Revista QuimicaViva - Numero 3, afio 13, diciembre 2014 - quimicaviva@gb.fcen.uba.ar

Celdas de combustible biolégicas basadas en el metabolismo

fotosintético

Federico Figueredo, Albert Olaya y Eduardo Corton
Laboratorio de Biosensores y Bioanalisis (LABB), Departamento de Quimica Bioldgica e
IQUIBICEN-CONICET, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos
Aires. Buenos Aires, Argentina.
eduardo@gqb.fcen.uba.ar

Recibido 21/11/204 - Aceptado 28/11/2014

Resumen

Las celdas de combustible bioldgicas son dispositivos  bio-electroquimicos, donde
generalmente el anodo (pero a veces el catodo, o ambos) contiene microorganismos capaces
de generar y mantener un gradiente electroquimico que se utiliza tipicamente para generar
energia eléctrica. En la configuracién mas estudiada, el anodo contiene bacterias heterétrofas
en condiciones anaerobias, capaces de oxidar moléculas organicas, liberando protones y
electrones, asi como otros subproductos. Los protones liberados pueden alcanzar el catodo
(tipicamente a través de una membrana o un puente salino), mientras que los electrones viajan
a través de un circuito externo, originando un flujo de corriente facilmente medible. Se
presentan aqui resultados obtenidos con distintas configuraciones de celdas de combustible,
empleando organismos autétrofos, plantas y algas. Los resultados obtenidos indican que la
produccién de energia por estos dispositivos es aun muy baja para resultar competitivos con
respecto a otros sistemas de acumulacién/produccidon de energia eléctrica. La optimizacion
tanto desde el punto de vista del disefio, materiales de electrodo y catalizadores, seleccion y/o
modificacion genética de los organismos utilizados, podria permitir en el futuro utilizar estos
sistemas como una fuente de energia renovable adecuada para una variedad de aplicaciones

de baja potencia.
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Microbial fuel cells based in photosynthetic metabolism

Summary

Biological fuel cells are electrochemical bio-devices, where usually the anode (but sometimes
the cathode, or both) contains microorganisms capable of generate and maintain an
electrochemical gradient, which is typically used to generate electricity. In the most studied
configuration, the anode contain heterotrophic bacteria in anaerobic conditions, capable of
oxidizing organic molecules, releasing protons and electrons as well as other by-products.
Released protons can reach the cathode (typically through a membrane or a salt bridge), while
electrons travel through an external circuit, producing an easily measurable current flow. Here
we present results obtained with different configurations of fuel cells using autotrophic
organisms, plants and algae. The results indicate that the production of energy by these devices
is still too low to be competitive with other storage / power production systems. Optimization
from the point of view of design, electrode materials and catalysts, selection and / or genetic
modification of the organisms used could allow in the future the use of such systems as a

renewable energy source, suitable for a variety of low power applications.

Keywords: bioelectrochemistry, green energy, MFC, polarization curves
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Introduccion

Las pilas de combustible son sistemas electroquimicos disefiados para convertir la energia
liberada en una reacciéon quimica directamente en energia eléctrica. A diferencia de una
bateria, una pila de combustible suministra continuamente corriente mientras que los reactivos
quimicos estén disponibles. Las pilas o celdas de combustible de hidrogeno, donde este gas se
utiliza como combustible y el oxigeno es el oxidante, son los sistemas mas desarrollados y
maduros tecnolégicamente. Cuando el oxigeno y el hidrégeno se combinan para formar agua,
se libera energia debido a que los electrones en la molécula de agua estan en un estado de
energia mas bajo que los presentes en las moléculas de gas. En una reaccion de combustion,
como en un motor de cohete, la energia aparece como calor. En una celda de combustible la
mayoria de la energia liberada (tipicamente alrededor de 50-60%) se convierte directamente en

energia eléctrica [1].

La aplicacion obvia y mas importante de los sistemas electroquimicos aqui mencionados (hay
por lo menos cinco tipos de pilas de combustible de H,, a menudo clasificadas por el electrolito
usado) es la produccién de electricidad. Estos sistemas, si utilizan hidrégeno proveniente de
una fuente renovable, evitan la produccion de gases de efecto invernadero. Aunque los
principios de pilas de combustible de H2 son bien conocidos por la comunidad cientifica desde
hace mucho tiempo, cuando comenzé la carrera a la Luna mostraron sus posibilidades reales
como una forma competitiva para producir energia eléctrica para misiones tripuladas, como las

Apollo.

Las celdas de combustible biolégicas (MFC por sus siglas en inglés) son dispositivos que
utilizan microorganismos que transforman la energia quimica contenida en compuestos
organicos en energia eléctrica, de forma directa, sin combustion [2]. Las MFC son sistemas
altamente prometedores por su factibilidad técnica, simplicidad y economia, ademas de tener el
potencial de acoplarse a otros procesos innovadores como los biosensores, la remediacion
ambiental como lo son las plantas de tratamiento de aguas residuales, etc., lo que las convierte
en una prioridad cientifica compatible con las politicas actuales de una sociedad que busca ser
sustentable ambientalmente [3]. Si bien la mayoria de los estudios publicados hasta la fecha
emplea un repertorio relativamente limitado de microorganismos como material biolégico, hay
una tendencia a la busqueda de mejores organismos (capaces de producir mas electricidad) y
en especial a explotar la biodiversidad presente en los diferentes ecosistemas; en la Argentina
recientemente se han publicado trabajos donde se han aislado bacterias electrogénicas

provenientes de lodo del Rio de la Plata [4].

Un concepto que explota una fuente de bioenergia in situ es la incorporacién de plantas en la
tecnologia de celdas de combustible microbiana (plant microbial fuel cell, P-MFC). En las P-
MFC, las plantas y las bacterias del suelo estan presentes, y colaboran para convertir la

energia solar en electricidad "verde". La idea principal es que las plantas producen
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rizodepositos, principalmente en forma de hidratos de carbono, y las bacterias convierten estos

rizodepdsitos en energia eléctrica a través de la celda de combustible.

La P-MFC utiliza la cooperacion natural entre las bacterias electrogénicas en el suelo y las
plantas para convertir la energia solar en electricidad. Se ha propuesto que el sistema esta

basado en dos procesos:

A) Rizodeposicion de compuestos organicos por las plantas vivas y la generacion de
electricidad a partir de compuestos organicos en la P-MFC [5].Las plantas convierten la
radiacion solar en energia quimica (hidratos de carbono) para su metabolismo, y hasta el 40%
del carbono fijado neto puede ser liberado por las raices, por ejemplo para la absorcién de
nutrientes. Por lo tanto, la idea principal es que los rizodepésitos de las plantas son utilizados
como sustratos por las bacterias para generar electricidad en la P- MFC. Las bacterias
electroquimicamente activas en la P-MFC utilizan la energia quimica del sustrato para su
metabolismo, y simultdneamente utilizan como aceptor de electrones el dnodo de la celda de

combustible [6].

B) La oxidacion de la materia organica por las bacterias (mineralizacion), produce electrones en
el compartimiento anddico. Estos electrones llegan al anodo, y de ahi al catodo, circulando por
un circuito conductor externo [3]. También se producen protones por la oxidacion de la materia
organica; estos difunden (atravesando una membrana de intercambio i6nico, puente salino, o

una capa de suelo/sedimento), hasta alcanzar el catodo.

Materiales y Métodos
Material Biol6égico

Plantas de las especies Spartina alterniflora y Salicornia ambigua fueron obtenidas durante un
viaje de campafa en las cercanias del Puerto de General Lavalle, Bahia de Samborombodn,
Buenos Aires, Argentina; el sitio de muestreo puede observarse en la Figura 1, panel izquierdo.

Oryza sativa fue cultivada a partir de semilla de arroz comercial.

Se utilizd una micro-alga acido-tolerante Parachlorella kessleri (anteriormente Chlorella
kessleri), inicialmente aislada de Laguna Verde [7], una laguna geotermal que se encuentra
ubicada en el parque provincial Copahue-Caviahue (Neuquén, Argentina). Esta es una laguna
geotérmica, meso termal, con temperaturas de entre 30-35 °C. Las aguas de la Laguna Verde
son sulfurosas (acido sulfurico libre) con valores de pH en un rango de entre 2,5- 2,8. En
nuestros experimentos, el alga fue crecida y utilizada en medio BBM [8] a pH neutral (donde
crece a mayor velocidad). Una foto de estas algas (microscopio de campo claro) puede

observarse en la Figura 1, panel derecho.
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Figura 1: Material biolégico utilizado. Izquierda, zona de muestreo en las cercanias del Puerto

de General Lavalle, en la zona de la Bahia de Samborombdn, Argentina; adelante se ven
plantas de Salicornia ambigua, y detras Spartina alterniflora. Derecha, células (10-15 um de

diametro) de Parachlorella kessleri (fotos de los autores).

Medios y Soluciones

Solucién de Hoagland: 224 ppm KNOs; 235 ppm Ca(NO3)2.4H20; 160 ppm (NH4)2POs; 62 ppm
MgS04.7H20; 1,77 ppm KCI; 0,27 ppm H3sBOs; 0,11 ppm MnSO4.H20; 0,131 ppm ZnS04.7H20;
0,032 ppm CuS04.5H20; 0,05 ppm H2Mo0O4; 1,12 ppm Fe-EDTA.

Medio BBM: Se prepard siguiendo las instrucciones publicadas previamente por [8].

Buffer Britton-Robison: 0,1 M: 6,75 mL de acido fosférico; 5,71 mL de acido acético y 6,18 g de

acido bérico para 1000 mL.
Puesta en marcha de las P-MFCs

Las P-MFCs consistieron en dos recipientes plasticos, conectados por un puente salino
conteniendo KCI 2 M y agar (3%). En recipientes de polietileno de alta densidad de 19x19x20
cm, se crecieron las distintas plantas (o sélo suelo, utilizado como control). Este compartimento
mayor (anodo), con un volumen de aproximadamente 5,5 L, se conectaba a un compartimento
menor (mediante el puente salino) de aproximadamente 0,5 L (catodo), como puede observase

en la Figura 2, panel izquierdo.

Los electrodos para el catodo y anodo consistieron en barras de grafito de 2,5 cm de diametro y
12,5 cm de largo (La Casa del Grafito SRL, Bs. As, Argentina, densidad de 1,84, pureza de
99,8%), con un area superficial de 108 cm?. El colector de corriente fue de cable de acero
inoxidable (Famiq S.A, #304L, 1 mm), conectando los electrodos de grafito y terminando en un
cocodrilo. Después de comprobar la continuidad eléctrica, el cable fue protegido con un aislante
térmico de plastico retractil (tubo termo contraible). Todos los electrodos se pulieron con lija

120/150, obteniendo asi una superficie homogénea. Finalmente los electrodos fueron
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sumergidos en HClI 1M y NaOH 1M durante 1 hora en cada solucién (limpieza/activacion);
después del tratamiento los electrodos se almacenaron en agua destilada. Los electrodos
fueron colocados de manera transversal en los dos compartimientos (anddico y catddico), a
una altura de 4 cm de la base del compartimiento; se colocaron 2 electrodos por

compartimiento.

Figura 2: Disefio experimental (set-ups) utilizado. En el panel de la izquierda, varias de las P-

MFCs construidas; de izquierda a derecha se observa suelo (control), Spartina, Salicornia,

yOryza. En el panel de la derecha, celdas de combustible basadas en algas.

Las plantas utilizadas fueron de dos especies haldfilas (Spartina alterniflora y Salicornia
ambigua), que viven en zonas donde el suelo se inunda periddicamente (mareas y sudestadas)
con agua salobre (20-35 g/L) y una especie tipica de suelos continentales no-salinos (Oryza
sativa). Las plantas de naturaleza haldfila fueron recolectadas de la bahia Samboromboén,
Argentina (35°56'0?” S, 57°6'0” O). O. sativa fue sembrada al inicio del experimento. Las
plantas haldfilas fueron trasplantadas en el compartimiento andédico de las P-MFC con
sedimento recolectado en la Bahia Samborombodn; los recipientes se llenaron con sedimento
hasta en un 75% de su volumen total. Para O. sativa se utilizd suelo de jardineria comercial.
Controles de suelo sin plantas (suelo salino y suelo no-salino) fueron empleados. Todos los

experimentos se realizaron por duplicado, las P-MFCs y sus controles se midieron por 90 dias.
Operacioén de las P-MFC

Los experimentos fueron realizados a temperatura ambiente, humedad de 75%, intensidad de
luz de la region fotosintética activa de 248 +/- 44 ymol m2s'y periodo de iluminacion de 14
horas/dia, condiciones descritas para Spartina anglica [9]. Para la iluminacién se utilizaron 3
lamparas led de 12 Watts; cada una esta compuesta por 6 leds de color rojo, 4 azules y 2

amarillos. Eventualmente se completd la iluminaciéon con tubos fluorescentes blancos.

El compartimiento del anodo fue irrigado una vez por semana con solucién de Hoagland hasta
ocupar un volumen aproximado del 90% del compartimiento del anodo y se mantuvo por 12
horas, con el fin de evitar estrés hidrico. La solucion de Hoagland contenia 20 g/L de NaCl
sodio para S. alterniflora'y S. ambigua, y sin NaCl para O. sativa. En la operacion normal de la

celda, el circuito eléctrico se cerré conectando una resistencia externa de 1000 Q entre anodo y
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catodo. Como se ve en la seccion siguiente, una vez por semana se desconecto el resistor de

1000 Q overnight, y luego se ensay? la respuesta de las celdas al variar los resistores externos.
Analisis de datos de las P-MFC

Con el fin de evaluar el comportamiento del P-MFC y sus caracteristicas eléctricas, se
realizaron mediciones intercalando resistores externos de 100, 40, 10, 2, 1 kQ, y 500, 200, 50,
20y 10 Q. Luego de incorporar un resistor al circuito, se espero el tiempo necesario para que la

lectura de potencial se estabilizara, y se pasé al siguiente resistor.

El potencial fue medido por un tester digital (MASTECH®, M890G), la intensidad de la corriente
() se calculé utilizando la ley de Ohm (I = V/R), donde V es el potencial y R es la resistencia. La
densidad de corriente, j (A/cm?2), fue calculada como j = I/S; donde S es el area superficial
geomeétrica del anodo (en nuestros experimentos las areas de anodos y catodos son idénticas).
La densidad de potencia, P (W/cm?), se calculé como P = IV/S [2].

Construccion y operacion de las celdas de combustible algales

En este caso los compartimentos de la celda fueron mas pequefos (40 mL y 10 mL, para el
compartimento que contiene las algas y para el compartimento abiético, respectivamente). Los
electrodos fueron de papel de carbon (Toray paper), y ambos compartimentos fueron
separados por una membrana de Nafion 117 (Dupont). Luego de inocular las celdas con el
alga, densidad optica (OD, 600 nm) igual a 1, se midieron durante unos 15 d, hasta su
estabilizacion. Las mediciones intercalando resistores externos de distintos valores fueron
similares a lo realizado con las P-MFCs. Algunas de estas celdas pueden observarse en la

Figura 2, panel derecho.

Resultados y Conclusiones
Sistemas de P-MFC

El potencial de una celda de combustible es en general menor que su potencial de equilibrio
debido a diferentes tipos de pérdidas. Tres diferentes tipos de pérdidas pueden ser
distinguidas, denominadas pérdidas éhmicas, por activacién y por concentraciéon [2]. En este
trabajo, nuestra hipétesis fue que el utilizar un suelo salino, de menor resistividad, permitiria
disminuir las perdidas 6hmicas, y por lo tanto aumentar la eficiencia eléctrica en celdas de
combustible que utilicen plantas haldfilas, con respecto a plantas que viven en suelos

continentales de menor salinidad, como el arroz.

Se trabajo con Oryza sativa (arroz) con el fin de comparar una planta que prefiere suelos no-
salinos con dos especies de haldéfilas. O. sativa es un modelo utilizado en diferentes trabajos en

esta area, se han reportado altas densidad de corriente y de potencia, desde 44 a
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120 mA/m2y 22 a 26 mW/m2, utilizando un catodo de gran eficiencia que no limita la corriente,
como el de ferricianuro [5,10]. Otros trabajos informan valores de 163 mA/m?2 y 14 mW/m?
utilizando catodos enriquecidos con Pt como catalizador (y oxigeno como oxidante)[11].
Ademas, en un trabajo donde se utilizé un catodo de oxigeno, sin catalizadores, se obtuvieron
valores de 52 mA/m? y 6 mW/m? para las P-MFCs construidas utilizando Chlorella vulgaris
como material bioldgico[12]. De los reportes descritos solo el ultimo se podria comparar con
nuestro trabajo, dado que en ambos se evitd el uso de ferricianuro y electrodos con gran

capacidad catalitica (Pt u otros) para optimizar el rendimiento de la P-MFC.

La operaciéon de un cultivo de O. sativa tomd hasta hasta 120 dias [12], en nuestros
experimentos el tiempo de operacion fue de 84 dias, y obtuvimos comparables valores de
corriente y potencia, de 27 mA/m?y 3,3 mW/m? como maximo. En la Figura 3A se muestra una
curva de polarizacion y una curva de potencial tipicos, correspondiente al dia 56 de operacion,
donde se observa el valor de densidad de potencia maxima (p) igual a 2,11 mW/m2, una
densidad de corriente maxima (j, medida cuando la potencia p es maxima) de 4,6 mA/m2, y ello
a un potencial de 540 mV. Los valores obtenidos son comparables (si bien menores), y por ello
estos experimentos pueden ser usados como controles para las P-MFC basadas en plantas

haldfilas.

Aunque no hay muchos estudios en la aplicaciéon de P-MFC, el género de Spartina sp. es una

de las plantas haléfilas mas estudiadas. La bibliografia informa densidades de corriente de

entre 32 mA/m2y 214 mA/m2y densidades de potencia de entre 4 mW/m2y 50 mW/m [6].

Los valores obtenidos hasta la quinta semana de operacion en este trabajo fueron muy bajos,
de 1,2 mA/m? y 0,3 mW/m2. Esto es explicable por el lento crecimiento observado en las
condiciones de laboratorio de las plantas, con un largo periodo de adaptacion. Sin embargo,
durante la ultima semana de los experimentos estos valores se incrementaron sensiblemente,
llegando a valores cercanos a 1,8 mA/m2y 6,2 mW/m? al final de los experimentos. En la Figura

3B se muestran datos tipicos obtenidos en este trabajo.

Por otro lado Salicornia sp. es una planta que no ha sido estudiada previamente en
aplicaciones de P-MFC como las aplicadas aqui, y se encuentra muy poca informacion sobre
ella, pero al ser una especie haléfila acompafiante en su habitat natural de Spartina sp., se
decidio trabajar con ella. El dificil cultivo de S. ambigua, fue uno de las desventajas que se
presentaron; aunque fuese trasplantada inmediatamente, se observé un largo periodo de
adaptacion de estas plantas a las condiciones del laboratorio; sélo en las ultimas semanas
observé mayor vigor y nuevos brotes en estas plantas. Probablemente por este bajo nivel de
crecimiento, se obtuvo una baja produccién de energia, ademas de manera irreproducible entre
los duplicados. Los valores obtenidos al final del experimento fueron de 4 mA/m2y 0,3 mW/m?;
datos de un experimento tipico se muestran en la Figura 3C. Se necesita realizar mayores

esfuerzos para lograr la adaptacién de esta planta, reconocida como de dificil cultivo.
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Figura 3: Se muestran curvas de potencia (en negro) y de potencial (en azul) tipicas para los
sistemas de P-MFC utilizados (datos obtenidos en el dia 56 del experimento) para A) Oryza

sativa, B) Spartina alterniflora, y C) Salicornia ambigua.

Sistemas de celdas de combustible basadas en algas

Al comparar los valores obtenidos en los experimentos con los resultados de trabajos con MFC
similares en la literatura, se observd que tanto el potencial de la celda como la densidad de
potencia obtenidos estan en el rango de valores reportados por otros autores (si bien nuestros
valores son en general menores). Por ejemplo, algunos autores [13] reportan valores entre 0,1
y 2 mW/m2 para sistemas basados en Spirulina platensis y de potencia 6éptimas de 0,95 m\W/m?
para una MFC que combina Saccharomyces cerevisiae en el anodo y una micro alga, Chlorella
vulgaris, en el catodo. Las curvas de polarizacion son también comparables en todos los casos,

con valores de potencial que oscilan entre los 50 y 200 mV.

Por ultimo, en un trabajo recientemente publicado [14] donde se utiliza una celda de
combustible de disefio similar a la nuestra (el alga unicelular Chlorella vulgaris fue en este caso
utilizada como material biolégico), los autores han informado una densidad de potencia maxima

de 14 yW/m?2. Estos valores son similares a los obtenidos en este trabajo, de 23 pW/m3).

Este valor (23 pW/m?) se obtuvo en la celda de combustible algal, bajo iluminacion, y
corresponde también a una densidad de corriente de 0.5 mA/m?y un potencial de 74.2 mV; se
observé una dependencia de la luz, registrandose menores valores de potencia durante los

ciclos de oscuridad, pero este fendmeno no se estudié sistematicamente.

A pesar de que los valores obtenidos son menores a algunos de los informados para celdas de
combustible microbianas (basadas generalmente en microorganismos heterétrofos), es
importante destacar que este sistema algal (y también los basados en plantas), no requieren un
sustrato organico (su fuente de poder es 100% luminica), no hay produccion de COz, y por
ultimo, este sistema no requiere el agregado de mediadores (como el azul de metileno, o el rojo
neutro) que permitan su operacién. La construccion de los sistemas presentados aqui es
sencilla y econémica, y no requieren el agregado de reactivos o la utilizacion de catalizadores

metalicos; por ello su operacién puede ser durable y continua.
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Figura 4: Curvas de potencia (en negro) y de potencial (en azul) tipicas obtenidas para celdas

de combustible basadas en P. kessleri.

La operacion continua durante afios, y una densidad de energia mucho mayor que la obtenida
hasta la fecha, son requisitos previos para una implementacion exitosa de las celdas de
combustible biolégicas como un sistema de produccion de energia eléctrica. Los experimentos
realizados con iluminacién artificial y en recipientes pequefios mostraron muchas limitaciones,
lo que hace pensar que seria adecuada la realizacion de experimentos en condiciones mas
parecidas a la realidad (recipientes de al menos 100 litros e iluminacion natural). Se necesita
lograr al menos un incremento de 100 veces en la eficiencia de estos dispositivos, para que su

uso como fuente de energia sea econémicamente rentable, al menos para algunos usos.

Sin embargo, la produccion de energia no es la Unica aplicacion de los distintos tipos de celdas
de combustible biolégicas; pequefos cambios (pero reproducibles) en los parametros eléctricos
de estos sistemas pueden ser utilizados como una senal analitica, como ha sido recientemente

revisado en nuestro laboratorio [15,16]
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