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RESUMEN

Las celdas de combustible microbianas son una tecnologia innovadora, que cada vez esta
tomando mas impacto en la sociedad investigadora como en la social debido a que es un tipo
de tecnologia que generaria energia sin contaminar el medio ambiente usando un
microorganismo o un consorcio de ellos, que, mediante su respiracion celular, pueden llegar
a generar electrones, es decir, energia eléctrica. Como sabemos el Pert al ser un pais
dependiente econdmicamente de la explotacion minera, conlleva a generar grandes
cantidades de residuos mineros, lodos activados y distintas pilas de lixiviados que son
considerados un desperdicio altamente disponible que no tiene un valor industrial. En la
presente investigacion se disefid una Celda de Combustible Microbiana, en la cual se tomé
un relave minero proveniente del Centro de entrenamiento y procesos metalirgicos Minera
Porvenir S.A.C, se caracterizé fisicoquimicamente el relave minero mostrando un pH de 7.5
y una gran concentracion de metales; donde se tomd mayor énfasis en la Plata, Plomo Cobre
y Zinc. Se logro el aislamiento, identificacion y caracterizacion molecular de bacterias
presentes en el relave minero de mayor eficiencia con un tratamiento con Tween 80 al 1%,
obteniendo asi a las familias de microorganismos: Serratia, Erwinia, Rhodococcus,
Agrobacterium y Acinetobacter.
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La celda de combustible microbiana tuvo como disefio un modelo tipo H, con tubos como
conexion entre las camaras separadas por una membrana, se utilizé como electrodo placas de
grafito de alta densidad para el mejor transporte de los electrones.

En la primera corrida experimental se analizd la concentracion de metales dentro del relave
minero, antes y después del proceso en la celda de combustible microbiana, donde se pudo
comprobar que el consorcio podria funcionar no solo en la generacion de electricidad, sino
también para el tratamiento de estos lodos activados; ya que la concentracion de los metales
en mg/L disminuy6 a menos de la mitad. En la segunda comparacion se tuvo la implicancia
de la resistencia externa dentro de las celdas de combustible microbianas, demostrandose que
si hay una diferencia significativa de generacion de electricidad entre el empleo de diferentes
resistencias externas mostrando valores de 0.36283 W/m? para la resistencia de 470 Q,
0.37418 W/m? para 500 ©, 0.41337 W/m? para 510 Q y 0.28808 W/m? para la resistencia
externa de 560 Q.; demostrandose que para poder producir electricidad, hubo dentro de la
CCM una oxido reduccion. Con estos resultados se comprobd que el consorcio microbiano
pudo biorremediar el relave minero, pudo generar electricidad siendo una celda de
combustible microbiana de pequefia escala.

Palabras clave: celdas de combustible microbianas, CCM, Relave minero, lodo activado,

resistencias externas.
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ABSTRACT

Microbial fuel cells are an innovative technology, which is increasingly having an impact on
the research society as well as the social one because it is a type of technology that would
generate energy without contaminating the environment using a microorganism or a
consortium of them, which, through their cellular respiration, can generate electrons, that is,
electrical energy. As we know Peru, being a country economically dependent on mining,
leads to generate large amounts of mining waste, activated sludge and different leachate
batteries that are considered a highly available waste that does not have an industrial value.
In the present investigation, a Microbial Fuel Cell was designed, in which a mining tailings
from the Training and Metallurgical Process Center Minera Porvenir S.A.C was taken, the
mining tail was physicochemically characterized showing a pH of 7.5 and a large
concentration of metals; where greater emphasis was placed on Silver, Copper Lead and Zinc.
Isolation, identification and molecular characterization of bacteria present in the most
efficient mining tailings was achieved with a treatment with Tween 80 at 1%, thus obtaining
the families of microorganisms: Serratia, Erwinia, Rhodococcus, Agrobacterium and
Acinetobacter. The microbial fuel cell was designed as a type H model, with tubes as a
connection between the chambers separated by a membrane, high density graphite plates
were used as electrode for the best transport of the electrons. In the first experimental run,
the concentration of metals within the mining tailings was analyzed, before and after the
process in the microbial fuel cell, where it was found that the consortium could work not only
in the generation of electricity, but also for the treatment of these activated sludges; since the
concentration of metals in mg / L decreased to less than half. In the second comparison there
was the implication of the external resistance within the microbial fuel cells, demonstrating
that if there is a significant difference in electricity generation between the use of different
external resistors showing values of 0.36283 W/m? for 470 Q resistance, 0.37418 W/m? for
500 Q, 0.41337 W/m? for 510 Q and 0.28808 W/m? for external resistance of 560 Q;
proving that in order to produce electricity, there was a reduction in the CCM. With these
results it was found that the microbial consortium was able to bioremediate the mining
tailings, could generate electricity being a small-scale microbial fuel cell.

Keywords: microbial fuel cells, CCM, mining tailings, activated sludge, external resistances.
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INTRODUCCION

Con la demanda cada vez mayor de energia, pero a su vez el trabajo de controlar la
produccion energética nuclear y combustion de hidrocarburos, se estan buscando fuentes de
energia alternativas a las que ya existen; asi se estd luchando dia a dia, con tecnologias que
utilizan energias renovables, como es la produccion de metano a partir de desechos
bioldgicos (1). El problema surge al ver que estas tecnologias tienen limitaciones y asi es que
con diversas investigaciones y el desarrollo, se crean nuevos metodos que solas o en conjunto
pueden servir para un mejor suministro de energia (2).

Segun el Ministerio de Energia y Minas, la generacién de electricidad en estos tiempos en
nuestro pais esta distribuida entre fuentes de energia hidroeléctrica y termoeléctrica. Las
investigaciones acerca de energias alternativas, en el pais, son pocas; es por ello la
importancia de tecnologias alternas que ayuden con el desarrollo sostenible de todo el sector
eléctrico (3).

Las celdas de combustible microbiana, forman parte del campo de bioelectricidad, y es una
tecnologia que llama mucho la atencion, debido a que usan el metabolismo microbiano para
generar energia eléctrica a partir de sustratos organicos, sin llegar a generar gases
contaminantes, ademas que un beneficio agregado es la limpieza de los efluentes desechados
(4). Estas celdas también pueden ser consideradas un tipo de bioreactor, al poder usar estas
reacciones metabdlicas para producir un bien. La ventaja principal de estas celdas es su alto
rendimiento en la conversion de sustrato y poder hacerlo sin necesidad de un factor externo
como temperatura, pH o aireacion; todo esto las marca como una tecnologia para produccion

de energia sostenible y econdmica (5).

Se han utilizado varios sustratos como evaluacién para la ejecucion en las celdas, como aguas
residuales, residuos de glucosa, en una proporcién menor, los relaves mineros, que son el
objeto de analisis para este estudio. Algunas investigaciones estan mostrando que quizas el
mayor valor de la tecnologica de la CMM no sea necesariamente la generacion de
electricidad, sino la capacidad de microbios de electrodo de llegar a degradar los residuos o

productos quimicos tdxicos que se encuentran como sustrato (6).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

El poder generar o recuperar, a partir de desechos organicos, energia eléctrica es un tema
Ilamativo en la investigacion, asi como las células de biocombustibles que generan un bien
utilizando fuentes de carbono que no tienen un costo elevado. El que estas celdas junto con
microorganismos (bacterias) puedan utilizar desechos o sustratos para generar electricidad
las convierte en una fuente de energia sostenible que ayudarian mucho a las necesidades
energéticas que se vive hoy en dia en nuestro pais. Y también ayudaria a reducir a conjunto

los costos que se darian si se realizara un tratamiento a estas fuentes de desecho (7).

Dado toda esta informacion sobre nuestro sector energético actual, el principal motivo de
esta investigacion es evaluar la generacion de energia eléctrica alternativa, en el marco de las
tecnologias de bioelectricidad con celdas de combustible microbianas (8). Las CCM’s se
usan sobre todo para la alimentacién de pequefios sistemas eléctricos que no necesitan altos

rendimientos 0 consumos energeéticos.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar un consorcio microbiano proveniente de relaves mineros que permita la

generacion de electricidad en una CCM.,

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar fisicoquimicamente el relave minero.

2. Aislary caracterizar e identificar los microorganismos presentes en el relave minero.

3. Disefar y construir una celda de combustible microbiana para la generacion de
electricidad.

4. Analizar y evaluar el efecto de las resistencias en las CCM’s.

5. Comparar las caracteristicas fisicoquimicas del relave minero antes y después de ser

empleado en una celda de combustible microbiana.
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HIPOTESIS

Si se conoce la presencia de microorganismos en concentraciones altas de metales y que
pueden generar reacciones de Oxido-reduccién, es posible caracterizar un consorcio

microbiano procedente de relaves mineros y generar energia eléctrica a partir de ellos en una
CCM.
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VARIABLES E INDICADORES

VARIABLES INDEPENDIENTES | INDICADORES

Consorcio Microbiano Familia / Especie

Caracteristicas Macroscopicas

Caracteristicas Moleculares

Resistencias Sin Resistencia
470 Q
500 Q
510 Q
560 Q

VARIABLES DEPENDIENTES INDICADORES

Cantidad eléctrica producida por las | Voltaje (Voltios)

CCM Intensidad de corriente (Amperios)
Potencia (Watts)
Densidad de Potencia (Watts/m?)

Densidad de Corriente (Amperios/m?)

Energia total producida (Joules)
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DELIMITACIONES

Nuestra investigacion es descriptiva y correlacional, descriptiva debido a que vamos a
describir como es que los microorganismos presentes en un relave minero pueden llegar a
generar electricidad en una CCM, mas no vamos a indagar el “por qué” o “cémo” se da este
hecho; y es correlacional porque vamos a medir dos variables, por un lado tenemos las
diferentes resistencias que amos a emplear y por otro si es que estos microorganismos
presentes pueden, ademas de generar electricidad, disminuir las concentraciones de metales

presentes en el lodo activado.

1) Delimitacion Espacial:
Para nuestra investigacion se obtuvo la muestra del Centro de entrenamiento y
procesos metaldrgicos Minera Porvenir S.A.C (CEPROMET) con coordenadas
16°19'53.9"S 71°36'46.4"W. en la periferia de la ciudad de Arequipa en el distrito de
Cerro Colorado, donde una vez dentro de esta represa se encontraba una poza Unica

impermeabilizada, de donde se recolecto el relave minero lo mas homogéneo posible.

2) Delimitacion Temporal longitudinal:
El periodo que nos tomo esta investigacion fue de Enero del presente afio (2019) hasta
Mayo del mismo. En el caso de la recoleccion de la muestra se realizé exactamente
el 29 de Enero del 2019 a las 4:38 de la tarde. Posterior a la toma de muestra los
demés pasos de la experimentacion se fueron dando segun las circunstancias y

disponibilidad de laboratorios

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1.Sector energetico a nivel nacional

Cada dia en Peru incrementa la demanda de necesidad energética, por mencionarlo en el afio
2007 al afio 2016 hubo un crecimiento de 7,4% por afio de esta demanda. Esta incrementando
tanto, que para el afio 2030 se cree que esta demanda energética va a superar los 1,632 KWh
(9). Existen cuatro sectores en Pert donde la demanda de energia es grande, el 40%, que es
el porcentaje méas grande de energia utilizada, lo usa el sector transporte, seguido del sector
residencial utilizando un 28%, casi al mismo porcentaje el sector industrial y minero con un
25% v representando un 3% el sector pesquero (3). La capacidad de produccion de energia
se reparte entre fuentes de energia termoeléctrica y fuentes hidroeléctricas. Pero debido a
que lademanda energética crece y crece, el Gobierno Peruano se ha apoyado en el gas natural
como fuente de esta energia, que mientras tanto sirve mucho como alternativa, pero al crecer
la demanda se volveria solo una solucion temporal (3).

Nuevas tecnologias que podrian a un futuro servir de fuentes energéticas son las micro
turbinas, que son las que usan la energia cinética producida de los rios, y los cada vez mas
usados paneles solares que servirian mas que todo para la iluminacion y comunicacién (10).
Y la tltima tecnologia que tltimamente esta tomando cada vez mas y mas peso en este sector,

como fuente de energia, son las celdas microbianas de combustible a nivel nacional.

1.2.Contaminacion minera en el Perd

El Perd es considerado un pais netamente minero, por ello es reconocido como el cuarto
productor de plomo en todo el mundo, pero esta produccion conduce a una contaminacién
ambiental y relaves por parte de mineras formales e informales. Los relaves mineros son
desechos generados de un proceso minero, lo conforman: tierra, agua, minerales y rocas que
en su conjunto tienen concentraciones elevadas de quimicos (11). Hay una amplia gama de
minerales explotados en nuestro pais; es por ello que segun el mineral extraido, su
localizacion y los métodos empleados, se va a generar diferentes tipos de relaves o desechos
mineros (12).
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Desde el 2010, el Peru tiene 176 minas metalicas operando conocidas, donde 54 de estas
minas producen 100 toneladas por dia de metales, la ventaja, es que cada vez son mas
mineras que en conjunto con la tecnologia han mejorado sus métodos de disposicion de
relaves, como son el relleno subterraneo, descarga espesada, tratamiento de aguas acidas,
etc.; todo ello dirigido para proteger el medio ambiente y la salud y seguridad de los seres
vivos (13).

El lodo del relave minero esta conformado por varios compuestos que pueden llegar a
resultar contaminantes hidricos como son: los &cidos, metales en su forma de iones, cianuro
de sodio y diversos reactivos quimicos. Estos lodos son transportado a diferentes lugares
(canchas de relave), como se muestra en la Figura 1., donde se supone no generan un gran
impacto negativo ambiental (con elaboracion previa de un EIA), pero la geografia fisica de
algunos lugares del territorio andino peruano no siempre son apropiadas para atenuar estos
efectos (12).

CRESTA TALUD > 4m

QUENA

BORDE LIBRE - 2m
PONDAJE

FILTRO

TALUD

MURO CONTENCION

CUERPO DEL DEPOSITO DE
RELAVES

CANAL DE DERIVACION DREN FRANCES - ESPINA EN PESCADO

Figura 1. Partes de un depo6sito de Relaves mineros (13).
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1.3.Microorganismos electrogénicos y su cinética de crecimiento en las celdas de
combustible microbiana
La caracteristica peculiar que diferencia a una CCM’s de los otros tipos de celda, es el uso
de microorganismos dentro de ella; donde estos microorganismos tienen que poder oxidar el
sustrato y poder transferir los electrones al electrodo de la cdmara anddica (Figura 2.) (14).
Es por ello que es importante reconocer las vias metabolicas que gobiernan el flujo de
electrones y protones dentro de las bacterias, ya que se ha investigado que tanto el potencial
del &nodo como el sustrato determinaran el metabolismo bacteriano (15).
Esto quiere decir que a mayor cantidad de corriente el potencial del anodo disminuird,
haciendo que la bacteria realice el paso de electrones en lugares mas y méas reducidos. Lo
explicado anteriormente no quiere decir que son pocos los microorganismos que generen
electricidad, lo que ayuda este potencial del 4nodo es en poder saber si estas rutas

metabolicas son poco o muy oxidativos e incluso fermentaciones (5).

Organics >

H* +
coO,

Cell
* cytochrome

// Conductive pili

electron
% proton

Figura 2. Desempefio de los microorganismos electrogénicos, donde el sustrato es

metabolizado por bacterias, que transfieren los electrones ganados al anodo (6).

Los lodos activos o sedimentos son el lugar perfecto para encontrar comunidades
microbianas 6ptimas para trabajar en una CCM, estas comunidades pueden llegar a producir
mas energia que un cultivo puro (obtenidos de sedimentos de CCM’s 0 su previa
identificacion como microorganismos Fe(l11) reductores (16). Es importante mencionar que
si bien estos microorganismos reductores de Fe(l11) son muy efectivos al entregar electrones
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al electrodo, no significa que todos estos son capaces de hacer esta actividad, y de la misma
forma existen otros microorganismos con actividad electrogénica que no llegan a reducir
Fe(lll). Por mas que cada vez son mas los estudios respecto a este tema no se conoce aun
como se realiza el mecanismo de transporte de electrones, de casi todos, desde la célula hacia
un aceptor extracelular (17).

Se pueden pensar en tres razones que hacen que las bacterias empleen esta transferencia de
electrones extracelular (14). La primera puede ser la de la respiracion celular usando 6xidos
metalicos solidos, como es el caso del hierro. Las bacterias pueden liberar electrones de una
oxidasa terminal en la cadena respiratoria hacia compuesto con Fe(ll1) afuera de la célula,
Ilegando a producir Fe(ll) soluble. La segunda razon es que puede ser que las células puedan
transferir electrones hacia otra célula sin un intermediario (18). Y la ultima teoria, que no ha
sido experimentada aun, es el posible rol de la transferencia electronica en la comunicacién
intercelular, se puede pensar esto debido a que por investigaciones indican que las bacterias
en un biofilm se comunican entre si por medio de quimicos propios del quorum sesing, como
pueden ser la NADH deshidrogenasa, ubiquinona, coenzima Q y citocromo (19) (20).

La cinética de crecimiento de estos microorganismos es el general, se refiere al aumento del
nimero de microrganismo a lo largo del tiempo no al aumento de tamafio de un
microorganismo. Por ello que se analiza por poblaciones y no en bacterias individuales.
Cuando los microorganismos se encuentran en un medio adecuado el crecimiento se da
activamente, continuando hasta que, por el medio agotado o acumulacion de una sustancia
inhibidora, el crecimiento se detiene; analizandose posteriormente, la parte estequiométrica
(concentracion final de bacterias) y la parte cinética (marcando la velocidad del proceso)
(21).

1.4.Electricidad y corriente eléctrica
Se especifica como corriente eléctrica al movimiento de electrones a través de los &tomos de
un material conductor. Los electrones se mueven de un polo negativo o un generador, que es
el polo positivo. EI conductor va a resultar cualquier material cuyo Gltimo nivel de la
configuracién electronica de sus atomos contiene pocos electrones, para que asi sea facil el

movimiento de estos.
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Y el material aislante, va a ser el que su ultimo nivel de la configuracion electronica se
encuentra completo, dando un resultado negativo en el movimiento de estos (22). La buena
ejecucion de una CCM se determina por varios factores, como es la potencia, la corriente
densidad de corriente y diferencia de potencial. La carga eléctrica es la propiedad eléctrica
de una particula atomica, esta es medida en Coulomb. En todo tipo de celda, se perciben dos
cargas distintas, existe una diferencia de potencial (tension o voltaje), entre la capacidad de
la carga de poder hacer un trabajo y los Coulomb (23) (24).

Dentro de la diferencia de potencial la unidad principal es el voltaje, que es la energia
requerida para mover una carga unitaria a través de un elemento conductor (23), y la unidad
béasica de la corriente es el ampere (A).

Las celdas de combustible microbianas, funcionan igual que las celdas electroquimicas
(baterias), las que llegan a producir corriente continua o directa (una Unica direccion), este
movimiento es debido por las fuentes de voltaje (celdas), que mantienen la misma polaridad
en su voltaje de salida. Es por todo ello, que en un circuito eléctrico debe estar formado por
un mecanismo que cree una diferencia de cargas, un ejemplo de ellas son las CCM’s; y un

circuito para el paso de electrones, que seria el cable de cobre (22).

1.5.Celdas de combustible microbiana

1.5.1. Sistema bioelectroquimico

Se le dice sistema bioelectroquimico a los sistemas que utilizan microorganismos que
realizan la oxidacion de la materia organica sobre un &nodo (electrodo). Esta materia
organica pueden ser sustratos como la celulosa, almidon, y hasta incluso aguas residuales
diversas (25). Estos sistemas pueden ser de dos tipos: o celdas de combustible
microbianas o celdas de electrolisis microbianas (26).

En el primer tipo se genera la electricidad de manera libre y espontanea por reacciones
redox, en las celdas de electrolisis microbianas se consume esta energia para generar

reacciones quimicas redox.
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1.5.2. Principio de una celda de combustible microbiana
Una CCM es un bioreactor donde se crea corriente eléctrica y el gas de salida producido
es dioxido de carbono, no metano. Como se observa en la Figura 3. se observa el sistema
béasico de una celda de combustible microbiana donde, como se explicd anteriormente,
el sustrato es metabolizado por la bacteria, y esta transfiere los electrones ganados hacia

el electrodo o &nodo (2).

e e

I I
] |
Glucose
¥
2=
H,O
Oy
> H+
E
£’
Bacterium Anode Cathode

Figura 3. El principio de funcionamiento de una celda de combustible microbiana (5).

Una CCM esté constituida por: cdmara anddica, camara catodica, electrodos, medio de
intercambio protonico, inoculo bacteriano, aceptor de electrones y el sustrato o materia
organica (27). En la camara anddica el sustrato es oxidado por las bacterias, generando
asi protones y electrones; los electrones se transfieren a la cdmara catddica por el circuito
eléctrico externo y los protones son transferidos a través del medio de intercambio de
iones (28). Si la camara se manejara en una condicién aerobica, los microrganismos
utilizarian el oxigeno como aceptor de electrones y formaria agua, pero al manejarse las
CCM en condiciones contrarias, el aceptor va a ser uno insoluble, es decir, el &nodo de
la CCM (29).
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La membrana viene a ser una de las partes mas importantes dentro de la CCM, esto es
debido a que aisla la cAmara anddica de la catddica, pero permite el transporte selectivo
de protones del &nodo al catodo. Las caracteristicas principales de una membrana son:
que tiene que ser buen conductor idnico, aislador electronico, ion selectivo, durable,
quimicamente estable, biocompatible, y de bajo costo (30).

Las celdas de combustible microbianas tienen un sinfin de ventajas sobre los sistemas
utilizados actualmente para generar energia usando materia organica. Tenemos la
conversion directa de la energia del sustrato a electricidad, no necesitan variables como
temperatura o aireacion para poder funcionar (lo cual aliviaria mucho los costos), no
necesita tratamiento de efluentes gaseosos, al solo generar didxido de carbono. Y una de
las mas grandes ventajas puede ser su uso en zonas rurales que no electrificadas (5).
También son una novedosa tecnologia debido a que sirven para el tratamiento de aguas
y recuperacion energética, genera in situ energia de sensores utilizando combustibles

biodegradables autoctonos y existe una biorremediacion de contaminacion variadas (31).

1.5.3. Disefio de una celda de combustible microbiana
En la mayoria de investigaciones de CCM’s, se adoptan la forma tradicional doble
camara, que es en forma de H, la cual la conforma dos recipientes (camaras) conectados

por una membrana de intercambio proténico (PEM) o puente salino (32).

A un principio, los reactores usaban un puente salino (33), este puente era el canal de
intercambio de iones, pero conforme las investigaciones aumentaban se comprobaba que
habia mas efectividad intercambiando este por una membrana de intercambio de
protones. Este cambio y otros se hicieron con el fin de incrementar las densidades de
potencia y llegar a producir corriente constante. Como ejemplo tenemos a un tipo de
CCM de sedimentos que utilizan el sedimento y agua sobrenadante como el anolito y
catolito, y han llegado a generar densidades de potencia de 55 mW/m? en sedimentos
marinos (34). Las celdas de combustible microbianas son celdas electroquimicas que
logran convertir energia quimica en eléctrica (Figura 4.). En la parte anddica las bacterias
van a desarrollar la oxidacion del sustrato y generar electrones y protones. Estos
electrones se dirigen al catodo, y los protones de hidrogeno generados en el anodo se
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transportan hacia el catodo a través de la membrana selectiva. Finalmente, la corriente
es producida por la reduccion de oxigeno en el catodo (generando H,0). Se han realizado
perfiles taxondmicos de las comunidades microbianas en los electrodos para numerosas
CCM’s y las mas estudiadas y que dan buenos resultados son de las familias

Shewallaceae y Geobacteraceae (35).

Wil g7
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Elecirodos de grafito ——
(¥

| Buffer del Anodo +
Donador de elecirones.

Biofilm.

Buffer del Catodo —— o

— I CaEmEE— o
02 L —

[ ‘ C0 NZ
\ Filiro
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Figura 4. Esquema de celda de combustible microbiana (MFC) tipo H (36).

1.5.4. Desempenio eléctrico de las celdas de combustible microbiana
El desempefio eléctrico se estudia con las mediciones del voltaje que se realizan en la
resistencia externa conectada entre el anodo y el catodo y los calculos a partir de ellas.
Las unidades importantes evaluadas son la densidad de potencia (DP), eficiencia
coulombica (EC) (36) y la resistencia interna (RI) (37).
La densidad de potencia es definida como la potencia por unidad de area del electrodo
anodico [1] (38) o la potencia por unidad de volumen del sustrato [2] (39), calculandose

asi:
10}
Pr = A [1]
[U
Py = 7 [2]
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Donde:

I= Corriente eléctrica en amperios

U= Potencial eléctrico en voltio

A= Area de la superficie del electrodo anddico en m?

V= Volumen del sustrato de la camara anddica

La eficiencia coulombica (EC) ayuda a obtener la fraccion de energia eléctrica que se
puede generar en una celda de combustible microbiana a partir de un sustrato
determinado. Este factor se determina como la razon entre la carga generada y la carga
tedrica presente en el sustrato de la camara anddica, donde expresado matematicamente

seria asi:

n

ECY = 2= 01t v o 100 [3]
® ~ RFbASV

Donde:

U;= Voltaje de la CCM en el tiempo ti

R= Resistencia externa

F= Constante de Faraday

b= Numero de moles de electrones producidos por una mol de demanda quimica de
oxigeno (DQO)

AS= Concentracion removida de DQO

V= Volumen liquido (L)

M= Peso molecular del oxigeno

1.6.Membranas en la produccion energética
La funcion de las membranas es para generar una camara doble donde las bacterias puedan
degradar un sustrato que es mantenido separado del catodo (donde se encuentra el
hidrdgeno). Esta configuracion es beneficiosa en la pérdida minima de hidrégeno en el &nodo
y en el liquido, o que el hidrégeno se mezcle con otros materiales gaseosos. En el caso de
una celda de doble camara el biogas generado de la oxidacion es sustraido por la parte

superior de la cdmara anddica y el hidrogeno en la cAmara catodica.
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Por el contrario, en una sola camara ambos gases son extraidos en la misma cdmara. Se usa
una fuente de energia para aplicar el potencial eléctrico y una resistencia externa para
determinar la corriente como en la (Figura 5.) (17).

A Resistance B Fesistance

& e
Q'EZ/

\microbial mnoculum

] Effluent ] €0, T P N
— ; : (2
| - ( Bacteriaon anodxc>__. S
S € HO No catholyte: )
ubstrate (acztate
glucose, starch, Three phase /’_\ Pk catho;i: :::posed
contact between Anolyte (buffer + i v
electron, proton < substrate +
and electron A

acceptor

I Bacterum
| Dfven l
uen: Electron acceptor
{Feed) (0y, 504%, NO* etc)

Figura 5. (A) Se muestra una vista simplificada de un MFC de dos camaras. (B) MFC de una
camara con cétodo al aire libre (26).

Las membranas tienen diversas aplicaciones en varios bioprocesos; como la 6smosis reversa,
ultrafiltracion, separacién de gases, membranas de contacto para la destilacion, etc.
Gugliuzza en el 2014, dio un listado de combinaciones de procesos con el uso de membranas
para energias renovables (40), entre ellos tenemos:

a) Energia renovable producto de la desalinizacion: La energia renovable es utilizada como
suministro de energia de la planta de desalinizacion de membrana, cuyo proceso suele
ser de alto consumo energético.

b) Membranas de procesamiento de biocombustibles y la produccion de biogas: Para la
filtracién y modernizacion de biogas.

c) Celdas de combustible microbianas: Actlia como separador y electrolito sélido.

Para que una membrana pueda ser usada en una CCM debe cumplir con (41):

1) Tener una capacidad de intercambio de protones elevada.
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2) Unaalta conductividad, ya que por esta propiedad depende que se acumulen los protones
en el anodo (42).

3) Estabilidad quimica, térmica y resistencia mecanica, debido a que estas membranas
normalmente se utilizan en entornos hostiles.

4) Deben tener baja permeabilidad al combustible usado (17), evitando asi reacciones

secundarias.

Lo negativo de usar estas membranas en las CCM’s son el alto costo que afiaden a todo el
sistema. La membrana de Nafion tiene un precio aproximado de $1400/m?, mas costosa
que una simple de intercambio de $80/m?, por lo que el manejo del Nafion como membrana
se abstiene en CCM’s a gran escala. Aunque a pesar del elevado costo el Nafion 117 (dipont
Corp.) de 0.019 cm de grosor, es la membrana mas usada hoy en dia (17). La base de la
membrana Nafion esta justamente disefiada para que tenga varias regiones hidratadas,
logrando asi una buena migracion de protones.

Nafion es una membrana polimérica, formada por un polimero de polietileno, en donde se
reemplaza el hidrégeno con flior formando una estructura PTFE (politetrafluoroetileno); asi

Nafion se transforma en una estructura quimica resistente, estable y duradera.

El electrolito se logra afiadiendo bisulfito (HSO5-), a la estructura del PFTE, el bisulfito
afiadido en su forma idnica es SO5- se une a los protones de hidrdgeno. Esta estructura PTFE
hidrofébico y bisulfito hidrofilico tiene la capacidad de absorber grandes cantidades de agua
(43). La conductividad de los protones del Nafion, va a estar vinculado con el grado de
hidratacion debido al mecanismo de transporte asistido por agua (44). Pero a la vez, esto es
un limitante ya que no puede sobrepasar los 100 °C, ya que la membrana se deshidrata,

limitando asi los protones (41).

1.7.Electrodos
Una cualidad importante en los electrodos debe ser tener una buena conductividad eléctrica,
no corrosible, econémico, y rapida fabricacion. A parte de ello, los microorganismos deben
adherirse a su superficie para la correcta conexién eléctrica (35). Un electrodo en una CCM,

se define como un componente que conduce electricidad que hace contacto con una parte no
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metalica del circuito; sea &nodo o céatodo (2). El catodo es el electrodo por el cual los
electrones entran a la celda y ocurre la reduccion, y el anodo por el contrario es el electrodo
donde los electrones salen de la celda y ocurre la oxidacion.

El Gnico tipo de anodo metélico que se podria llegar a usar es el acero inoxidable, el cobre
no se usa debido a la toxicidad que causaria a los microorganismos (2). Es por todo ello, que
el material mas usado es el carbdn, que se le encuentra en diversas formas, como el grafito,
fibra, tela o papel; donde los ultimos tomaron mas auge por su mayor superficie de contacto
(32).

Fuera de que la facilidad de encontrar el carbon, también es el material mas elegido debido
a que las bacterias tienen una afinidad por este material, tienen una buena estabilidad
quimica, alta conductividad y es de bajo costo (45). En la Figura 6. Se muestran los
materiales de carbon usados en una CCM, donde: (a) Papel carbon, (b) tela carbdn, (c) malla
carbon, (d) filtro carbon, (e) placa grafito, (f) grafito granulado, (g) carbono reticulado

vitrificado, (h) cepillo carbén (31).

(@ )

Figura 6. Materiales de carbon tradicionalmente empleados como electrodos en CCM’s (31).

1.7.1. Anodo
Un factor importante para la eleccion de un anodo, es su afinidad hacia las bacterias de
poder adherirse, y en las conexiones eléctricas. Para poder mejorar estas dos
caracteristicas mencionadas se han modificado el carbén por otro material como: cobre
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(toxico), titanio (cero corriente), oro (no econdmico) y acero inoxidable (tiempos largos
de operacion) (31) (46) (47) (48).
El titanio y el acero inoxidables presentan problemas sobre todo a la hora de la adhesion

de las bacterias al mismo y forman 6xidos no conductores sobre toda su superficie (31).

1.7.2. Cétodo

Lo normal es que el catodo y el anodo sean del mismo material, y estan revestidos con
metales como platino, cobalto y hierro para incrementar la velocidad de reduccion del
oxigeno (49).

La camara donde se encuentra este electrodo, es donde se da la captura de electrones por
ello es que se necesita un aceptor de electrones, siendo el oxigeno el recomendado,
debido a su accesibilidad y bajo costo y no toxicidad (50) (51). EI medio en la camara
catddica puede ser diversa, se puede usar desde agua destilada (52), buffer fosfato (53),
como los méas comunes. Pero tenemos también otros estudiados como el peroxido de
hidrogeno, iones férricos, ferricianuro, que no son sustentables por el costo y continuo
reemplazo contaminando la solucion tratada (17) (46) (54).

En el Anexo 1 se puede visualizar una lista con todos los materiales que se pueden utilizar

de 4nodo o catodo.

1.8.Sustratos en celda de combustible microbiana

El sustrato elegido para una CCM, es un factor vital ya que determina la produccion eléctrica
(26). Este sustrato se puede precisar como la materia biodegradable que las bacterias van a
usar y oxidar, liberando electrones hacia el anodo. Uno de los sustratos mas usados es el
acetato, ya que es el producto final de varias rutas metabolicas para productos carbonados
mas grandes (55).

La glucosa es otro sustrato muy usado, en el afio 2000 se vio una celda con Proteus vulgaris
donde la eficiencia dependia de la fuente de carbono y las células iniciadas en un cultivo con

glucosa duraron poco tiempo a las de galactosa (56).
Con lo mencionado anteriormente podemos decir, que cualquier fuente de carbono
biodegradable puede ser utilizada en una celda de combustible microbiana incluyendo

moléculas como carbohidratos y proteinas, o una mezcla de materia organica o aguas
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residuales (57). Al elegir un compuesto puro aseguramos que se obtenga mayor generacion
de energia e hidrogeno (26), por el contrario, el uso de sustratos complejos son los mas
estudiados, debido a que fuera de la generacion de electricidad, podrian ayudar a la
degradacion o biorremediacion de estos. Pero claramente estos sustratos necesitan una

comunidad de microorganismos mas diversa y activa (26).

Otro factor importante a considerar es el costo, donde sobresalen los sustratos complejos
porgque son residuos domésticos o industriales, en cambio los sustratos puros son mas
costosos. Otro elemento importante es la concentracion del sustrato que puede incrementar
y mejorar la rapidez de reaccion, y por ultimo las condiciones de operacién (pH o
temperatura), gque no llega a afectar mucho debido a que la mayoria de sustratos se manejan

a temperatura ambiente (58).

En la Figura 7. se observa que el factor mas importante es el consorcio de microorganismos
empleados para la degradacion de la materia organica a compuestos como H,0 o CO, y
liberacion de protones y electrones al sistema, este inoculo de microorganismos puede
provenir de lodos activados anaerobios (59), aguas residuales (60). En el Anexo 2 se expone

una Tabla de diversos microorganismos y su sustrato usado para el sistema.
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Produccion de energia eléctrica

1207+2H 28" —p HiO

Aretato Ortde tHpHARH0H
Propianato | __y Oz H',e
Butirato

MO 106+12H _p MorbHeO

Glicerol — Etancl + 2¢ + 2H'

Lactaty + H:0

Aeetato + COp # dH™ + 2¢

Hy —p H +2¢

Glucosa + BHA = BCOa+ 24H™+ 2 &

W\

Hy = JH +2¢

Figura 7. Funcionamiento y Desempefio de una celda de combustible microbiana (CCM)
(59).
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CAPITULO I

2. MATERIALES Y METODOS

2.1.Materiales

2.1.1. Lugar de ejecucidn y recoleccion de muestra
La investigacion se desarrollo en los laboratorios del Pabellén F, dentro de las
instalaciones de la Universidad Catdlica de Santa Maria. Y la recoleccién de la muestra
de relave minero se realiz6 en las instalaciones del Centro de entrenamiento y procesos
metaldrgicos Minera Porvenir S.A.C (CEPROMET) en la periferia de la ciudad en el

distrito de Cerro Colorado.

2.1.2. Vidrio
e Erlenmeyer 100 mL, 250 mL, 500 mL
e Vasos de precipitado 250 mL, 500 mL, 1000 mL
e Pipetasde 1 mLy 10 mL
e Baguetas
e Probeta 100 mL a 1000 mL
e Fiolasde 10 mL, 25 mL, 50 mL
e Matraces 100 mL, 250 mL, 500 mL, 1000 mL
e Pro pipetas
e Micro pipetas 10 uL, 100 uL, 1000 uL
e Frascos de vidrio

e Tubos de ensayo

2.1.3. Unidades biolégicas

e Relave minero (Lodos activos)

2.1.4. Reactivos quimicos y bioquimicos

e Ferricianuro de potasio 99.6%, Diproquim
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Acido sulfarico 96%

Papel pH, Universal Test Paper pH 0-14
Medio nutritivo Himedia ref. M002-500G
Tween 80

Agua destilada

Alcohol medicinal 96%

Agua oxigenada al 50% Diproquim

Agua ultra pura

Membrana de Nafion 117

Primers de Reysenbach (27F/1429R)
Primers de Takahashi (Pro341F/Pro805R)
Kit DNeasy PowerClean Pro Cleanup Kit (Qiagen)
dNTPs

MgCl,

Maxima HotStart DNA Polimerasa

NFW

Exo |

FastAP

2.1.5. Instrumentacién y equipos

Autoclave Tuttnauer 1730 M

Multipardmetro, Hanna Multiparameter H9829

Multimetro, Keysight Technologies U1272A

Adquisitor de Datos, Keysight Technologies 3472A LX1
Adquisition/Switch unit

Balanza analitica Ohaus Pionner (4 decimales)

Termdmetro Digital Véastago largo MOD-TBT-09

Cabinas limpias de flujo laminar Airstream de Esco Modelo AHC-4D
Thermo Scientific™ 88870005

Termociclador Optimax TC9610
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2.1.6. Otros
e Asade Kolle
e Cortador
o Espéatula

e Electrodo de grafito de alta densidad

e Papel aluminio

e Papel Kraft

e Plastifilm rollo 5 m x 15 cm

e Tubosy Union de tubos

¢ Silicona caliente y Pistola

e Recipiente de plastico (Taper Hermético) de 8 cm cada lado
e Tubos Falcon 15 mL

e Pegamento Soldimix

e Placas Petri de plastico

e Caimanes

e Cables de cobre

e Resistencias 470 Q, 500 Q, 510 Q y 560 Q

e Palas

2.2.Metodologia

2.2.1. Recolecciéon de muestra de relave minero
El muestreo y recojo de material se realizd en las instalaciones del Centro de
entrenamiento y procesos metaldrgicos Minera Porvenir S.A.C (CEPROMET) con
coordenadas 16°19'53.9"S 71°36'46.4"W. en la periferia de la ciudad de Arequipa en el
distrito de Cerro Colorado, donde se procedi6 a recolectar el material, el cual estaba en

una poza impermeabilizada sobre el suelo, como se ve en la Figura 8.
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Figura 8. Lodo activado proveniente de relave minero, obtenido de CEPROMET

(Centro de Entrenamiento y procesos metaltrgicos. Minera PORVENIR S.A.C).

A partir de una zona que mostraba todos los estratos (niveles diferenciados del material
por su composicion propia) del material se procedié a extraer el material aleatoriamente,
tratando de recolectarlo de una manera homogénea con ayuda de una pala colocando el
material en baldes totalmente estériles e inertes (Figura 9.).

Figura 9. Recoleccion de muestra de lodo activado (relave minero) en el Centro de
entrenamiento y procesos metallrgicos de la Minera PORVENIR S.A.C.
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2.2.2. Caracterizacion de la composicion del relave minero
La caracterizacion de los metales presentes en el relave minero se realiz6 en el
Laboratorio de ensayo y control de calidad de la Universidad Catdlica de Santa Maria.
Se dispuso 50 mL de muestra en un frasco estéril, esta muestra era homogénea y obtenida
antes de ser usada en la celda de combustible microbiana.
Con el informe de resultados de la composicidon de metales realizado a la muestra de
relave, se discernio los metales que no se presentaban dentro de la composicion, asi como

los metales que se encontraban en mayor concentracion.

2.2.3. Aislamiento, caracterizacion e identificacion de los microorganismos presentes en el

relave minero

2.2.3.1.Aislamiento de los microorganismos

Se prepar6 250 mL de agar nutritivo; para ello se hidraté 5.80 gramos de medio
en 250 mL de agua destilada, se calent6 agitando frecuentemente hasta el punto
de ebullicion durante 1 minuto para disolverlo por completo. Se esterilizd en
autoclave a 121 °C (15 Ibs de presién) durante 15 minutos, se dejo enfriando hasta
45 °C aproximadamente y se vacio en 12 placas Petri estériles, manteniéndolas

en refrigeracion entre 2 a 8 °C hasta su uso posterior.

Como se puede observar en la Figura 10. se realizaron tres tipos de tratamientos
con el relave minero:

e Sin tratamiento: Se recolectd la parte liquida del lodo activado, y se
sembrd directamente en las placas Petri.

e Primera disolucion con Tween 80: Se recolectd 10 mL de la muestra de
relave y se le adicioné 90 mL de Tween 80 (aditivo que emulsiona y
disuelve grasas) al 1%.

e Segunda disolucion con Tween 80: Del tratamiento anterior se sacd 1 mL
en otro tubo Falcon con 9 mL de Tween 80 al 1%.

Se sembr6 10 uL de cada tratamiento en las placas Petri con agar nutritivo. Se
dejo crecer las colonias por aproximadamente 5 dias a temperatura ambiente.
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Figura 10. (De izquierda a derecha) Muestra sin tratamiento, primera disolucion
con Tween 80, primera disolucion con Tween 80, segunda disolucion con Tween

80 y segunda muestra sin tratamiento.

2.2.3.2.Caracterizacion Macroscépica de los microorganismos del relave minero

Se selecciono las diferentes colonias aisladas y en nuevas placas se procedio a

hacer el repique de cada una de las colonias por separado. Se siguio utilizando

PRYRESTR 8- C_ 200~ =HOTOF
BN Wiy

Figura 11. Rotulacién y envio de muestras de microorganismos en agar nutritivos

a la empresa BioAl para su secuenciacion.
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2.2.3.3.Caracterizacion Molecular de los microorganismos del relave minero

Una vez obtenidas las cepas aisladas se enviaron a la empresa BioAl para poder
hacer la extraccion de ADN, PCR y seguidamente una secuenciacion de cada
colonia definida que se aisl6 (Figura 11.). Las placas Petri con las colonias ya
aisladas y ya formadas, se sellaron con Parafilm y se mandaron en una caja de
tecnopor con gel packs para mantener una temperatura baja hasta la llegada a la

empresa.

2.2.3.3.1. Extraccién del ADN bacteriano
Las cinco cepas aisladas se encontraban cada una en su respectiva placa

Petri. Para la extraccion de ADN se us6 el método simplificado de

Bazzicalupo & Fanceli (1997) el cual se describe a continuacion (62):

1) Se pic6 una colonia bacteriana con un asa de siembra estéril la cual
fue disuelta en 20 uL de agua estéril dentro de un tubo de 1.5 mL.

2) Se calento el tubo con la colonia disuelta a 95 °C por 10 minutos en
un termobloque.

3) 1 uL de este lisado suele ser suficiente para la PCR.

4) Este lisado puede ser guardado a -20 °C por bastante tiempo.

2.2.3.3.2. Amplificacion (PCR) de la regién barcode para bacterias (16S)

Se utilizaron los ADN’s obtenidos con el método simplificado de

Bazzicalupo & Fanceli (1997) (62). Se emplearon para la PCR primers
(Tabla 1.) que abarquen especies miembros del dominio Archaea
(Takahashi etal 2014). Los ADN’s fueron cuantificados por Qubit previo

a cada PCR y diluido a la concentracion requerida (64).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~&  DE SANTA MARIA

Tabla 1. Primers de Takahashi (Pro341F/Pro805R).

NOMBRE | DIRECCION | SECUENCIA 5’ --> 3’ | REFERENCIA
DEL
PRIMER
Pro341F Forward CCT ACG GGN BGC | Takahashi et al
ASC AG 2014
Pro805R Reverse GAC TAC NVG GGT | Takahashi et al
ATC TAATCC 2014

La receta de amplificacion utilizada para los primers de Takahashi fue la

siguiente:

Tabla 2. Componentes para la amplificacion con los primers de

Takahashi.

CONCENTRACION [CONCENTRACION |POR pL DE

PREPARAR INICIAL FINAL MUESTRA
Buffer HotStart 10X 10X 1X 2.50
dNTPs 2mM 0.2mM 2.50
MgCl2 25mM 1.5mM 1.50
Pro341F 10puM 1.5pM 1.50
Pro805R 10puM 1.5pM 1.50

Maxima  HotStart 5U/uL 0.04U/uL

DNA Polimerasa 0.20
NFW - - 5.30
ADN - 1-15ng 10.00
Vol. Final 25.00
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El perfil térmico de amplificacion utilizado fue el siguiente:

Tabla 3. Proceso de la PCR.

Denaturacion inicial 95°C 4 minutos

Denaturacion 95°C 30 segundos
Annealing* 63-52°C 30 segundos | 35 ciclos
Extension 72°C 1 minuto

Extension final 72°C 5 minutos

2.2.3.3.3. Limpieza (Clean-Up) de amplicones

Luego de obtener amplicones de buena intensidad para cada cepa se
procedio a purificarlos usando el método Exonucleasa — Fosfatasa (Exo-
SAP). Esta purificacién remueve remanentes de primers y dNTPs que

podrian interferir con la secuenciacion Sanger.

Tabla 4. Concentracion de reactivos para la limpieza de amplicones.

REACTIVO VOLUMEN
Exo | 1uL
FastAP 2 UL
Producto de PCR | 10 pL

Vol. Final 13 pL

Las mezclas son puestas en el termociclador y se sigui6 este perfil
térmico: 37 °C por 15 minutos y 85 °C por 15 minutos.

2.2.3.3.4. Secuenciamiento Sanger

Los amplicones ya purificados fueron enviados por DHL-Express a
MACROGEN-USA para el secuenciamiento Sanger en doble direccién
(forward y reverse).
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2.2.3.3.5. Ensamblaje de secuencias y Blast

Las secuencias de cada cepa se componen de un forward y un reverse.
Ambas fueron ensambladas usando la herramienta ClustalW disponible
en el software Bioedit.

Las secuencias del gen RNAr 16S de las cepas nativas, obtenidas de la
secuenciacion, se analizaron y comparado en el GenBank
individualmente, con ayuda del algoritmo BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), seguidamente se obtuvo el

porcentaje de similitud con otras especies.

2.2.4. Construccién y ejecucion de las celdas

2.2.4.1.Construccion de la celda de combustible microbiana

El disefio de la camara de combustible microbiana se basé en un modelo tipo H
(50). Para la estructura se siguieron los siguientes principios:

e Los gastos para la elaboracion de la celda de combustible microbiana
deben ser los minimos posibles.

e Al igual que en los gastos de la elaboracion, los gastos de la ejecucion
deben ser bajos, ya que lo que se quiere es comprobar que los
microorganismos empleados y el sustrato van a llegar a producir méas
energia que la que gastan.

¢ No se va a hacer uso de termostatos, bombas 0 aireacion, ya que lo que se
pretende es que la celda de combustible funcione dptimamente a
temperatura ambiente y condiciones normales.

Se eligi6 un disefio de dos camaras presentado Logan en 2007, y se eligié como
membrana de intercambio al Nafion 117, considerada especial para este tipo de
sistemas (17).

El material elegido para ambas celdas tanto anddica como catddica, tenia que ser
un material que no conduzca electricidad; ya que esto reduciria la eficiencia de
la celda, ademas tiene que ser mddico, duradero y reciclable. Los tapers
herméticos de plastico cumplen con la mayoria de estas caracteristicas, por lo que
se decidio con este material.
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Las celdas de combustible microbianas fueron hechas con tapers herméticos de
plastico con dimensiones de 8 cm de cada lado y un espesor de material de 6 mm,
siendo las dimensiones las mismas para la cAmara anddica y catédica. En medio
de las dos cdmaras se creo el espacio necesario, con tubos y uniones, donde se va
a encontrar la membrana de intercambio; el material elegido para los electrodos
fue grafito de alta densidad y se usaron diferentes tipos de resistencias para ver
si el desempefio variaba (470 Q, 500 Q, 510 Q, 560 €, y una celda sin
resistencia). En la Figura 12. se puede observar la camara previa al ensamble del

puente para la membrana.
P
N

»

Figura 12. Celdas listas para el ensamble total de la CCM, donde se puede

visualizar el puente donde se encuentra la membrana de Nafion.

Todas las dimensiones, medidas o especificaciones se detallaron en un Autocad
que figura en el Anexo 3, teniendo asi dos camaras de 8 cm cada lado y
manteniendo un espesor igual de 6 mm.

Las celdas de combustible microbianas se desempefian mejor con la ausencia de
oxigeno en la cAmara anddica, por lo que se sellé esta camara con Parafilm,

dejando la camara catddica sin sellar.
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2.2.4.2.Preparacion del sustrato y el agua catodica

El sustrato en nuestro disefio experimental fue el mismo “lodo activado” de relave
minero. Para el agua catodica se utilizo ferricianuro de potasio en proporcion de

2.5 gramos por cada 1700 mL de agua destilada (Figura 13.).
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Figura 13. Ferricianuro de Potasio disuelto en agua, dentro de una celda de

combustible microbiana.

2.2.4.3.Preparacion del electrodo

El tamafio de los electrodos que se decidio tomar fue de 25 mm de ancho por 50
mm de largo, obtenidos de una plancha de grafito y conectados por un cable de
220 mm de largo que va a unir la celda al adquisidor como se puede observar en
la Figura 14. Antes de instalarlos a la camara se midio la resistencia con un

Multiparametro a modo de ver si existia conductividad.
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Figura 14. Electrodos de grafito empleados en la Celda de combustible

microbiana.
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2.2.4.4 Membrana de Nafion 117

Se usé esta membrana ya que es muy empleada en el campo de las CCM, estas

membranas fueron obtenidas de la empresa Fuel Cell Store de EEUU.

Para activar la membrana se determing el area de la misma que fue de 3 cm X 3
cm, para luego seguir con el procedimiento estdndar de 1 hora en una solucién de
peréxido de hidrogeno (H,0,) al 3% a 80 °C (Figura 15.), 1 hora en agua
desionizada a 80 °C para remover las trazas de peroxido de hidrogeno, 1 hora en
acido sulfurico 3M a 80 °C y finalmente 1 hora en agua des ionizada a 80 °C (65).
Se guardd la membrana en recipientes cerrados con agua desionizada a

temperatura ambiente hasta el momento de su uso.

oty ~te Bz STixxex

Figura 15. Primer paso para la activacion de la Membrana de Nafion 117 (1 hora

en una solucion de peroxido de hidrogeno (H,0,) al 3% a 80 °C).

2.2.4.5.Monitoreo de la ejecucidn de la celda de combustible microbiana

El desempefio de las CCM fue determinado por su voltaje (V), corriente eléctrica
(), potencia eléctrica (P), densidad de corriente (J) y densidad de potencia (P/A
electrodo) (66).

Para obtener los datos se usaron dos equipos:

Un multimetro (Multimetro Keysight 34461) (Figura 16.), que al estar conectado
a las resistencias externas (470 Q, 500 Q, 510 Q, 560 Q y sin resistencia), se pudo
registrar el potencial de la celda, es decir el voltaje, en el periodo de operacion.
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Figura 16. Multimetro Keysight 34461 a exactitud basica % CD, 0.06 AC.

Un adquisidor de datos (Data Loggers) (Figura 17.), este equipo nos ayuda a

almacenar los datos obtenidos en el multimetro.

Figura 17. Sistema de monitoreo adquisitador Keysigth 34972.

2.2.45.1. Determinacion de Voltaje e Intensidad

Esta magnitud expresado como trabajo por unidad de carga ejercido por
el campo sobre una particula cargada para mover entre dos posiciones
determinadas (cAmara anddica y camara catddica), donde no influye la
longitud del camino recorrido por el electron, marcando solo el potencial
eléctrico de ambos puntos en el campo eléctrico.

Los datos del voltaje, también especificado como la diferencia de

potencial eléctrico entre dos puntos, producidos se obtuvieron a partir del
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2.245.2.

2.2.4.5.3.

adquisitador de datos empleado. Y para obtener la intensidad de corriente

se utilizo la ley de Ohm.

Donde:

V= Voltaje (V)

I= Corriente eléctrica (A)
Rext= Resistencia Externa ()
Q= Carga (Coulomb)

t= Tiempo (S)

Determinacion de la potencia

La potencia viene a ser la relacion de paso de energia de un flujo por
unidad de tiempo, es decir, la cantidad de energia entregada en un periodo
de tiempo determinado. Esta magnitud se calcul6 con ayuda de los
resultados de voltaje e intensidad de corriente, segln la férmula para
corriente continua, donde P es la potencia en watts, | es la intensidad de

corriente en amperios y V es el voltaje en voltios (22).

2
P=VXxI=

=1?x Rext [5]

ext

Donde:

P= Potencia (W) (1 Watt= 1 Joule/s)
V= Voltaje (V)

I= Corriente eléctrica (A)

Rext= Resistencia Externa (Q)

Determinacion de densidad de potencia

Es la potencia ejercida por cada m, de &nodo, esta se calculé dividiendo
la potencia calculada entre el area total de anodo, expresandose en
Watts/m? (22).

A=2mxh [6]
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2.2454.

2.2455.

DP = vE P 7
" ARy A 7]

Donde:

DP= Densidad de potencia (W/m?)
V= Voltaje (V)

P= Potencia (W)

A=Area del electrodo (m?)

Rext= Resistencia Externa (Q)

Determinacion de densidad de corriente

La densidad de corriente es los amperios producidos por cada m, de
anodo, esta se calcul6 dividiendo la intensidad en amperios hallada entre

el area total de anodo, expresandose en A/m? .

A=2nxh [8]

Donde:
DC= Densidad de corriente (A/m?)
| = corriente eléctrica (A)

A = area del electrodo (m?)

Determinacion de la energia total producida

La determinacion de la energia total (W, Joule) es la energia que logra

generar el consorcio microbiano usando el sustrato unico.
ty? Rext + R
W = ( f dt) <—e"t ““) [10]
0 Rext Rint
Donde:

W= Energia experimental (J)

( fot sz dt): Energia real generada durante el periodo de tiempo (t) = P.
ext

T
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V = Voltaje de salida de la CCM (V)
Rint = Resistencia interna (Q)
Rext = Resistencia externa (€2)

t = tiempo de reaccion o ciclo de operacion de |

La energia producida se calcula multiplicando el valor de potencia por el
tiempo del funcionamiento de la CCM. Como no se tiene una potencia
constante, se trabaja con cada valor individualmente y se toma al final la
suma de todos estos valores (22).

W =P1+ P2+ P2+--.PN

2.2.4.6.Comparacion de las caracteristicas fisicoguimicas del relave minero antes y

después de ser empleado en una celda de combustible microbiana.

Después de ser ejecutada las celdas de combustible microbianas, se volvid a
analizar la concentracion de estos metales, para poder identificar si alguno de
ellos habia incrementado o disminuido durante el uso de la CCM, realizando asi
un analisis méas detallado posteriormente.

La caracterizacion de los metales presentes, después del tratamiento en la celda
de combustible microbianas, se realizo en el Laboratorio de ensayo y control de
calidad de la Universidad Catolica de Santa Maria. Se dispuso 50 mL de muestra
en un frasco estéril, esta muestra era homogénea y obtenida al instante de
desconectada la celda.

2.2.4.7. Andlisis de resultados

Todos los datos obtenidos fueron registrados en el programa de Excel, y para las
pruebas de comparacion se utilizé el mismo Excel, realizando un ANOVA y una
prueba de TUKEY (67).
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CAPITULO 111

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.Caracterizacion de la composicion del relave minero

Después de mandar la muestra al Laboratorio designado, se obtuvieron la determinacion de
los metales totales en mg/L de lodo activado. Se tomaron en cuenta los metales que se extraen
en la minera Porvenir S.A.C, se observa en el informe de memoria anual 2017 la informacion
suficiente respecto al desarrollo de la Mina.

Este documento indica que la produccion de la mina Porvenir S.A.C es de concentrados de
zinc, cobre y plomo con contenidos de oro y plata (Tabla 5.); por ello es que se van a
seleccionar esos metales para el analisis respectivo. En el Anexo 4 se visualiza el informe
del ensayo de metales realizado en el laboratorio de la Universidad Catdlica de Santa Maria

antes de estar en una CCM y después de la misma (68).

Tabla 5. Determinacion de Metales Totales (mg/L) del relave minero antes y después del

tratamiento con la CCM.

ANALISIS RESULTADO ANTES LMP PARA LA DESCARGA
DE LA CCM DE EFLUENTES LIQUIDOS
DE ACTIVIDADES MINERAS
Plata (AQ) 0.038 mg/L 0.002 mg/L
Cobre (Cu) 5.285 mg/L 0.05 mg/L
Plomo (Pb) 10.360 mg/L 0.2 mg/L
Zinc (Zn) 8.173 mg/L 1.5 mg/L

Como se puede observar la concentracion de los metales es alta comparado con los limites
maximos permisibles para la descarga de efluentes liquidos en actividades mineras, teniendo
como valores elevados la presencia del cobre y plomo; esto nos indica que si se tienen
organismos dentro de ellos, estos pueden resistir las concentraciones grandes de estos
metales. Como se puede ver estos resultados elevados, nos confirman que nuestra muestra si

es un residuo proveniente de una minera, por los valores de metales tan significativos.
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Posterior a la experimentacion realizada en la celda de combustible microbiana, se volvio a
analizar la concentracion de estos metales, para poder identificar si existio alguna variacion
en sus concentraciones durante el uso de la CCM, realizando asi un andlisis mas detallado

posteriormente.

3.2.Aislamiento, caracterizacion e identificacion de los microorganismos presentes en el

relave minero

3.2.1. Caracterizacion Morfologica o Macroscépica de los microorganismos del relave
minero
Después del aislamiento y siembra de la cepa en medio agar nutritivo, se realizd una
caracterizacion macroscépica, donde se observaron las caracteristicas de cada colonia,
marcando asi todas las cepas diferentes que se obtuvieron de los diferentes tratamientos,
siendo cinco colonias definidas las que conforman el consorcio microbiano. Se sembrd
cada cepa por separado en una placa Petri con agar nutritivo, por el método
microbiolégico de siembra por estria donde con el asa de kolle en la superficie del agar
se extiende haciendo un camino estriado.
Después de 5 dias de incubacion a temperatura ambiente se obtuvo todas las colonias

con las caracteristicas detalladas en la Tabla 6.

Tabla 6. Vista Macroscopica de las cepas aisladas.

AGAR EN SUPERFICIE

CEPA1 CEPA 2 CEPA 3 CEPA 4 CEPAS
Forma Circular Circular Redondas Ovalada Lisa
Borde Irregular Entero Irregulares | Regular Entero
Superficie | Acuminada | Convexa | Plana Elevada Convexa
Color Rosa claro Rojo Anaranjado | Transparente | Amarillo

claro amarillo intenso
brilloso
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En las siguientes Figuras 18., 19., 20., 21. y 22. Se puede observar las diferentes colonias

elegidas para hacer el repique y mandar a secuenciar.

Figura 18. Vista macroscopica de la Cepa 1. Colonia rosa claro con una forma circular,
incubada a 37 °C por 5 dias.

Figura 19. Vista macroscopica de la Cepa 2. Colonia roja con una forma circular,

incubada a 37 °C por 5 dias.
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Figura 20. Vista macroscépica de la Cepa 3. Colonia anaranjada clara con una forma

redonda, incubada a 37 °C por 5 dias.

Figura 21. Vista macroscopica de la Cepa 4. Colonia transparente amarillo brillosa con
una forma ovalada, incubada a 37 °C por 5 dias.
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Figura 22. Vista macroscopica de la Cepa 5. Colonia amarilla intensa con una forma

lisa, incubada a 37 °C por 5 dias.
3.2.2. Caracterizacion e ldentificacion Molecular de los microorganismos del relave minero

3.2.2.1.Amplificacion (PCR) de la region barcode para bacterias (16s)
e PCR 1: Se probaron los primers de Takahashi (Pro341F y Pro0O5R). Se

probaron dos concentraciones de ADN (1 ng vs 5 ng). Las cepas 1y 2
amplificaron con éxito a 5ng de ADN por reaccion mientras que las otras

cepas tuvieron amplificacion deficiente.

1ng de ADN / rxn 5ng de ADN / rxn

MassRuler GeneRuer Cepal Cepa2 Cepa3 Cepa4 Cepa5 Cepal Cepa2 Cepa3 Cepad Cepad NTC
LowRange 100 pb

P — -— R

Primers Takahashi: Pro341F/Pro805R
Figura 23. Electroforesis de la PCR 1 en gel de agarosa al 3%, cargando
5y 10 ng de ADN de cada cepa.
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e PCR 2: Se repiti6 la reaccion para las cepas 3, 4 y 5 comparando 5 y 10
ng de ADN por reaccion. Las cepa 3 no amplificd y la cepa 5 no amplificd
bien. La cepa 4 si amplifico a 10ng.

5 ng ADN / xn 10 ng ADN / xn

MassRuler GeneRuler
Low Range 100 bp Cepa3 Cepa4d Cepa5 Cepa3 Cepa4d Cepas

Figura 24. Electroforesis de la PCR 2 en gel de agarosa al 3%, cargando
5y 10 ng de ADN de las cepas 3, 4y 5.

e PCR 3: Se repitié nuevamente el PCR para las cepas 3 y 5 usando ADN’s
que se trataron con el kit DNeasy PowerClean Pro Cleanup Kit (Qiagen).

Se compararon 5ng y 10ng de ADN por reaccion. La amplificacion

mejoro.
5 ng ADN / mn 10 ng ADN / mn

MassRuler GeneRuler

Low Range 100bp Cepa3 Cepab Cepa 3 Cepa5 NTC
—— 5
— P —
— G —

e ————

- -

Figura 25. Electroforesis de la PCR 3 en gel de agarosa al 3%, cargando
5y 10 ng de ADN de las cepas 3y 5.
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PCR 4: Se repitié nuevamente la reaccion para las cepas 3 y 5 usando el
ADN purificado con el kit DNeasy PowerClean Pro Cleanup Kit (Qiagen)
y subiendo la concentracion a 15 ng por reaccion. Las bandas mejoraron.

15 mg AADIN 7/ r>x<n

NViass Ruler
= = Cepa 3 Cepas NT C

Figura 26. Electroforesis de la PCR 4 en gel de agarosa al 3%, cargando
15 ng de ADN de las cepas 3y 5.

3.2.2.2.Secuencia del gen ribosomal 16S de la cepa bacteriana

La secuencia enviada por la empresa BioAl de cada cepa fue:

Cepa 1: Serratia sp.
GACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC
TGGGCGTAAAGCGCGCGCCGGGGGTCTGTTAAGTCAGATGTG
AAATCCCCGAGCTTAACNTGGGAATTGCATTTGATACTGGCA
GGCTAGAGTATGGTAGAGGAGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGG
CGC

Cepa 2: Erwinia sp.
GTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCAT
GCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTC
AGCGGGGAGGAAGGGGATGAGGTTAATAACCTCGTTCATTGA
CGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTG
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GGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAA
ATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGG
CTTGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCG
GCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAG

e Cepa 3: Rhodococcus sp.
GTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGAC
GCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTC
AGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
ACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGT
GCAAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGTTCGTAGG
CGGTTTGTCGCGTCGTTTGTGAAAACCAGCAGCTCAACTGCTG
GCTTGCAGGCGATACGGGCAGACTTGAGTACTGCAGGGGAGA
CTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGA
GGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGAC
GCTGAGGAACGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTA

e Cepa4: Agrobacterium sp.
AATGGGCGCAAGCNTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGA
AGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGATGAAGATAATG
ACGGTAGTCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACT
GGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGA
AATCCCAGAGCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTAT
CTTGAGTATGGAAGAGGTAAGTGGAATTGCGAGTGTAGAGGT
GAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCATTGGCGAAGGCGG
CTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGA
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e Cepa 5: Acinetobacter sp.
CAGTGGGGAATCTTGGCTAATGGGCGGAAGCCTGATCCAGCC
ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAAGCACTTT
AAGCGAGGAGGAGGCTCCTTTAGTTAATACCTAAAGAGAGTG
GACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGATTTAC
TGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCTTTTTAAGTCGGATGTG
AAATCCCTGAGCTTAACTTAGGAATTGCATTCGATACTGGAA
AGCTAGAGTATGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGG
CAGCCATCTGGCCTGA

3.2.2.3.Andlisis bioinformatico de la secuencia

Como muestran investigaciones de Goujon, Morgulis y Zhang; mediante el uso
del programa Bioinforméatico, BLAST, se va a lograr determinar segin la
secuencia del gen ribosomal 16S, a que bacteria pertenecian nuestras cepas, 0 a
gue microorganismos se asemejaban mas (69) (70) (71). Resultado obtenido por
el porcentaje de identidad y su score de cada una de cepas analizadas.

Fueron 5 las cepas aisladas que se mandaron a secuenciar al laboratorio BioAl
para su identificacion molecular, obteniendo los siguientes resultados.

Una vez realizado el analisis mediante el BLAST se determiné que:
adicionalmente a partir de los resultados antes descritos se encontraron los
microorganismos con mayor similitud, cuyos datos en resumen, basandonos en
el porcentaje de identidad y score, los resultados se muestran en las siguientes
Tablas 7., 8., 9., 10. y 11.
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Tabla 7. Bacterias con mayor similitud con la Cepa 1.

N° DESCRIPCION MAX % ACCESSION
SCORE | IDENTIDAD

1 | Serratia  plymuthica  strain 403 95.26% KJ729609.1
3lupmr 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence

2 | Serratia fonticola strain 4snr 403 95.26% KJ577597.1
16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

3 | Uncultured Enterobacteriaceae 401 95.24% LT857511.1
bacterium partial 16S rRNA
gene, isolate OTU829

4 | Gibbsiella sp. Strain E13 16S| 398 94.86% MK490968.1
ribosomal RNA gene, partial
sequence

Tabla 8. Bacterias con mayor similitud con la Cepa 2.

N° DESCRIPCION MAX % ACCESSION

SCORE | IDENTIDAD

1 | Erwinia sp. Strain KUDC3016 | 804 100% MKO070134.1
16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

2 | Erwinia sp. Strain KUDC3014 804 100% MKO070133.1
16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

3 | Pantoea sp. Strain B44 16S 804 100% MK229056.1
ribosomal RNA gene, partial
sequence

4 | Pantoea sp. Strain P32 16S 804 100% KY084473.1

ribosomal RNA gene, partial

sequence
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N° DESCRIPCION MAX % ACCESSION
SCORE | IDENTIDAD

1 | Rhodococcus sp. Strain HSW1- 765 100% MK995554.1
54 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

2 | Rhodococcus sp. Strain D4 16S 765 100% MK967820.1
ribosomal RNA gene, partial
sequence

3 | Rhodococcus erythropolis 765 100% MK929472.1
strain B 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence

4 | Bacterium strain A3A3 16S 765 100% MK886619.1
ribosomal RNA gene, partial
sequence

Tabla 10. Bacterias con mayor similitud con la Cepa 4.

N° DESCRIPCION MAX % ACCESSION

SCORE | IDENTIDAD

1 | Agrobacterium larrymoorei 712 99.49% MK999936.1
strain LB211 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence

2 | Agrobacterium sp. RZME10 712 99.49% MK940276.1
16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

3 | Agrobacterium larrymoorei 2136 99.49% CP039692.1
strain CFBP5473 chromosome
linear.

4 | Agrobacterium larrymoorei 1424 99.49% CP039691.1

strain CFBP5473 chromosome

circular.
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Tabla 11. Bacterias con mayor similitud con la Cepa 5.

NO

DESCRIPCION

MAX
SCORE

%
IDENTIDAD

ACCESSION

schindleri
strain ADT4 16S ribosomal

Acinetobacter

RNA gene, partial sequence

708

99.23%

MH304272.1

schindleri
strain ADT2 16S ribosomal

RNA gene, partial sequence

Acinetobacter

708

99.23%

MH301309.1

Acinetobacter  sp.  Strain
TAGEM15-70-B21 16S
ribosomal RNA gene, partial

sequence

708

99.23%

MG685814.1

Acinetobacter johnsonii strain
TAGEM15-70-B20 16S
ribosomal RNA gene, partial

sequence

708

99.23%

MG685688.1

Todos los datos anteriores de cada cepa han sido obtenidos a partir de los reportes
TAX BLAST y BLAST de cada bacteria.

Las cepas encontradas en esta investigacion, son nuevas en el uso de celdas de

combustible microbianas, la mayoria de investigaciones de CCM’s trabajan

inoculando la cepa, que por investigaciones anteriores ya se sabe que van a

generar electricidad, ademas que colocar sustrato para la bacteria. En el caso de

esta investigacion lo que se queria comprobar es que usando el mismo consorcio

microbiano del relave se logre generar electricidad y reducir también las

concentraciones de metales presente en el relave minero; cumpliendo asi una

doble funcion.
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3.3.Construccion y ejecucion de las celdas
Para el correcto disefio de la celda se uso principios basicos para su correcto funcionamiento,
como:

e El uso de un material inerte o inactivo para evitar conduccion de carga extra.

e Laestructura de la celda no va a necesitar bombas, ahorrando asi recursos, eligiendo
un sistema tipo Batch y a temperatura ambiente.

e EIl uso de un material inerte es debido a que, al ser conductor, disminuiria la
eficiencia de la celda por completo; también tiene que ser duradero, no corrosivo y
reciclable. Por ello es que como material de las camaras se eligio el plastico, ya que
ademas que se adecla con la mayoria de condiciones, al ser un material transparente
va a permitir ver lo que ocurre en el sistema.

Se construyd el prototipo de tapers de plastico herméticos con las dimensiones mencionadas
anteriormente:

e 6 mm de espesor

e 8cmacadalado

El volumen de cada una de las camaras fue de 500 mL, y estas mismas camaras unidas por
la membrana de NaftionR de 3 cm?, como se puede observar en la Figura 27. Aparte de ello

se tiene la salida de los cables que conecta a los electrodos con las resistencias externas.

_....-.‘ﬁ T Tl T S—
»)

Figura 27. Disefio del prototipo final y totalmente ensamblado para su uso como CCM.
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El material utilizado para los electrodos fue el grafito de alta densidad, usando dimensiones
de 25 mm de ancho por 50 mm de largo y un érea superficial de 125 mm?. Todo se manejo
a temperatura ambiente.

En la Tabla 12. Se indica los pardmetros del disefio de la celda de combustible microbiana,
operando a temperatura ambiente y usando como indculo todo el consorcio microbiano del

lodo activado.

Tabla 12. Parametros del Disefio de una Celda de combustible microbiana.
PARAMETROS DEL DISENO DE LA CCM

Camara catddica Solucién de Ferricianuro de potasio

Inoculo del anodo Consorcio microbiano (Relave minero o lodo
activado)

Volumen del &nodo y catodo (mL) 500

Material de anodo y catodo Placas de grafito de alta densidad

Superficie del area de los electrodos | 125

(mm?)

Membrana Naftion

Temperatura de operacion Temperatura ambiente
Resistencias empleadas 470 Q, 500 Q, 510 Q y 560 Q

La eleccion de grafito de alta densidad es debido a que posee la capacidad de conductividad
necesaria y no es corrosivo, ademas que segun bibliografia es el mejor material en torno a
rendimiento y conductividad en las CCM’s, es por ello que se uso para los electrodos del

mismo tamafio en cada cadmara de la celda.

3.3.1. Sistema bioelectroquimico
Todo el sistema consta de dos cdmaras (anddica y catddica) hechas de material acrilico
con un volumen total de 500 mL, los electrodos disefiados de grafito de alta densidad
con una superficie de 125 mm?. Las cdmaras unidas a través de la membrana de Nafion
117 de 3 cm?. Se cuenta con caimanes con cables de cobre para conectar con los
electrodos a las resistencias que se encuentran en la parte externa, al multimetro y al

dispositivo de adquisicion de datos (Figura 28.).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




X% UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE 5 o~ CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Figura 28. Celdas de combustible microbianas en operacion.

3.3.2. Evaluacion de la generacion de electricidad

3.3.2.1.Determinacion de voltaje

Se buscd determinar el rendimiento de nuestras CCM’s empleando diferentes
resistencias, por ello se manejo todo el sistema por separado con cada resistencia
comparando asi los resultados entre ellas. Se realizaron 5 graficos diferentes
mostrando en cada uno su generacién de electricidad a través del tiempo, asi

tenemos:
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Figura 29. Resultados de la evaluacion del efecto del consorcio microbiano en

términos de voltaje sin el uso de resistencia externa.
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Figura 30. Resultados de la evaluacion del efecto del consorcio microbiano en

términos de voltaje con el uso de las diferentes resistencias.
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En estos graficos se puede observar que si hubo un rendimiento, notable mas que
todo en la CCM que no tenia resistencia, y en las demas celdas mostrando picos
de hasta 0.51 voltios poco tiempo después que es conectado, esto puede ser
debido al uso de los metales como sustrato donde la bacteria ha podido desarrollar
una respiracion celular optima y se torna constante con el tiempo, ya que fue
monitoreado por 54.652 minutos. Se ha podido comprobar que el consorcio
microbiano encontrado dentro de este lodo activo ha tenido un buen rendimiento
de energia, a pesar de las diferentes resistencias empleadas. Los picos maximos
de cada una de las celdas de combustible microbiana no fueron muy variable con
las diferentes resistencias, pero si se encontrd una diferencia considerable en
comparacion con la celda sin presencia de resistencia externa (0.85 voltios),

como se puede observar en la Tabla 10.

Tabla 13. Resultados Maximos en torno al VVoltaje de cada Celda de combustible

microbiana con el empleo de las diferentes resistencias externas.

PICO MAXIMO DE VOLTAJE
Sin Resistencia 0.8580
Resistencia externa 470 Q | 0.4617
Resistencia externa 500 Q | 0.4836
Resistencia externa 510 Q | 0.5112
Resistencia externa 560 Q | 0.4491

La produccion de energia eléctrica por bacterias es un fendmeno derivado de su
propio metabolismo, a partir de las reacciones que van a permitir disminuir
materia organica en la naturaleza. La diferencia principal se ve en la separacion
del aceptor final de electrones naturales que se encuentran en su ambiente
original, el cual es reemplazado en las celdas por un aceptor artificial (electrodos)
haciendo asi que la Gnica via de respiracion celular sea transfiriendo electrones
de la materia organica oxidada hacia el anodo (cAmara anddica).
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En el caso de nuestras celdas de combustible microbianas, no se representa un
fuerte estrés al consorcio microbiano, esto porque la fuente de alimentacion se
encontraba en el mismo relave minero donde estaba nuestro consorcio, y este

mismo estaba adaptado al consumo de los metales presentes en el lodo activo.

Aparte de ello Hassan et al. (2017) (72) realizaron sus experimentos con cepas
de Bacillus subtilis, obteniendo una densidad de corriente de 64 mA/m, en un
proceso degradativo del compuesto 2,4 diclorofenol generando una densidad de
poder de 9.5 mW/m,, donde utilizaron el persulfato de potasio como catolito,

Ilegando a una corriente pico de 1.1 mA sobre un potencial de 0.45 V (72).

3.3.2.2.Determinacion de intensidad de corriente

El primer parametro en torno a la produccién eléctrica analizado fue el de la
intensidad de corriente. El adquisidor de Datos (Keysight Technologies 3472A
LX1 Data Adquisition/Switch unit) nos ayudd realizando el registro de la
corriente eléctrica en términos de voltaje, logrando obtener con la Ley de Ohm la

intensidad respectiva segun la resistencia externa colocada.

En esta investigacion se utilizaron distintos valores de resistencias externas (470
Q, 500 Q, 510 Q y 560 Q), y basandonos en articulos donde se trabajaba con
valores de resistencias entre 10 y 1000 Q, dependiendo esencialmente del tipo de
celda y el periodo de operacion. Es importante recalcar que durante todo el

proceso de operacion se mantuvo cada celda con su respectiva resistencia.
En las figuras a continuacion se muestra la intensidad de la corriente obtenida

durante el periodo de la operacion de la celda. Cada uno de los puntos representa

un valor importante en el amperaje.
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Figura 31. Resultados de la determinacion de intensidad de corriente sin el uso

de resistencia externa.
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Figura 32. Resultados de la determinacion de intensidad de corriente con el uso
de las diferentes resistencias.
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Se puede observar que desde el inicio de la operacién de la celda de combustible
microbiana, el amperaje maximo entre las celdas fue cercano a 0.001, y con el
transcurso del tiempo se puede ver que casi llega al mismo pico maximo y poco
a poco comienza a descender; esto debido a que ya se generaba menos
electricidad por falta de sustrato o el consorcio se estaba muriendo. Al Gltimo en
todas las gréaficas ya se ve que decrecen hasta llegar a una fase exponencial y

latente.

En la Tabla 11. Se marcan los valores maximos de cada celda de combustible
microbiana; mostrando asi todo lo recalcado anteriormente, y mostrando que la

diferencia entre la celda sin resistencia y las demas, sigue siendo notoria.

Tabla 14. Resultados Maximos de los Amperios generados en cada Celda de

combustible microbiana con el empleo de las diferentes resistencias externas.

PICO MAXIMO DE AMPERIOS
Sin Resistencia 0.5720
Resistencia externa 470 Q | 0.0010
Resistencia externa 500 © | 0.0010
Resistencia externa 510 Q | 0.0010
Resistencia externa 560 © | 0.0008

3.3.2.3.Determinacion de la potencia

La potencia es la cantidad de energia recibida por un elemento en un tiempo
especifico, esta se expresa en Watts. En las Figuras siguientes se observa
claramente que los picos y curvas tienen el mismo comportamiento que los
gréaficos anteriores. En la mayoria de investigaciones, el hallar la potencia tiene
vital importancia para poder determinar la densidad de potencia (que es mas
especifico ya que esta involucrado el anodo).

Segun Logan, el desempefio total de una celda es evaluada de muchas maneras,

pero principalmente a través de la potencia (32).
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Figura 33. Resultados de la determinacion de la potencia sin el uso de resistencia

externa.
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Figura 34. Resultados de la determinacion de la potencia con el uso de las
diferentes resistencias.
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En la Tabla 12. Se marcan los valores maximos de cada celda de combustible
microbiana; en esta se puede comprobar que la celda sin resistencia sigue
marcandose diferencia muy evidente. Todas las demas celdas de combustible
microbianas muestran un poco mas de similitud entre ellas recalcando que la
celda con resistencia con un valor méas alto es la de la celda con resistencia 510
Q.

Tabla 15. Resultados Maximos de los Watts generados en cada Celda de
combustible microbiana con el empleo de las diferentes resistencias externas.
PICO MAXIMO DE WATTS

Sin Resistencia 0.4908
Resistencia externa 470 Q | 0.0005
Resistencia externa 500 € | 0.0005
Resistencia externa 510 © | 0.0005
Resistencia externa 560 € | 0.0004

3.3.2.4.Determinacion de la densidad de la potencia

Uno de los parametros més importantes de analizar dentro de una CCM es la
densidad de potencia, ya que esta describe especificamente el desempefio de la
celda de combustible microbiana. A parte de lo mencionado anteriormente, este
parametro nos ayuda a poder comparar disefios de celdas, al poder normalizar los
datos de potencia proyectandolos a la superficie del anodo (donde se dan las

reacciones bioldgicas).

La maxima densidad de potencia que se registro es de 0.40 W/m? del sistema
bioelectroquimico, como se puede observar en la Tabla 13.

Nuestra investigacion en particular no se puede comparar mucho con otras
investigaciones ya que en la mayoria de estas usan un solo tipo de cepas, mientras
qgue nosotros queriamos demostrar que se puede utilizar el empleo de un
consorcio microbiano (ya acostumbrados entre ellos) para generar electricidad.
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Pero aun asi tenemos bases diferentes, como es la de Li-Chun Wu que usando

Enterococcus Faecium tuvo un rendimiento de 0.1213 W/m? (73).

Tabla 16. Resultados Maximos de W/m”2 generados en cada anodo de la CCM’s.

PICO MAXIMO DE W/m?
Sin Resistencia 392.6187
Resistencia externa 470 Q | 0.3628
Resistencia externa 500 Q | 0.3742
Resistencia externa 510 Q | 0.4010
Resistencia externa 560 Q | 0.2881

En las gréficas se puede observar que entre las diferentes celdas de combustible
microbianas, sigue existiendo una diferencia entre ellas (aunque es minima). La
celda sin resistencia externa resalta sobre las demas (de la misma forma que en
las graficas anteriores) mostrando que hay esa varianza notable entre el empleo

0 no de las resistencias externas.
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Figura 35. Resultados de la determinacion de la densidad de potencia sin el uso
de una resistencia externa.
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Figura 36. Resultados de la determinacion de la densidad de potencia con el uso
de las diferentes resistencias.

3.3.2.5.Determinacion de la densidad de corriente

La densidad de corriente nos sefiala la corriente producida por m? de
electrodo.como se puede comprobar en la Tabla 14. se observa un pico promedio
maximo de casi 0.80 amperios/m? mostrando después una disminucion
progresiva (en todas las celdas) conforme el paso de los minutos de ejecuccion.
Comparando esto, Sun en el 2015, haciendo empleo de la cepa Geobacter
Sulfurreducens obtuvo una densidad de corriente maxima de 690+30 mA/m?,
dandole a la bacteria acetato como sustrato (52).

Otro caso resaltante fue el glicerol como sustrato para la produccion de biodisel
en una CCM, llegando a generar electricidad usando un consorcio mixto (11.7
mW/m?) y E. Coli (9.8 mW/m?) (74). Como todas las investigaciones antes
descritas se pueden encontrar diversos estudios sobre la capacidad electrogénica
de diversos microorganismos.
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Tabla 17. Resultados Maximos de los A/m”"2 generados en cada &nodo de la
CCM’s.

PICO MAXIMO DE A/m?
Sin Resistencia 457.5988
Resistencia externa 470 Q | 0.7859
Resistencia externa 500 Q | 0.7737
Resistencia externa 510 Q | 0.8020
Resistencia externa 560 Q | 0.6415

DENSIDAD DE CORRIENTE A TRAVES
DEL TIEMPO

s BLANCO

5.00000E+02

4.00000E+02 \’_,J\/\,_—/

3.00000E+02

2.00000E+02
1.00000E+02

0.00000E+00
0 2000 4000 6000 8000 10000

TIEMPO (MINUTOS)

DENSIDAD DE CORRIENTE (A/M2)

Figura 37. Resultados de la determinacion de la densidad de corriente sin el uso

de una resistencia externa.
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Figura 38. Resultados de la determinacion de la densidad de corriente con el uso

de las diferentes resistencias.

3.3.2.6.Determinacion de la energia total producida

Este pardmetro lo que nos permite observar es los Joule de energia que se han
producido en la celda, este resultado nos indica la maxima cantidad de energia
total producida por la celda de combustible microbiana. En nuestra Tabla 15. se
ve toda la energia producida por celda de combustible microbiana junto con su
respectiva resistencia; se observa claramente que la diferencia entre celda y celda
Ilega a ser mucho mas notoria ahora, ya que este parametro es analizado con el

tiempo en segundos.
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Tabla 18. Energia total producida generada en cada CCM’s.

ENERGIA TOTAL PRODUCIDA
Sin Resistencia 1609304.995
Resistencia externa 470 Q | 1487.222064
Resistencia externa 500 Q | 1533.72831
Resistencia externa 510 Q | 1694.37794
Resistencia externa 560 Q | 1180.816272

ENERGIA TOTAL PRODUCIDA EN JOULE

Resistencia externa 560 Q *

Resistencia externa 510 Q I

Resistencia externa 500 Q *

Resistencia externa 470 Q l

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Figura 39. Resultados de la determinacién de energia total producida (J).
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3.3.3. Comparacion de las caracteristicas fisicoquimicas del relave minero antes y después
de ser empleado en una celda de combustible microbiana.
Después de ser ejecutada las celdas de combustible microbianas, se volvio a analizar la
concentracion de estos metales, para poder identificar si alguno de ellos habia
incrementado o disminuido durante el uso de la CCM, obteniendo los siguientes

resultados:

Tabla 19. Determinacion de Metales Totales (mg/L) del relave minero antes y después

del tratamiento con la CCM.

ANALISIS | RESULTADO RESULTADO LMP PARA LA DESCARGA
ANTES DE LA | DESPUES DE LA |DE EFLUENTES LIQUIDOS
CCM CCM DE ACTIVIDADES MINERAS

Plata (Ag) 0.038 0.012 0.002 mg/L

Cobre (Cu) 5.285 9.772 0.05 mg/L

Plomo (Pb) 10.360 5.276 0.2 mg/L

Zinc (Zn) 8.173 3.896 1.5 mg/L

Como se puede observar en el caso de la Plata (Ag), Plomo (Pb) y Zinc (Zn); que son
metales pesados, bajaron drasticamente las concentraciones en el relave minero,
pudiéndose decir que el consorcio de bacterias presente utilizd en mayor cantidad los
metales como sustrato para su crecimiento y desempefio microbiano dentro de la celda

de combustible microbiana.

En el caso del incremento notorio de Cobre (Cu), se puede deber a un error experimental,
donde por mas que los cables de electrodos (conectaban el electrodo con los caimanes
para las resistencias) que se encontraban fijados y cubiertos con la goma aislante en todo
el alrededor, puede que esta goma se haya movido, dejando libre fibras de cobre de los

cables, liberando con el tiempo cobre al medio (en este caso nuestro lodo activo).
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Figura 40. Grafico de la Determinacion de Metales Totales (mg/L) del relave minero

antes y despueés del tratamiento con la CCM.

Pero también es un resultado que nos muestra que a pesar de esta liberacion de cobre al
medio, el consorcio bacterias presente pudo tolerar y soportar lo suficiente para
sobrevivir y crecer en el medio, generando con el tiempo voltaje (por mas minimo que

sea).

3.3.4. Andlisis de resultados
Todos los datos obtenidos fueron registrados en el programa de Excel, y para las pruebas
de comparacion se utilizé el mismo Excel, realizando un ANOVA y una prueba de
TUKEY (67). Tanto el ANOVA como el TUKEY se realizaron para determinar si existe
una diferencia estadistica significativa en el promedio de voltaje entre los 5 grupos, y
para crear intervalos de confianza para todas las diferencias en parejas entre las medias
de los niveles de los factores mientras controla la tasa de error por familia en un nivel

especificado.
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Sabiendo la diferencia entre el método ANOVA y la prueba de TUKEY se obtuvieron
los siguientes resultados (Anexo 5):
e ANOVA
- Valor prueba F: 20143.1
- Valor P: 0.00
- ¢Existe diferencia estadisticamente significativa en el promedio de voltaje
entre los 5 grupos? Sl
En al menos un grupo el promedio de voltaje es distinto, con 95% de
confiabilidad

e PRUEBA DE TUKEY

Tabla 20. Prueba de Tukey empleada a las diferentes CCM con sus resistencias
respectivas.

BLN

-0.543523562
500 €Q | -0.550495247 | -0.006971685
510€Q | -0.517534746 | 0.025988816 | 0.032960501
560 Q | -0.586319713 | -0.042796151 | -0.035824466 | -0.068784967

Con estas pruebas estadisticas se demuestra que existe una diferencia estadisticamente

significativa entre cada CCM con las diferentes resistencias.
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CONCLUSIONES

Primero: Se logré identificar el consorcio microbiano proveniente de un relave minero y se
comprobo que este mismo consorcio utilizaba como sustrato metales y nutrientes del lodo
activado para generar electricidad en una CCM.

Segundo: Se caracteriz6 fisicoquimicamente el relave minero usado como muestra,
determinando asi un pH de 7.5 aproximadamente y las concentraciones de los metales que
extraia la minera de donde se tomé la muestra, obteniendo asi, la Plata (0.038 mg/L), el
Cobre (5.285 mg/L), el Plomo (10.360 mg/L) y el Zinc (8.173 mg/L). Todo esto para poder
comprobar una vez ejecutada la celda si se lograba disminuir la concentracion; indicando asi

que los microorganismos presentes los utilizaban como sustrato.

Tercero: Se logro a aislar los microorganismos pertenecientes al consorcio microbiano del
relave minero, resultando la primera disolucion con Tween 80 al 1% el mejor tratamiento,
se logro identificar a: Serratia, Erwinia, Rhodococcus, Agrobacterium y Acinetobacter. Esto
se determind por medio de la extraccion del ADN y la obtencion de la secuencia del gen
ribosomal 16S a que familia pertenecian y de que especie se trataba. Esto nos sirve a un
futuro para poder hacer pruebas especificas en cada especie y ver si pueden llegar a trabajar
en una celda de combustible microbiana y generar electricidad por su cuenta.

Cuarto: Se disefi6 una CCM de tipo H, presentando dos camaras de similitud fisica, con un
puente donde se adheria la Membrana de Naftion 117, y el empleo esencial de electrodos de
grafito de alta densidad, donde la generacion de electricidad se dio por una reaccion de 6xido-
reduccién. Cada una de estas celdas poseen una capacidad de 500 mL de sustrato (en nuestro
caso lodo activo). El sustrato empleado fue el mismo relave minero, de donde se obtuvo el
aislamiento e identificacion de cada microorganismo presente en el consorcio microbiano,

ademas de su trabajo extra a la hora de eliminacion de metales.
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Quinto: Se comparo el efecto de la resistencia externa dentro de las celdas de combustible
microbianas, demostrando asi en la investigacion que tiene un gran impacto dentro de ella;
ya analizando los resultados obtenidos y el analisis mediante el ANOVA vy la prueba de
TUKEY, se pudo observar que si hay una diferencia estadisticamente significativa entre cada

una de las celdas manejadas con las diferentes resistencias.

Sexto: Se comprobd que el consorcio microbiano dentro del relave minero, utilizaba los
metales presentes como sustrato para poder utilizarlo dentro de las celdas de combustible
microbianas y poder generar energia, como se pudo ver en el caso de la Plata (de 0.038 mg/L
a0.012 mg/L), Zinc (de 8.173 mg/L a 3.896 mg/L) y Plomo (de 10.360 mg/L a 5.276 mg/L)
donde la concentracion se disminuy6 a menos de la mitad de mg/L. EI consorcio microbiano
logro la generacion de electricidad con picos de hasta 0.5 voltios, ademas de poder ver
también que estas mismas bacterias pueden llegar a emplearse como tratamiento de limpieza

de metales y como efecto secundario la generacion de electricidad.
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RECOMENDACIONES

Primero: Probar las condiciones Optimas de temperatura y pH para mejorar el crecimiento y

desempefio de las mismas dentro de las celdas de combustible microbianas.

Segundo: Evaluar y comparar el desempefio de las celdas de combustible microbianas
empleando electrodos de mayor tamafio, area y material, para tener un mayor rendimiento

eléctrico.

Tercero: Analizar y emplear diferentes métodos de aislamiento con el fin de encontrar
nuevas bacterias dentro de estos lodos activos, y comprobar si pueden ser microorganismos

electrogénicos.

Cuatro: Implementar un prototipo a mayor escala de la celda de combustible microbiana
propuesta en esta investigacion, para asi poder generar mayor energia eléctrica.
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ANEXOS

ANEXO 1

Tabla 21. Materiales que pueden ser empleados en cada componente de una celda de

combustible microbiana (2).

Items Materials Remarks

Anode Graphite, graphite felt, carbon paper, Necessary
carbon-cloth, Pt, Pt black, reticulated
vitreous carbon (RVC)

Cathode Graphite, graphite felt, carbon paper, Necessary
carbon-cloth, Pt, Pt black, RVC
Anodic Glass, polycarbonate, Plexiglas Necessary
chamber
Cathodic Glass, polycarbonate, Plexiglas Optional
chamber
Proton Proton exchange membrane: Nafion, Necessary
exchange  Ultrex, polyethylene.poly
system (styrene-co-divinylbenzene); salt bridge,
porcelain septum, or solely electrolyte
Electrode Pt, Pt black, MnQO>, Fe’ ", polyaniline, Optional
catalyst electron mediator immobilized on anode
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Figura 42. Resultados de la determinacion de metales totales (mg/L) para la muestra de relave

minero antes pre-tratado. Laboratorio de Control de Calidad de la UCSM.
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Figura 43. Resultados de los metales totales (mg/L) para la muestras de las celdas después
de su operacion. Laboratorio de Control de Calidad de la UCSM.
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