinamica hace que la CCM sea
un sistema de baja potencia en comparacién con otros sistemas de energia renovable, como
las celdas solares y edlicas. El mecanismo de recoleccion de energia por medio de las CCM
emplea oxigeno como aceptor terminal de electrones en el catodo, lo que proporciona un
potencial estandar de +0.805 V vs. Electrodo Estandar de Hidrégeno (EEH) en condiciones
de operaci6n tipicas de las CCM®. En el anodo. los microorganismos consumen el sustrato
que genera el potencial reductor intracelular almacenado en el portador de electrones NADH.
Asi, el anodo debe tener un potencial mayor que el NADH para permitir el transporte de
electrones desde los microoganismos hacia el electrodo. Dado que el potencial de reduccién
del NADH es -0,320 V vs. EEH%, se espera una diferencia de potencial menor o igual a

+1,125 V vs. EEH entre los electrodos de una CCM, independientemente del sustrato.

Cuadro XII. Desempeiio de una CCM con catodo al aire empleando electrodo comercial

catalizado con MnO; y agua residual del procesamiento del café como sustrato con DQO

inicial 27 g/L.

| vl Remoeifn deDQO | |~ roidad de Eficiencia
Réplica %) corriente maxima | . . %) |
| (nA/cm?) |
| 29 | 13.29 0,173 |
2 28 13.27 0,209




Con el objetivo de evaluar el desempeiio de la capacidad energética de lJa CCM con
catodo al aire se compararon los parametros de remocion de DQO, eficiencia couldmbica y
densidad de corriente maxima. La eficiencia coulémbica (CE) es el parametro que evalia la
conversion de energia quimica en carga eléctrica y se calcula segun la ecuacién [3]'%:

to
8 0 idt
FVI AD [3]
AnbdDQO

Donde F es la constante de Faraday, Vi, es el volumen del sustrato en el anodo. la
remocion de DQO o ADQO se utiliza como la variable que sustituye el mol de donador de
electrones que reacciond (en sustratos complejos) y el valor 8 es Ja constante calculada a
partir de la divisién de la masa molar del oxigeno y el numero de electrones intercambiados
por mol de oxigeno. que el caso de la ORR es de 4 electrones. Al observar el valor de
eficiencia couldmbica (Cuadro XII) para una CCM con catodo al aire empleando agua
residual del procesamiento del café como sustrato, se puede distinguir un porcentaje bajo en
comparacion a otros sustratos, sin embargo, se debe de considerar que la CE esta relacionada
con la corriente eléctrica pero una alta corriente no necesariamente implica una alta potencia
de salida?%'03.

La CE esta normalizada para representar la cantidad de electrones entregados por el
sustrato en forma de corriente. La corriente empleada para este calculo varia segin el area
del electrodo, concentracién del sustrato y resistencia 6hmica en el seno de la disolucién'%.
Se ha reportado para este mismo sustrato que la CE aumenta en concentraciones diluidas
pero la remocién de DQO disminuye, mientras que en altas concentraciones la CE disminuye,
pero la remocién de DQO aumenta®®. La dilucién del sustrato permite que la conductividad
en el seno de la disolucion aumente y se refleje una mayor generacion de voltaje. Contrario
a esto, la remocién de carga organica depende de la cantidad de microorganismos y del
nimero de procesos metabdlicos que se pueden llevar a cabo y que permiten la degradacion
del sustrato?®. En este caso. el DQO inicial de operacion es de 27 g/L ya que se pretende
replicar las condiciones que se presentan en el campo y evaluar el desempefio para su
posterior aplicacion.

Pandey et «l'” en una revisién bibliografica enlista alrededor de 100 sustratos
empleados en CCM con diferentes configuraciones y electrodos. Si bien la mayoria presenta
valores de CE y remocién de DQO altos se debe de considerar que los datos reportados

mvolucran sistemas con concentraciones de DQO y volumenes de trabajo bajos. y estos
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segun la ecuacion [3] son inversamente proporcionales por lo que se logran obtener valores
altos de CE. Pocos trabajan con concentraciones altas de sustratos complejos, ademas de que
la gran mayoria utilizan sustratos simples con concentracién de crecimiento idéneas. Esto
dificulta comparar el desempefio de esta CCM con los de la literatura. Por su lado, el agua
residual del procesamiento del café es un sustrato complejo que est4 compuesto por celulosa
y lignina que limitan el crecimiento bacteriano, los procesos de degradacion de este tipo de
compuestos no estdn directamente relacionados con la generacién de electricidad?.

Con respecto a la remocion de DQO se puede observar en el Cuadro XII que la celda
logra una remocion de carga organica promedio del 28 % en un periodo de 5 dias. El valor
de DQO luego de la operacion de la celda se aproxima al l[imite méximo permitido de vertido
de aguas residuales de beneficiado de café en cuerpos receptores segun la normativa del
pais'. Esta capacidad para remover la carga organica del sistema eficientemente contrarresta
su bajo rendimiento eléctrico.

La densidad de corriente es un pardmetro de uso comin para describir el rendimiento
de generacion de electricidad en una CCM. Representa la corriente en términos de superficie
del electrodo unitario o volumen de] reactor. Por lo general. la coiriente se normaliza por el
area de superficie geométrica del anodo, mientras que el drea de superficie del catodo a veces
se usa cuando la reaccién del catodo es el paso limitante!%. Se puede observar que la densidad
de corriente mdxima respecto al catodo alcanza un valor de (13,28 + 0,04) pA/cm?, este valor
es bajo en comparacién a otros sustratos, lo que se atribuye a su complejidad. Sin embargo,
una CCM con doble camara empleando el mismo sustrato® reporta un valor de 8.14 pA/cm?,
lo que confirma el funcionamiento de la configuracion con catodo al aire para mejorar el
desempefio de la celda.

El agua residual del procesamiento del café al ser considerado agua residual compleja
presenta la ventaja que el uso de un electrodo como aceptor de electrones es atractivo, ya que
los microorganismos responsables de la degradacion se ubicardn junto con los contaminantes
en el 4nodo. La CCM alimentada con agua residual del procesamiento del café exhibe una
baja CE al ser operada en concentraciones altas del sustrato, sin embargo, esta concentracion
favorece el % de remocion de carga organica. La densidad de corriente maxima permite
confirmar el correcto desempefio de la configuracion con catodo al aire. El tipo de sustrato y

las reacciones electroquimicas seguiran limitando el rendimiento de las celdas. ademas que
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es importante reconocer que muchos residuos no pueden ser adecuados para su alimentacion.
no obstante, existen diferentes estrategias y oportunidades para mejorar aiin mas la capacidad

de generacion de energia en las CCM.



Conclusiones y recomendaciones

El estudio realizado permiti6 evaluar el desempefio de una Celda de Combustible
Microbiano con catodo al aire para el tratamiento del agua residual del procesamiento del
café del beneficio CoopeTarrazd R.L. Con la necesidad de establecer la funcionalidad de
implementar esté tecnologia al agua residual de la industria del café, primero se realiz6 una
caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica del sustrato, y luego se realiz6 un estudio para
el correcto funcionamiento de ambas camaras de una CCM.

La caracterizacién fisicoquimica permitié establecer que el sustrato es rico en
lignocelulosa. El contenido de biomasa lignocelulésica dificulta la degradacién anaerobia
microblana. ya que esta presenta abundante celulosa, hemicelulosa y ligninas, que los
microorganismos electrégenos no pueden utilizar directamente para la generacion de
electricidad. El bajo contenido de sélidos totales clasifica ala CCM como un digestor de tipo
liquido; debido a la naturaleza de una celda combustible esto permite el transporte de masa
en el seno de la disolucién y asi una adecuada conductividad. La relacién C:N del sustrato se
encuentra en el rango de condiciones ideales para el desarrollo de microorganismos que son
fundamentales para la degradacién de la materia orgéanica, sin embargo, esta es lo
suficientemente baja como para reportar pérdidas de nitrégeno por volatilizacién. Al sumar
el bajo pH y alta carga orgénica este residuo presenta bajo valor nutricional para los suelos.
De esta manera se puede aprovechar este residuo al degradarse en un sistema electroquimico
y asi no perjudicar los suelos en los que actualmente se disponen.

La caracterizacién microbiologica descarté a la bacteria Lactobacillus harbinensis
con capacidad de una respiracion extracelular de las especies quimicas en medio anaerobio.
Se evidenci6 la presencia de la bacteria Enterobacter asburiae con la capacidad de reducir
especies quimicas solubles e insoluble en medio anaerobio. Esta caracteristica esta presente
en microorganismos electrogénicos y es de gran relevancia ya que se pueden utilizar
satisfactoriamente en este tipo de tecnologias debido a la liberacién extracelular de los
electrones al electrodo.

El estudio individual de la camara catédica y anodica permitio establecer las
condiciones de trabajo adecuadas para el correcto funcionamiento de una CCM con céatodo
al aire. La caracterizacién electroquimica por medio de una voltametria ciclica permitié

seleccionar el electrodo de tela de carbono sobre el electrodo de fieltro de carbono, ya que la
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tela de carbono modificada con perovskita presentaba sefiales cataliticas para la ORR.
Especificamente en el voltagrama del catalizador CssNiBi2Cli2> se diferencian sefiales de
adsorcion de oxigeno en el compuesto y sefiales que permiten dar paso a la reaccion de
reduccion de oxigeno. Un desplazamiento de la sefial hacia potenciales mas positivos
favorece la corriente de reduccion catalitica.

Si bien se realizé un adecuado recubrimiento catalitico bajo la técnica drop casting y
se determino el correcto funcionamiento del electrodo de tela de carbono modificado en una
celda con catodo al aire, presenté bajo desempefio en comparacion con el electrodo comercial
catalizado con MnO; (electrodo control). La difusién del oxigeno hacia la camara anddica y
hacia el catodo es un factor limitante. Recubrimientos con PTFE en el lado externo del cdatodo
se plantean como capas de difusion que permiten el contacto del oxigeno con el electrodo y
a la vez formar una barrera contra la difusiéon excesiva hacia la cdmara andédica. La
optimizacion de las capas de difusion de oxigeno, asi como del recubrimiento con catalizador
es una opcioén para mejorar la densidad de corriente maxima en la configuracion con catodo
al aire.

Se selecciono el electrodo de cepillo de fibras de carbono como anodo por su alta area
supertficial. Se logré determinar que un tratamiento con amoniaco en el dnodo disminuye la
resistencia 6hmica propia de la biopelicula al reflejar un aumento en el voltaje generado. Asi
mismo, se evidencia que la bacteria Enferobacter asburiae a pesar de presentar evidencia
electrogénica no presenta un buen desempeiio en la transferencia directa de electrones hacia
el electrodo en una CCM. Comunidades bacterianas mixtas o el uso de mediadores
contribuyen indirectamente a la produccion de electricidad por lo que no se descarta esta
bacteria en la implementacion de las CCM.

La remociéon de DQO. eficiencia coulémbica y densidad de corriente maxima
permitieron evaluar el desempeiio de esta tecnologia al tratamiento del agua residual del
procesamiento del café. Las CCM presentan la capacidad para remover eficientemente la
carga organica, lo que contrarresta su bajo rendimiento eléctrico. El agua residual del
procesamiento del café es un sustrato complejo que limita la degradacion microbiana
relacionado con la generacion de electricidad. sin embargo, es altamente biodegradable. Esta
relacién causa que exhiba baja eficiencia coulémbica mas no implica que su alimentacion en

una CCM se debe descartar.

58



Es importante reconocer que no todos los residuos pueden ser adecuados para
alimentar directamente las CCM desde el punto de vista de produccidn de energia, asi como.
que existen oportunidades para mejorar la generacion de energia al mejorar la
biodegradabilidad del sustrato y, eliminar los compuesto inhibidores y competitivos por
medio de un pretratamiento. La optimizacién de un pretratamiento, tiempo de operacion.
agitacion del sustrato y sustitucion de los electrodos por acumulacién de biopelicula son
opciones para mejorar la generacion de electricidad.

En principio, el objetivo principal de la implementacion de las CCM al tratamiento
de aguas residuales no es lograr una alta potencia sino remover la carga orgéanica. El potencial
de las CCM para recuperar energia a partir de sustratos complejos continda sin conocerse
claramente, sin embargo. es claro que se requiere de la energia total que han demostrado
generar para aprovechar exitosamente el tratamiento de aguas residuales complejas con esta

tecnologia.
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Anexos
A. Datos experimentales

Caracterizacién fisicoquimica del agua residual del procesamiento del café

Cuadro A. I. Lectura de DQO de las réplicas del agua del procesamiento del café tamizada

y diluida, y patrén diluido.

Réplica DQO leida (= 1 mg/L)
1 1485
2 1486
3 1486
4 1482
Patrén 1521

Cuadro A. II. Masa de los crisoles, y masa de la muestra fresca, seca e incineradas para el

calculo de sélidos totales, fijados y volatiles.

) Masa crisol + Masa crisol + )
Réplica AMusd erisol muestra (+ 0,0001 muestra seca (+ _Mstsa exf30l + mugsira
(£0,0001 g) 0) 0,0001 g) incinerada ( 0,0001 g)
1 21,0585 46,0698 22,3210 21,1438
2 29,8754 54,9738 31,1528 29,9645
3 27,0029 52,2441 28,2886 27,0875
4 20,0125 45,1462 21,2954 21,1020

Calculo de solidos totales. fijados y volatiles segiin las siguientes ecuaciones:

Myoral — Merisol

% ST = =100

muestra — Merisol

Merisor = Masa crisol (g)
Mmuestra = Masa crisol + muestra fresca (g)

Meorar = Masa crisol + muestra seca (g)

Myfinal — Mcrisol 3

%SF = 100

Miotal — Merisol
Merisor = Masacrisol (g)
Mumuestra = Masa crisol + muestra fresca (g)
Mporqr = Masa crisol + muestra seca (g)

m = My;
% SV = total final .

100
Myotal — Merisol

Merisor = masa crisol (g)

Mfinat = masa crisol + muestra incinerada (g)
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Mroral = Masa crisol + muestra seca (g)

Caracterizacion microbiologica de las bacterias previamente aisladas del agua residual del

procesamiento del café

Cuadro A. III. Masa medida y volumen agregado para la disolucién de fuente de carbono

para el cultivo de bacterias.

Compuesto Masa (£ 0,01 g) Volumen (£ 0,5 mL)
Lactato de sodio - 11,0
Acetato de sodio 5.13 -
Glucosa 11,20 -

Cuadro A. IV. Masa medida de compuesto de hierro(I1]) para la preparacion de disoluciones

para el cultivo de bacterias.

Compuesto Masa (+ 0,0001 o)
FeCl; 0,8125
Fe(CsH;07) 1,2216
Cuadro A.V. Masa medida de 6xido de hierro(II]) para el cultivo de bacterias.
Réplica Masa (£ 0,00001 g)
S1 0,00827
S2 0,00820
S3 0,00802
Control 0,00845
El 0,00845
E2 0.00842
E3 0,00844
Control 0,00813
Ll 0,00817
L2 0,00808
L3 0,00845
Control 0.00829

S: Shewanelia oneidensis.
E: Enterobacter asburice.
L: Lactobacillus harbinensis.
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Cuadro A. VI. Datos de absorbancia obtenidos a 600 nm para la O.D. y a 510 nm para la
cuantificacion de Fe(Il) con 1,10-fenantrolina en los diferentes medios de cultivos para las

diferentes bacterias.

Shewanella Enterobacter Lactobacillus
Aceptor de Bidulisy oneidensis asburiae harbinensis
electrones P Absorbancia (+ 0,001)
As00 Asio As00 Asig As00 Asio
R1 0.099 0,222 0.105 0,073 0,010 0,011
FeCls R2 0.121 0,119 0.456 0,174 0,010 0,008
| R3 0.056 0.085 0.458 0,097 0,010 -0,001
" Control | 0,008 | 0,026 | 0,001 | 0,028 | 0,003 | 0,006
R1 0,141 2,921 0,228 0,057 0,010 0,124
Fe(CeHs07) R2 0,167 2,528 0,402 0,050 0.033 0,048
R3 0,174 2,418 0,264 0,059 0.168 0,015
Control | 0,011 0,025 0,032 0,014 0,001 0,054
R1 0,025 0,042 0,492 0.063 0,023 0,005
Fe,Os R2 0,047 0,050 0,511 0,047 0,077 0,126
- R3 0.031 0,042 0.523 0.074 0,014 0,005
Control | 0,004 0,000 0,003 0,000 0,014 0,061

0350 -
0300 1
0250 +
0.200 + L
0.150 +
0.100 4 o
0.050 4 &

0.000

[ A =0.1971*Cnggyy + 0.0181 .
b R =1

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Figura A. 1. Curva de calibracion de Fe(Il) para su cuantificacién espectrofotométrica UV-

Vis en los medios de cultivos anaerobios (experimento 1).

0.250 +
A=0.1 899*(,'11}-“,,, . 0.0099 G
0.200 + R*=0.9954 o .2
0.150 +
0.100 + ol
0050 + Y
0.000 —~ - - + : {
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0 1.2

Figura A. 2. Curva de calibracion de Fe(II) para su cuantificacion espectrofotométrica UV-

Vis en los medios de cultivos anaerobios (experimento 2).
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Figura A. 3. Curva de calibracién de Fe(Il) para su cuantificacion espectrofotométrica UV-

Vis en los medios de cultivos anaerobios (experimento 3).
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Figura A. 4. Curva de calibracion de Fe(I) para su cuantificacion espectrofotométrica UV-

Vis en los medios de cultivos anaerobios (experimento 4).
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Figura A. 5. Curva de calibracion de Fe(Il) para su cuantificacién espectrofotométrica UV-

Vis en los medios de cultivos anaerobios (experimento 5).
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Cuadro A. VII. Densidad optica (O.D.) y contenido de Fe?* reducido por las diferentes

bacterias en el medio de cultivo anaerobio con disolucidn receptora de electrones de cloruro

de hierro(III).

Shewanella Enterobacter Lactobacillus
Aceptor . . : s .
i oneidensis asbhuriae harbinensis
de | Réplica Fet* Fett
electrones | 0.D. 0.D. O.D. | Fe* (m
(mg/L) (mg/L) (mg/L)

Rl 0,099 1616 |0,105| 0435 | 0.010 0124
o R2_[0121| 0800 [0456| 1,236 | 0010 0,101
‘ R3 |0056| 0530 |0458]| 0625 | 0.010 0,031
[ Control | 0,008 | 0,063 | 0,001 | 0,078 | 0,003 0,086

Cuadro A. VIII. Densidad éptica (O.D.) y contenido de Fe?* reducido por las diferentes

bacterias en el medio de cultivo anaerobio con disolucion receptora de electrones de citrato

de hierro(I11).

] Shewanella Enterobacter Lactobacillus

Aceptor de -l oneidensis asburiae harbinensis
electrones Replica | o.D Fe*t oD Fe?* 0.D ! Fe?* (mg/L)

| gngr) | | (mgr) | - | ¢ e

R1 0.141 23.652 0.228 0,387 0,124 0,947

. R2 0.167 13,106 0.402 0,329 0,033 0,412

FR(CeH Q1) R3 0.174 | 20,045 0,264 0,403 0.168 0,065

Control | 0,011 0,123 0,032 0,033 0,001 0,318

Cuadro A. IX. Densidad éptica (O.D.) y contenido de Fe?* reducido por las diferentes
bacterias en el medio de cultivo anaerobio con sélido receptor de electrones de 6xido de

hierro(I11).

Shewanella Enterobacter Lactobacillus
Aceptor . s : ; i
o oneidensis asburiae harbinensis
de Réplica Fe?* Fe* ,
electrones 0.D. 0.D. 0.D. | Fe**
e (mg/L) (mg/L) € (mgl)
R1 0.025 0.344 0,492 0,514 0.023 0,078
FeyOs R2 0.047 0.409 0,511 0.385 0,077 1.018
i R3 0,031 0.344 0,523 0,603 0,014 0.078
Control | 0,004 0,000 0,003 0,000 0,014 0,513




Estudio del correcto funcionamiento del anodo v catodo en una Celda de Combustible

Microbiano (CCM) con cétodo al aire

Cuadro A. X. Masa del electrodo de tela de carbono antes y después de la modificacion con

catalizador tipo perovskita para determinar la proporcion de catalizador depositada sobre el

electrodo.
Blertvads Masa electrodo antes de ]a Masa electrodo después de la
modificacion (+ 0,0001 g) modificacién (+ 0,0001 g)
] 0,21722 0.21929
2 0.21714 0,21937 |
3 0,21262 0,21451 i

Cuadro A. XI. Muestra de los datos de voltaje maximo recolectados con multimetro Fluke"

289 en una CCE con doble camara Fe?*//Bra.

Tiempo (£ 1 h) Voltaje (£ 0,01 mV)
R1 R2 R3
0 63,49 90,59 15,99
1 143,67 229,53 212,53
2 219,56 296,87 316.80
3 246,67 296.87 362.29
4 278,81 334,70 379,49
5 280,53 338,39 373,47
6 277,02 344,61 368,75
7 267,97 335,25 344.98
8 268,56 314,71 330.89
9 271,83 314.80 327.48
10 276,73 294,13 306,02
11 269,05 262,31 277.90
12 278,08 22435 233.51

Cuadro A. XII. Muestra de los datos de voltaje méaximo recolectados con multimetro Fluke®

289 en una CCE con doble camara Fe2*//Os.

Tiempo (+ 1 h) Voltaje (+ 0,001 mV) 3
= RI A R3
iy 0791 0,777 0.656
j= =3 2,077 1,930 2,177

2 | 26w 2,484 239
3 2,752 2,720 2.464
4 | 2,874 2,797 2,507
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Foanis 2,987 2881 | 249
6 3,171 2,934 2,492
7 3,234 2,969 - cgams
8 3,371 2,981 2,532
9 3217 2,965 2,551
10 3,323 3,045 2,581
11 3371 3,092 [ 2,581
12 3,494 3,124 ? 2,458 E
13 3,604 3,08 | 2,497
14 3,632 3,033 2,666
15 3,582 3,153 | 2,764
16 3,534 3,244 2,803
17 3,617 3,307 2,844
18 3,713 3,296 | 2,947
1 3,675 3,349 | 3,064 i
20 3,651 3,499 32714
T 3,827 3,675 3,463
22 3,970 3,818 3,689
23 4,089 3,943 3,748
24 4,095 4,034 3,777
25 4,220 4,177 3,963
26 4,470 4,298 4,182
27 4,550 4,310 4351
28 4,409 4,345 T 4339
29 4246 4,358 3,952

Cuadro A. XIII. Muestra de los datos de voltaje maximo recolectados con multimetro
Fluke® 289 en una CCE con catodo al aire modificado con CssNiBi,Cly2, Fe**//0,.

. Voltaje (= 0,001 mV)

Tiempo (£ 1 lj) ,_ Ri R2 B R3 —

0 0,930 0,925 0,965

B 2,420 1,759 1,785

S 1,248 1,718 1,840

3 1,960 1,688 Ll LARS

4 1,980 1,656 ' 1,555

5 1,990 1,504 1,548

6 1,690 1,431 i 1,630

7 1,900 1,422 1,710

8 1,630 1,390 1,363
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9 1,780 1,487 1940 |
10 0,961 1,307 1,900 |
- 0,896 1,376 1,920 |
12 0,972 1,990 1,900 |
13 0,966 | 0,910 1,990
14 0,873 0,967 1,900
| 15 0,873 1,590 148 |
16 0,901 1,800 1,340
17 0,891 1,880 1,283
8 0,962 1,880 1,750
[ 19 0,999 1,880 1,276
20 0,942 1,620 1328 -
21 0,878 0,939 1,990
22 0,873 1,590 1,900 |
- 0,901 1,800 1480 |
24 0,891 1,79 | 1252
25 0,962 1,880 R 10
26 0,999 1,520 1,308 |
27 0,942 1,800 1,328
28 0,921 1,620 1,256
29 0,891 1,880 1,283

Cuadro A. XIV. Muestra de los datos de voltaje méaximo recolectados con multimetro
Fluke® 289 en una CCE con catodo al aire (electrodo comercial), Fe?*//O.

Voltaje (= 0,01 mV)

Tiempo (£ 1 h) R1 R2 RS --_
0 18,70 9,38 0,58
1 31,42 19,42 37,60
| 2 29,92 44,54 72,01
| 3 105,03 101,65 86,95
= e 158,76 124,39 97,10
5 164,08 127,45 100,34
6 166,12 134,03 103,84 |
7 174,01 132,70 108,55
§: S 181,68 132,19 104,60 |
9 179,66 131,25 102,04 |
10 2,35 4343 85,90
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Cuadro A. XV. Muestra de los datos de voltaje maximo recolectados con multimetro Fluke®
289 en una CCM con doble camara inoculada con Shewanella oneidensis empleando como

anodo cepillo de carbono con y sin tratamiento de NHj;.

Voltaje (+ 0,001 mV) — 2
Tiempo (£ 1 h) Con tratamiento Sin tratamiento

R1 R2 Control R1 R2 | Control

[ | 0041 | 0037 | 0000 | 0000 | 0022 | 0,000

24 [ 0147 | 0,18 | -0009 | 0054 | 0,055 | -0.006

48 0,166 | 0,195 | -0.010 | 0102 | 0,055 | -0.003
[T | 0,325 | 0336 | -0.005 | 0168 | 0,124 | -0.003 |
9% | 0300 | 039 | -0,006 | 0,080 | 0187 | -0.003

Cuadro A. XVI. Muestra de los datos de voltaje maximo recolectados con multimetro
Fluke® 289 en una CCM con doble camara inoculada con Enterobacter asburiae empleando
como anodo cepillo de carbono con y sin tratamiento de NHs.

- Voltaje (£ 0,001 mV)

Tiempo (= 1 h) Con tratamiento ! Sin tratamiento
R1 R2 Control | RI1 R2 Control
0 | 0,000 | 0,000 0.000 | 0,000 | 0,000 0.000
24 0,013 | 0014  -0.001 0,014 | 0,014 | -0,007
48 0,023 | 0019 | -0.005 | 0,017 | 0,015 | -0,006
| 72 [ o012 [ 0012 | -0.003 [ 0008 [ 0008 | -0,001
9% 170,009 | 0010 | 0.000 | 0006 | 0007 | -0,004

Desempeiio de una Celda de Combustible Microbiano con citodo al aire en el tratamiento
del agua residual del procesamiento del café

Cuadro A. XVII. Muestra de los datos de voltaje maximo recolectados con multimetro

Fluke® 289 en una CCM con catodo al aire (electrodo control) y cepillo de carbono con

tratamiento de NH3 como danodo empleando agua residual del procesamiento del café como

sustrato.
] Voltaje (+ 0,001 mV)

SR Tiempo (£ 1h) T J )
X T 1.428 [ 156
| 6 I | 1863 |
‘ 12 = LS04 1780 |
: 18 T 1.694 1,790

24 | 269 | 1.565
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30 2,990 2,530
36 2.880 2.862
T 42 |~ 2560 | 298
48 1.862 - b 27s |
54 2,009 2,940
60 1,879 2,850
66 1,781 2.600
72 1.723 1975
78 1,742 1,988
84 . 1,740 1,998
i 90 | 1,741 2,050
96 | 1,742 2084
i3 102 1.742 2,080
108 1,741 | 2200
114 1,700 il T8s7r . |
120 1.653 | 1,758 |

Cuadro A. XVIII. Lectura de DQO de las réplicas del agua del procesamiento del café
tamizada y diluida antes y después de su tratamiento en una CCM con cétodo al aire, y patron

diluido.

Réplica DQO leida antes (£ 1 mg/L) DQO leida después (= 1 mg/L)
M1 M2 Patron M1 M2 Patrén
1 1101 1114 1449 830 744 1424
2 1121 1084 1424 821 774 1423

Cuadro A. XIX. Célculo de la eficiencia coulombica de una CCM con catodo al aire

empleando agua residual del procesamiento del café como sustrato.

[ r| DQO; | DQO: ADQO | AUCewr | Jidt | Va | F k CE

| | (mg/L) . (mg/L) (g/L) (mV*h) (<€) (L) | (C/mol) | (g/mol) | (%) |

1 27688 | 19675 8.013 22719 | 1676 | o100 | oeass R 0.173
2| 27563 | 19938 7625 267,015 | 1922 0,209

Célculo del 4rea bajo la curva por medio del software Matlab®

Y = [1.428 1.536 1.504 1.694 2.690 2.990 2.880 2.560 1.862 2.009 1.879
1.781 1.723 1.742 1.740 1,741 1.742 1.742 1.741 1.700 1.653]

X=[06 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84 90 96 102 108 114 120)
figure

plot(X,Y,'—x')

grid on

title('Generacién')

xlabel('Time (h)"')

T



ylabel('Voltaje (mv)')
AUC = trapz(X,Y)

Y =

1.4280 1.5360 1.5040
2.5600 1.8620 2.0090
1.7400 1.7410 1.7420
¥ =

0 6 12 18 24
78 84 90 96 102
AUC =

232.7790

1.6940 2.6900
1.8790 1.7810
1.7420 1.7410
30 36 42
108 114 120

48

2.9900
1.7230
1.7000

54

2.8800
1.7420
1.6530

60 66

Y = [1.863 1.863 1.780 1.790 1.565 2.530 2.862 2.985 2.755 2.940
2.850 2.600 1,975 1.988 1.988 2.050 2.034 2,080 2.200 1.857 1.758]
X =10 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84 90 96 102 108 114

120]

figure

ptot(X,Y, '—x")

grid on
title('Generacion’')
xlabel('Time (h)"')
ylabel('Voltaje (mv)"')
AUC = trapz(X,Y)

Y e

1.8630

1.8630 1.7800
2.9850 2.7550 2.9400
1.98890 2.0500 2.0340
Xi =
0 6 12 18 24
72 78 84 90 96
AUC =
267.0150

1.79@
2.850
2.080

30
102

] 1.5650
0 2.6000
) 2.2000
36 42
108 114

2.5300
1.9750
1.8570

48
120

2.8620
1.9880
1.7580
54

60 66

72

Cuadro A. XX. Calculo de la densidad de corriente maxima para las diferentes

configuraciones de celdas para establecer las condiciones de trabajo adecuadas para €l

| Vimix. R
Gl | @) | @
CCEDCI 4351 |
[CCEDC2_ | 4550 |
CCEDC3 | 4358 _
CCECAI* | 18168 | 50
CCECA2* | 134,03
'CCECA3* | 108,55
CCECAl | 1,99

imﬁx A .
| mA) | m?) |
| 0,087
0,091 12.6
. 0.087
| 3,634 |

2.681 45
0

0,040 45

correcto funcionamiento de una CCM con céatodo al aire.

Densidad de corriente

(tA/cm?)

6,91

7,22
6,92
807.5
595.7
482,4
8,84
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|CCECA2 | 2420 | 0.048 10,76
CCECA3 | 1,990 0040 | 8,84
CCM S1 .
ot 0.325 0,007 0,52
CCM S2 N
i 0,390 - 0008 0,62
CCMEI

e 0,023 0,000 0,04
e 0,019 0,000 | 126 0,03

'CCMSIST| 0,168 0,003 | 0,27 e ]

'CCM S2ST| 0,187 0,004 0,30
CCMEI N
= 0,017 0,000 0,03
Crbags 0,015 0,000 0,02
CCM AMI | 2,990 0,060 | '4—5 13,29
CCMAM2 & 2,985 0,000 ’ 13,27

DC: Configuracion doble camara Fe*'//Os.
CA*: Configuracion con catodo al aire, electrodo de aire.
CA: Configuracion con catodo al aire, tela de carbono modificado con perovskita.

S: Shewanella oneidensis.
E: Enterobacter asburiae.

CT: Con tratamiento de NHs.

ST: Sin tratamiento de NHs.
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B. Imagenes de los ensayos

Ravado de las bacterias en medio solido puro (AN v MRS) luego del estudio de la ruta

extracelular de transferencia directa de los electrones

Figura B. 1. Cuantificacién de Fe(II) en medio minimo con FeCl; empleando Shewarnella

oneidensis como indculo.

Figura B. 2. Cuantificacion de Fe(Il) en medio minimo con FeCl; empleando Enterobacter

asburiae como indculo.
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Figura B. 3. Cuantificacién de Fe(II) en medio minimo con FeCl; empleando Lactobacillus

harbinensis como indculo.

Figura B. 4. Cuantificaciéon de Fe(II) en medio minimo con Fe(C¢HsO7) empleando

Shewanella oneidensis como indculo.

-
L
o
id-w"‘

Figura B. 5. Cuantificacion de Fe(Il) en medio minimo con Fe(CsHsO7) empleando

Enterobacter asburiae como inoculo.
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Figura B. 6. Cuantificaciéon de Fe(II) en medio minimo con Fe(CsHs07) empleando

Lactobacillus harbinensis como indculo.

Figura B. 7. Cuantificacion de Fe(II) en medio minimo con Fe O3 empleando Shewanella

oneidensis como indculo.

Figura B. 8. Cuantificacion de Fe(II) en medio minimo con Fe;O3; empleando Enterobacter

asburiae como indculo.
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Figura B. 9. Cuantificacion de Fe(II) en medio minimo con Fe;O3 empleando Lactobacillus
harbinensis como inéculo.

Ensamblaje de las CCE v CCM para el estudio del correcto funcionamiento de la camara
catédica v anddica

(c) (d)
Figura B. 10. Ensamblaje de celdas: (a) CCE con doble camara Fe?*//Bra, (b) CCE con doble

camara Fe?*//O, (¢) CCE con catodo al aire modificado y (d) CCE con catodo al aire control.



Figura B. 11. Ensamblaje de una CCM con doble camara inoculada con: (a) S. oneidensis y
(b) E. asburiae.

Figura B. 12. Ensamblaje de CCM con catodo al aire empleando agua residual del

procesamiento del café como sustrato (antes y después de operacion).
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C. Pruebas

Prueba que descarta interferencia del complejo Fe(IIl) con 1.10-ortofentrolina en la
cuantificacion de Fe(II)

1.400 T

1.200 1
1.000 P =513

350 450 550 650 750 850
Longitid de onda (= 1 nm)
—— Complejo-Fe(1I) Complejo-Fe(l1I)
Figura C. 1. Espectro de absorcién del complejo formado entre la disolucién de cloruro de

hierro(II) con una concentracién de 4,5 mg/L y 1,10-fenantrolina, reducido con cloruro de

hidroxilamina y el complejo sin reducir.

1.400 E
~ 1200 £

bsorbancia

< 0.200

17 SN S . —— i
350 450 550 650 750 850

Longitud de onda (£ | nm)

Complejo-Fe(II) Complejo-Fe(I1I)

Figura C. 2. Espectro de absorcién del complejo formado entre la disolucion de citrato de

hierro(III) con una concentracion de 4,5 mg/L y 1,10-fenantrolina, reducido con cloruro de

hidroxilamina y el complejo sin reducir.
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Estudio de la utilizacién acetonitrilo v DMSO para disolver el catalizador v recubrir

electrodos de fieltro de carbono v tela de carbono a partir de una disolucién del catalizador

Cuadro C. 1. Estudio de la utilizacién de hexano, acetona, acetonitrilo y DMSO para disolver

los catalizadores tipo perovskita para recubrir los electrodos de tela de carbono y fieltro de

carbono de una CCM.

_ Disolvente

Hexano Acetona Acetonitrilo DMSO
Cs4CuBi2Cli2 In In In S
Cs4NiBi2Cli2 In In In S

In: insoluble.
S: parcialmente soluble.

Voltametria ciclica del electrodo de fieltro de carbono modificado con catalizador tipo

perovskita de doble capa.

10000 —
8000 +
6000 +
4000 +
2000 +

0+
-2000 +
-4000 <+

-6000 - + + + t i
-1.00 -0.50 0.00 0.50 1.00 1.50 2.00
Voltaje (+ 0,01 V vs. Ag/AgCl, KCI 3,0 mol/L)

Corriente (£ 1 mA)

1

Aerobio

Anaerobio

Control

Figura C. 3. Voltametria ciclica vs. (Ag/AgCI) de un electrodo de tela de carbono empleando
PBS (pH = 6,67 y 0,1/1,5 mol/L) como electrolito soporte y velocidad de barrido de 100
mV/s: (a) electrodo modificado perovskita CsaNiB12Cly; aireado, (b) electrodo modificado

con perovskita Cs4CuBi2Cly2 con purga de nitrégeno y (¢) electrodo sin modificar.
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8000 -+
6000 +
4000 +
2000 +

1 Z—
-2000 + /
-4000 +

-6000 + 4 - . - i
-1.00 -0.50 0.00 0.50 1.00 1.50 2.00
Voltaje (£ 0,01 V vs. Ag/AgCl, KCI1 3,0 mol/L)

Corriente (£ [ mA)

Aerobio

Anerobio

Control

Figura C. 4. Voltametria ciclica vs. (Ag/AgCl) de un electrodo de tela de carbono empleando
PBS (pH = 6,67 y 0,1/1,5 mol/L) como electrolito soporte y velocidad de barrido de 100
mV/s: (a) electrodo modificado perovskita CssCuBi>Cly aireado. (b) electrodo modificado
con perovskita CssCuBi>Cl2 con purga de nitrégeno y (c) electrodo sin modificar.

Ravado de bacteria en medio sélido contaminado

Figura C. 5. Ejemplo de un rayado de bacteria en plato AN contaminado para diferenciar

entre un plato rayado correctamente.
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D US UARIOD IDLAB N [ i
|SOL: MUESTRA AGUA MIEL CAFE AC-19-00305 | 143 | 4154 28.0
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RESULTADOS DE LOS ENSAYOS

Pagina #1

Contrato # GE-8754

Unicamente los anahais acreditados s muestran en color verde. Ver alcance de acreditacién en www.eca.or.cr

Cusando se reporten resultados en base frasca y seca. se muestran entre paréntesis dos y cuadrados respecth te. En caso contrario, s&
reporta solamente un dato entre paré C correspondients al valor ksl como ofracido

Muestra: GE-8754-1 ( aguas misles de cafA®)

Fecha de resuitados: Laboratorio: | Andlisls: Resultado:

2019.07-15 10.25:11 Quimica Humedad por Liofilizacion (1) (79.420,5(20,6520.14) )g10Dg
2018-07-17 11 56:24 Bromalologis | Lignine Detergente Acido (2) (1,78 £ 0.25) g/100 g (8.6 ¢ 1,2)g/100 g
2019-07-11 10 58:41 Bromatologia | Fibra Detergente Neutro (3) (11,24 0.3)g/100g [54.1 £ 13)g/100 g
2019-07-15 10:16.11 Br lkegia | Fibra Detergente Acida (4) (7620,3)gM1009 [366 £1.3)g/100g
Métodos da referenca:  (1)[J. Amm. Sa. 81:3255-3266]; (2)[AOAC 973.18]; (3)IAOAC 2002.04}; (4)[AOAC 873.18)
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