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e Andlisis de la estratificacion de la biopelicula final del catodo
e Los resultados se ajustan correctamente a los perfiles de oxigeno experimentales

e El efecto barrera al oxigeno de la biopelicula catddica es clave para las SC-MFC

Resumen

La celda de combustible microbiana de camara Unica (SC-MFC) genera electricidad gracias al
consumo de la materia organica. En estos sistemas, el anodo solido actla de aceptador de
electrones que proviene de la oxidacion de la materia organica. Se produce un flujo de electrones
del &nodo al catodo, donde tiene lugar la reduccion quimica del oxigeno. Si la difusion del oxigeno
del cétodo llega el anodo se reduce la eficiencia de todo el sistema. La fijacion de bacterias
heterotréficas en la superficie del catodo es por lo tanto necesario, ya que prevé la intrusion del
oxigeno al &nodo. Como objetico de este trabajo, se estudia el efecto barrera del oxigeno vy el
mecanismo de estratificacion de la biopelicula catédica de una SC-MFC. Se usa un modelo
matematico del catodo expuesto al aire de una SC-MFC para simular la difusion de oxigeno a
través de las distintas capas del catodo. Se incorpora un modelo a nivel de microescala para
analizar la heterogeneidad del biofilm catédico. Los resultados de la simulacién predicen que con
un minimo de biofilm en el catodo (~ 4 um) es suficiente para mantener la concentracion de
oxigeno por debajo de 0.15 mg L. Ademas, la actividad enddgena de las bacterias ayuda
al efecto barrera sobre el oxigeno. Aunque la fuente de carbono se agote, el efecto barrera
persiste durante 30 horas méas. El analisis de la actividad de la biopelicula revela
competicion por la fuente de carbono entre las bacterias aerdbicas y anaerdbicas cuando
hay poca presencia de oxigeno en la biopelicula. Esto puede reducir el efecto barrera al

oxigeno y reducir la eficiencia del sistema.

Keywords: Microbial fuel cell, cathodic biofilm growth, stratification, individual-based model,

oxygen barrier, computational simulation
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1. Introduccion

En los ultimos afios se ha visto un aumento en el interés por las celdas de combustible microbianas
(conocidas como Microbial Fuel Cell, MFC) debido a la posibilidad de tratar aguas residuales y
producir electricidad simultaneamente. Aun asi, la limitada eficiencia de estos sistemas y su
elevado coste debido a la necesidad de utilizar catalizadores y membranas para construirlas reduce

su aplicacion a gran escala y viabilidad econdmica.

Una MFC (Fig. 1, a) es un sistema bioelectroquimico (bioelectrochemical system, BES)
que permite la produccidn de electricidad mediante la actividad de bacterias situadas en el anodo,
conocidas como bacterias &nodo-respiradoras (anode respiring bacteria, ARB). Dichas bacterias
tienen la capacidad de oxidar la materia organica y transferir los electrones exdgenamente a un
anodo sélido. EI mecanismo de transferencia exoelectrogena ain no esta totalmente establecido,
pero en trabajos anteriores se han visto indicios de que se puede realizar mediante compuestos
intermediarios o carriers producidos por las ARB [1] o mediante nanowires sintetizados por las
mismas [2]. Es imprescindible que las condiciones del &nodo sean anaerobias para la proliferacion
de las ARB. Los electrones generados en el anodo son conducidos hacia el catodo, donde se
produce una reduccion de oxigeno disuelto mediante un catalizador metalico, como el platino.
Los electrodos del sistema pueden estar separados por una membrana para minimizar la

penetracidn de oxigeno en el anodo.

El rendimiento se ve influenciado por el disefio del equipo y los parametros operacionales.
La eficiencia coulémbica (CE, %) es el parametro empleado para calcular el rendimiento de estos
equipos y se define como la relacion entre el nimero de culombios medido en el circuito eléctrico
y los culombios tedricos que podrian ser generados si todo el substrato es consumido por las ARB.
Bajos valores de CE indican baja eficiencia del sistema que puede ser debida a pérdidas eléctricas
a través del sistema y/o a que una gran parte de substrato es consumido por otras bacterias que no
son ARB [3].

Existe una gran variedad de arquitecturas de MFC, cada una con sus ventajas y desventajas.
El sistema en el que se centra este trabajo es el air-cathode microbial fuel cell (AC-MFC) de una
sola camara. En la Fig. 1, b se muestra una imagen de una AC-MFC. Como indica su nombre, el
catodo del sistema esta directamente expuesto al aire evitando de este modo la necesidad de
inyectar oxigeno. En esta configuracion se elimina la membrana que separa los electrodos,
reduciendo asi los costes del equipo y la resistencia interna del sistema [4]. En el catodo de las
AC-MFC se genera una biopelicula que oxida la materia organica disuelta en el agua. En un
principio se puede pensar que la eliminacion de esta biopelicula supondria una mejora de la CE,
ya que la fuente de carbono no ser& consumida por las bacterias heterotrofas de dicha biopelicula.

Sin embargo, se han visto en trabajos previos que la eliminacion de la biopelicula del catodo
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supone una reduccion de la CE de la MFC. Esto se le atribuye al efecto barrera que genera la
biopelicula del catodo, minimizando la llegada de oxigeno al &nodo. También cabe la posibilidad
que las bacterias que se unen al catodo generen un efecto biocatalizador a la reaccion

electroquimica de reduccién de oxigeno que se produce en el electrodo [5,6].

Los sistemas bioelectroquimicos (BES) son sistemas complejos y su rendimiento depende
de factores bioldgicos, fisicoquimicos y electrogquimicos. Para mejorar la productividad de las
MFC se pueden realizar estudios experimentales centrandose en ciertos pardmetros operacionales
y/o de disefio. Pero este enfoque supone un coste econdmico y de tiempo elevado. La aplicacion
de modelos matematicos para la simulacion de sistemas bioelectroquimicos (junto a resultados
experimentales para validar el modelo en situaciones controladas) permite realizar estudios de
funcionamiento y optimizacion de forma mas eficiente. Ademas, permite el estudio en detalle de
mecanismos concretos que se generan dentro del sistema, como la formacidon de biopelicula en el
electrodo o el funcionamiento de la membrana que separa los electrodos. En la bibliografia se
pueden encontrar varios modelos matematicos de sistemas bioelectroquimicos. EI primer modelo
de una BES, propuesto por Zhang y Halme [7], Gnicamente simulaba el consumo de substratos
por una especie bacteriana en funcion del tiempo, sin tener en cuenta la dimensién espacial. La
adquisicion de nuevos conocimientos sobre los BES y las mejoras computacionales han permitido
aumentar la complejidad y funcionalidad de estos modelos, llegando a la implementacion de
inteligencia artificial y redes neuronales para incorporar el auto-aprendizaje en el modelo

matematico [8].

El modelado de BES requiere incluir modelos de crecimiento de la biomasa en la pelicula
gue se forma en el anodo y/o céatodo. Estas poblaciones microbianas son complejas y que
diferentes especies colaboran y compitan por los recursos disponibles. Se han desarrollado
diferentes modelos para la descripcion de biopeliculas, como son los modelos a nivel poblacional
(Pablacional Level Model , PLM) y a nivel individual (Individual based Model, IbM). Los
primeros permiten una descripcion general de las diferentes poblaciones que constituyen la
biopelicula. En cambio, un IbM describe el comportamiento de cada individuo que forma parte
de una poblacién. Cada uno de los individuos actia como un micro-reactor que crece y se divide
en funcion de las condiciones locales. Este enfoque permite describir e interpretar la
heterogeneidad de la poblacion y con ello los mecanismos de estratificacion de una biopelicula,
el estudio de las condiciones de operacidn necesarias para obtener una estratificacion deseada y
las dinamicas de competicién y colaboracion que se generan entre los diferentes individuos de la

poblacion.

En este trabajo es desarrolla un modelo del catodo expuesto en el aire de una AC-MFC
para estudiar el efecto barrera que genera la biopelicula del catodo sobre el oxigeno tanto en

presencia como ausencia de una fuente de carbono (acetato). Se implementa IbM para modelar la
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biopelicula del catodo para analizar la heterogeneidad y estructura de la biopelicula. También se
estudia el impacto que producen las distintas distribuciones de las distintas bacterias en el efecto

barrera al oxigeno.
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Fig. 1. a) Configuracidn a escala laboratorio de una MFC de doble cAmara b) Configuracion a escala
laboratorio de un AC-MFC c) Esquema de las regiones, condiciones iniciales y condiciones de contorno del
modelo. BDL: Boundary Diffusion Layer. CC: Carbon Cloth - tela de carbono. d) Imagen de la micrografia

electrénica de barrido del catodo.

2. Métodos

2.1. Configuracion y operacion del sistema
El modelo de este trabajo se basa en el sistema AC-MFC de Montpart et al. [6]. Consiste en un
AC-MFC (Fig. 1, b) de cuerpo cilindrico de metacrilato con una obertura lateral de 3.8 cm de
didmetro, donde la capa de PTFE permite la difusion de oxigeno en el catodo sin fugas de liquido.
El anodo (PANEX33 160 K, ZOLTEK) es un cepillo de fibra de grafito (20 mm de diametro x
33 mm de longitud) constituidas por fibras de 7.2 um de diametro. El catodo consiste en una capa
de grafito cubierta de platino por la parte interna (5 mg Pt cm?, ElectroChem Inc.). Ambos
electrodos se encuentran separados a 2.5 cm sin ninguna separacion fisica y estan conectados con
una resistencia externa de 1000 Q. En todos los experimentos que se realizaron el reactor opera

con acetato de sodio como Unica fuente de carbono con una concentracion inicial de 1 g L™

Antes de poner en marcha el reactor se realiza un tratamiento térmico previo a los

electrodos a 450°C durante 30 minutos para mejorar la adhesion de la biomasa y, posteriormente,
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se realiza la bioaumentacidn con un indculo que proviene de un AC-MFC ya en funcionamiento.
Durante el proceso de inoculacién se realiza un seguimiento del voltaje del sistema utilizando una
voltamperometria ciclica para saber cuando finaliza la formacion de la biopelicula. Cuando el
perfil de la voltamperometria es constante, indica que las biopeliculas de los electrodos ya se han

generado.

2.2.  Estructura del catodo
El disefio y la arquitectura del catodo tiene un impacto significativo en el rendimiento de las MFC.
Concretamente, en las AC-MFC, el catodo estd compuesto por varias capas de diferentes
materiales para asi poder aumentar la potencia eléctrica generada, la eficiencia coulémbica y la
estabilidad del sistema. Empezando por el lado que estd en contacto con el aire, el catodo esta

compuesto por:

1. Una capa hidrofébica de politetrafluoroetileno (PTFE): esta capa permite la entrada de

aire al sistema, pero retiene la salida de liquido.

2. Unatela de carbono: esta formada por fibras entrelazadas. Esta tela de carbono tiene una
doble funcionalidad: permite la disolucion del oxigeno gas en el agua para que esté
disponible en la reaccion de reduccion del catalizador de Pt/C, y ofrece una resistencia
extra a la penetracion del oxigeno en el sistema, reduciendo asi la posibilidad que este

llegue al &nodo.

3. Una capa de catalizador de Pt/C comercial: este catalizador estd formado por
nanoparticulas ancladas en microparticulas de carbono donde tiene lugar la reaccion de
reduccion del oxigeno (oxygen reduction reaction, ORR). Los microorganismos
heterdtrofos crecen sobre la superficie del catalizador de Pt/C, produciendo una

biopelicula.

4. La biopelicula: aunque no es el objetivo de las MFC, los microorganismos heterétrofos
crecen sobre la superficie del catalizador de Pt/C, produciendo una biopelicula. La
biopelicula que se genera en el lado interno del catodo compite con los microorganismos
del anodo por la fuente de carbono, generando, en teoria, un impacto negativo en el
rendimiento del MFC. Sin embargo, la biopelicula del catodo también consume el
oxigeno disuelto residual que atraviesa el catalizador, minimizando la llegada de oxigeno
al anodo y mejorando el rendimiento del sistema y la eficiencia coulémbica. Basandose
en otros trabajos [13] se supone que la biopelicula del catodo estd constituida por

bacterias heterotrofas aerobias (HAB) y bacterias heterotrofas anaerobias (HANB).

La estructura descrita se muestra en la Fig. 1, c. Todas las capas, exceptuando la de PTFE,
se supone que estan saturadas de liquido y tienen una cierta porosidad y tortuosidad. Esto permite

la difusion a través de ellas del oxigeno y otros substratos disueltos en el liquido. La Fig. 1, d
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muestra una micrografia electronica de barrido (scanning electron microscope, SEM) del catodo
donde se muestra su estructura. En dicha imagen se puede observar la porosidad y tortuosidad

que tiene las diferentes capas que constituyen el catodo.

2.3.  Suposiciones del modelo
El modelo desarrollado en este trabajo tiene el objetivo de demostrar el efecto barrera que genera
la biopelicula catédica cuando la fuente de carbono esta disponible y cuando se agota (respiracion
enddgena). Ademas, se realiza un andlisis del mecanismo de formacion de la biopelicula en el
momento de la inoculacién del AC-MFC. Para su implementacion se han considerado las
siguientes hipotesis:

o Ladistribucion de los electrones en sistemas conductivos ocurre en una escala de tiempo muy
inferior a la de la distribucion de substratos o el crecimiento microbiano. La diferencia de la
escala de tiempo permite tratar la distribucion de electrones como muy réapida y por lo tanto
gue alcanza rapidamente un estado estacionario, por lo que a cada diferencial de tiempo se
calcula un nuevo estado pseudo-estacionario o “frozen state” referido a la distribucion de
electrones [9].

e El acetato presente en el sistema es consumido principalmente por las biopeliculas formadas
en los electrodos del sistema. Debido a que en este trabajo se simula Gnicamente el catodo de
la MFC, se utiliza la CE para determinar el consumo total de acetato. Para ello se incorpora
la CE en el balance molar de acetato de la MFC tal y como se vera en la seccion 2.4.1. Se
considera que la concentracion de ARB en el anodo es constante y que la CE a lo largo del
ciclo se mantiene constante.

e Labioaumentacidn realizada en la puesta en marcha del reactor permite que los electrodos de
la MFC empiecen la operacién colonizados por las bacterias de interés, optimizando asi el
proceso de produccién de electricidad. Por esta razén, todas las simulaciones empiezan con

una biopelicula catodica inicial con un determinado grosor y distribucién de HAB y HANB.

2.4. Formulacion del modelo

2.4.1. Balance de materia
La distribucion y evolucién temporal de la concentracion de los substratos disueltos en un liquido
se puede describir mediante la ecuacion de la segunda ley de Fick con reaccién quimica, como se

muestra en la Ec. (1):

ac;

&= —Degri - VyCi + 13 1)

Donde C; es la concentracion de la especie i (mol m=3) que esta disuelta en el liquido,
Deri;i €s el coeficiente de difusion efectiva de la especie i (m? h'?) y ri es la velocidad de reaccion

de la especie i que se produce en la regién especifica (mol m= ht). La velocidad de reaccion
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qguimica Unicamente tiene presencia en dos regiones del sistema: en el catalizador y en la

biopelicula. El coeficiente de difusion efectiva se puede calcular con la Ec. (2):
— €k
Defri = D ¥/ 2

Donde ¢ es la porosidad del material k, 7 es la tortuosidad del material k y D; es la difusion

de la especie i en el liquido.

La reaccién que se lleva a cabo en el catodo es la reduccion del oxigeno mediante los
electrones que se generan en el &nodo por las ARB. Dicha reaccidn se muestra en la Ec. (3). La
generacion de OH- es el causante del aumento de pH que se observa experimentalmente en el
catodo [10].

202 +e” +-H,0 - OH~ 3)

Para poder expresar la velocidad de la ORR es necesario aplicar las leyes de Faraday de la
electrolisis (Ec. (4)). Incluyendo la definicion de corriente eléctrica y la definicién de la velocidad
de reaccion de la especie i se puede obtener la expresion de la velocidad de la ORR (Fica) mostrada
en la Ec. (5). Cabe destacar que la ORR se da en la superficie del catalizador, donde entra en
contacto la fase solida y el liquido donde se encuentra el oxigeno disuelto. Por esta razon la
velocidad de la ORR depende de la superficie del catalizador, expresion mostrada en la
Ec. (6) [11]. Se ha visto en trabajos anteriores que la intensidad de corriente depende de la
disponibilidad de acetato para las ARB [6]. Se utiliza la expresion de Monod para describir la

relacion que hay entre la intensidad generada y la concentracion de acetato (Ec. (7)).

Q
N= 2 @
I
I cat = oF (5)
' _ i
Iicat = nF (6)
.. Cac
J = Jmax g G0 (7)

Donde Ni son los moles de la especie i que se han producido o consumido en la reaccion
de electrdlisis, Q es la carga eléctrica (C), n es la equivalencia entre electrones y el substrato
consumido (mol e mol?), F es la constante de Faraday (C mol™), I es la intensidad de la corriente
eléctrica (A), 7’icat €s la velocidad de reaccion superficial del catalizador (mol m2 s?), j es la
densidad de corriente (A m?), j,.ax €s la densidad de corriente maxima que puede llegar el sistema

(A m?), Cy. es la concentracion de acetato (mol m®) y K, ; es la constante de semisaturacion

del acetato para la produccién de corriente eléctrica (mol m3).
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La experiencia demuestra que el potencial de un electrodo tiene un gran efecto en la
velocidad de reaccion gque ocurre en la superficie del catalizador. La expresion simplificada de
Butler-Volmer [12] describe la relacién entre la velocidad de reaccion y el sobrepotencial local
del cétodo, obteniendo asi la expresion de la ORR que se realiza en el catalizador, como se

muestra en la Ec. (8).

1].C F
ro,,cat = oF [J ng exp (_ %nact,c)] 8cat (8)

Donde Co; es la concentracion local de oxigeno (mol m=2), C’o, es la concentracion de
saturacion del oxigeno (mol m3), R es la constante de gases (J mol™ K1), T es la temperatura del
sistema (K), nqc:c €S el sobrepotencial de activacion local del catodo (V), 6.4¢ €s el area
superficial del catalizador (m?> m?) y a es el coeficiente de transferencia. El coeficiente de
transferencia es una medida de la simetria de la barrera energética de la reaccién de electrélisis.

Su valor se encuentra entre 0 y 1. Como no se puede medir dicho valor, se fijaa 0.5 [11].

En la biopelicula del catodo se utiliza la expresion de Monod para describir el consumo de
substratos en el crecimiento de los microorganismos (tanto las HAB como las HAnB). La Ec. (9)
es la velocidad de consumo de la substancia i por parte de las HAB y la Ec. (10) es la velocidad

de consumo de la substancia i por parte de las HANnB.

Co Cac
I = X z 9
PHAB =y, o Hm HAB AHAB Co, + Ko, Cac + KacHaB ©)
1 Ko Cac
- __ 1 X 2 10
i HAnB Yrans/s, Hm,HAnB AHANB 0, + Co, Cac + KacHanB 10)

Donde Yy 4p/s, €s el coeficiente de rendimiento biomasa/substrato (mol mol™), ty Hap €5

la velocidad especifica de crecimiento de HAB (h), Xuag €s la concentracién de HAB (mol m3),

Ko, es la constante de semisaturacion del oxigeno (mol m?) y K,.y4p €s la constante de

semisaturacion del acetato para las HAB (mol m™).

Para la resolucion del balance de materia mostrado en la Ec. (1) es necesario aplicar cuatro
condiciones de contorno. En la coordenada x (Fig. 1, ¢) se utiliza la condicion de contorno
periodica (Periodic Boundary Condition, PBC) en ambos lados. La PBC asume que los extremos
del sistema estan conectados. Este tipo de condicion se utiliza porque se asume que a lo largo del
dominio tiene las mismas caracteristicas que el espacio que se modeliza. Para la coordenada y se
aplica una condicion de contorno distinta para cada substrato que se resuelve. En la regién que
esta en contacto con el aire se aplica una condicién de Dirichlet para el oxigeno (Ec. (11)) y una
condicion de null Neumann o condicion de muro para el acetato (Ec. (12)). En el extremo derecho
de la zona biopelicula + BDL se aplica una condicion de Neumann para el oxigeno, cuyo valor es

el flujo del oxigeno calculado mediante la segunda ley de Fick (Ec. (13)); y para el acetato se

8



Modelo bioelectroquimico del cadtodo de una celda de combustible microbiana

Trabajo Final de Master. Universidad Autonoma de Barcelona

utiliza una condicién de Dirichlet, cuyo valor se actualiza mediante el balance de acetato en un
reactor en discontinuo incorporando el consumo de acetato por las ARB mediante la eficiencia
couldémbica (Ec. (14)).

COZlPTFE = Co, (1)
0§_§c PTFE 0 o
F§, = —Do, —COZ'FE - sgz'y“’ (13)
o () ”

. . . o .

Donde Fg, es el flujo de oxigeno en el tiempo n (mol m™ h), Co, ,—, €s la concentracion
de oxigeno en la region del anodo (mol m3), Co,,y=0 €S laconcentracion de oxigeno en el extremo
derecho del sistema biopelicula + BDL para el tiempo anterior (mol m™), L es la separacion entre

el anodo y el catodo (m) y R, es la velocidad de reaccion de consumo de acetato que tiene lugar
en el catodo (mol m= h1).

La concentracion de oxigeno en la region del anodo (Co, 1) S actualiza cada vez que se
llega al estado pseudo-estacionario. Para ello primero se calcula el promedio de la concentracion
del oxigeno en el extremo derecho del sistema biopelicula + BDL (Cg, prom) Y @ CONtinuacion se
resuelve la Ec. (1) sin reaccion quimica y en una dimension (solo coordenada y), aplicando una
condicion de Dirichlet con el valor de Cg, ,rom €n el extremo izquierdo del bulk liquid y una

condicion de null Neumann en el extremo derecho.

Todas las ecuaciones de las condiciones de contorno comentadas en este apartado se

encuentran en el documento Informacion Suplementaria n°1 junto su explicacion detallada.

2.4.2. Modelo del balance de electrones
En las MFC, la produccién de voltaje depende de la termodinamica y las condiciones del anodo
y del cétodo, teniendo en cuento las reacciones de oxidacion/reduccion que se llevan a cabo.
También se debe tener en cuenta las pérdidas de voltaje que hay en el sistema, que se suelen
dividir en sobrepotencial de activacion (na:), Sobrepotencial de concentracion (neonc) Y
sobrepotencial 6hmico (nenm). El calculo del voltaje real de la MFC se muestra en la Ec. (15),

donde incluye la ley de Ohm y los sobrepotenciales descritos anteriormente.

Vmrc = VWire — (ENcat + Znan + IRq) (15)

Donde Vwurc es el voltaje real de la MFC (V), VPurc es la fuerza electromotriz estandar (V),

Incar €S el sobrepotencial de activacion y concentracion del catodo (V), 214, es el sobrepotencial
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de activacion del &nodo (V) y IR es el sobrepotencial 6hmico de la celda (V). El sobrepotencial

6hmico incluye la resistencia del anodo, del catodo y del bulk liquid.

Debido a que este trabajo Unicamente se simula el catodo de la MFC, es necesario
simplificar el calculo del voltaje real. Se ha visto en trabajos anteriores que la produccion de Vivec
permanece constante siempre y cuando en el sistema hay suficiente fuente de carbono para las
ARB. Por esta razon se decide establecer un valor constante al Vmec Y Vea (Voltaje del catodo) de
0.55V y 0.28V respectivamente [6].

Se asume que la tela de carbono y el catalizador Pt/C son las regiones conductivas
electronicamente en el catodo. Combinando el balance de electrones (Ec. (16)) y la definicién del
flujo de electrones a través de un sélido conductor de la ley de Ohm (Ec. (17)) se obtiene la

distribucion del sobrepotencial local en el catodo [9], mostrada en la Ec. (18).

0= —Vyj+Fnro,cat (16)
j = _Geffvxynact,i (17)
0= Oefr- V)z(yrlact,i +Fn I'o,,cat (18)

Donde 14, €s el sobrepotencial de activacion local (V) y o.¢f s la conductividad efectiva
del catalizador Pt/C (S m?). Para la resolucion del balance en estado estacionario se establece la
condicion de contorno periddica para la coordenada x (en ambos lados) y las condiciones de

contorno mostradas en las Ec. (19) y Ec. (20) para la coordenada y.

nact|y=0 = Veat (19)
OMact

—= =0 20
dy y=L¢ ( )

La Ec. (19) es la condicion en la frontera entre la region muy conductiva y poco conductiva
(interfase PTFE/tela de carbono). La Ec. (20) es la condicion de contorno entre el catalizador y la
biopelicula del catodo. Igual que con el coeficiente de difusion efectiva, la conductividad efectiva

depende de la porosidad y tortuosidad del material de la regién, como se muestra en la Ec. (21):

8.
Oeff = Ocat l/1'[i (21)

Donde ¢; es la porosidad del material i, 7r; es la tortuosidad del material i y o4 €S la

conductividad del catodo.
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2.4.3. Modelo de la biopelicula. Individual-based Model

El Individual-based Model (IbM) se caracteriza por simular la bacteria de un fléculo o biopelicula
como una entidad discreta con caracteristicas Unicas. Cada bacteria simulada es identificada en
una localizacion concreta y su comportamiento se ve modificado por las condiciones de su
entorno. Por lo tanto, su crecimiento y desarrollo se ve afectado tanto por la actividad de las
bacterias de su alrededor como la difusion de las sustancias. La difusion de dichas sustancias que
se encuentran en el sistema se modeliza junto las bacterias que crecen en el flculo o biopelicula.
La distribucion de los substratos y productos dentro del sistema se resuelve en funcién de las
condiciones de contorno impuestas en los limites del sistema y las reacciones que se llevan a cabo
(abidticas o bioldgicas). Este tipo de modelos son usados para describir el crecimiento bacteriano
asumiendo que la division celular ocurre a cierta edad bacteriana, estado del ciclo o tamafio. La
divisién o muerte celular se produce independientemente para cada de las bacterias simuladas y
solo en funcidn de las condiciones locales donde se encuentra, captando la heterogeneidad de la
biopelicula [14].

El crecimiento especifico bacteriano se calcula mediante la expresion de Monod teniendo
en cuenta el término de mantenimiento celular (bm;), tal y como se muestra en la Ec. (22) y
Ec. (23). Para obtener la variacion de la masa de bacteria (HAB o HANB) se utiliza la expresién
gue se muestra en la Ec. (24), la cual se integra en el tiempo utilizando el método de Euler junto

a las otras ecuaciones del modelo.

COz Cac

= —b 22

HHAB Hm,HAB Coy *+ Ko, Cac + Kacrias m,HAB (22)
KOZ Cac

= —b 23
HHAnB = Hm,HAnB Ko, + Co, Cac + Kacpiang  THARB (23)
dX; n, yn
= WX (24)

Donde pf* es la velocidad de crecimiento especifico de la bacteria en el tiempo n (h?) y X*
es la masa de la bacteria en el tiempo n (mol). Se asume que cuando una célula llega a un tamafio
0 masa maxima (considerando la densidad constante en todo momento) esta se dividira,
generando una bacteria hija. En este caso, la bacteria hija tendrd una masa inicial que se
corresponde a un porcentaje aleatorio (agr) de la masa de la bacteria madre. La masa de la
bacteria madre es el resto de la masa despueés de la division (Fig. 2, a). El cdlculo de las masas de

la bacteria madre (M) € hija (Mm+1) Se muestran en las Ec. (25) y Ec. (26) respectivamente.

Mp = (1 —agp) - Mp, (25)

Mpny1 = agr - My, (26)
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Al mismo tiempo, cuando las condiciones ambientales no permiten el mantenimiento de la
biomasa, esta decae. En estas condiciones el decaimiento se simula con una reduccién del tamafio
de las bacterias. En este caso, la velocidad de pérdida de masa de la bacteria (bj') se calcula
mediante la expresion mostrada en la Ec (27). Para calcular la masa de la bacteria en el tiempo n,
se utiliza la Ec. (24) sustituyendo ' por b}'. Cuando las células Ilegan a un tamafio 0 peso minimo

fijado, lo cual se considera despreciable, estas se eliminan del sistema (Fig. 2, b).
bi' = b — Wy (27)

Donde by, ; es la constante de mantenimiento de la bacteria HAB 0 HANnB (h™) y uf es la

velocidad de crecimiento especifico de la bacteria HAB o HANB en el tiempo n (h2).

Una vez se conoce la masa de la bacteria, es posible estimar que espacio sera ocupado por
ésta. Su volumen se calcula asumiendo que tiene una forma perfectamente esférica y una densidad
especifica fijada. Cuando la bacteria se divide, se le asigna una posicion aleatoria para la bacteria
hija alrededor de la bacteria madre. Cuando una bacteria desaparece, se forma un agujero en la
biopelicula. Por lo tanto, la dindmica del crecimiento celular implica cierto empuje de los

individuos que forman la biopelicula.
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Bacteria Ny V Neda iy L] !
.
L
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-----
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ettt ee e
L4444 04
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Distribucion pastel Distribucion aleatona Distribucion forzada

Fig. 2. a) Representacion de la division y crecimiento bacteriano; b) Representacion de la muerte bacteriana;
c) Posicion hipotética de las bacterias en el sistema. Solo la bacteria A pertenece al nodo i,j ya que su centro

se encuentra dentro del nodo; d) Representacion de las distintas distribuciones bacterianas en la biopelicula
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El modelo solo permite un porcentaje de superposicion entre bacterias, lo cual es fijada por
el usuario. Cunado una bacteria se divide entra en juego el “algoritmo de empuje”, que comprueba
la superposicion de las bacterias de la biopelicula. Si hay dos bacterias que se superponen mas
del limite establecido, se producira el movimiento de las dos bacterias. Para estimar el empuje
entre las bacterias cuando se produce una divisidn celular primero se comprueba la superposicion
(overlap, m) entre la bacteria nueva y la bacteria ya existente o entre bacterias viejas que se

mueven debido el empuje de otras. El overlap se calcula mediante la Ec. (28).

overlap = (ry + rms+1) — €] (28)

|6| = \/(Xm - Xm+1)2 + (Ym - Ym+1)2 (29)

Donde || es la norma del vector que enlaza los centros de la bacteria m+1 y la bacteria m
(m), rp, Y 'm+1 SON los radios de las bacterias (M) Y X [Vm Y Xm+1|Ym+1 SON 1as posiciones en

la coordenada x e y de las bacterias (m).

Si el valor de overlap es mayor que el valor fijado por el usuario se produce un empuje
entre la bacteria nueva y la bacteria vieja en funcion de sus masas y de la distancia. Este empuje
es calculado mediante las Ec. (30) — Ec. (36).

- <rrn+r+l+>-lcl (30)
am = ﬁ (31)
Amir = ﬁ (32)
Xnewm = Xolam = (Xm+1 = Xm) - Qm - P (33)
Ynewm = Yotdm = (Ym+1 = Ym) - Gm P (34)
Xnewm+1 = Xotdm+1 T (Xm41 — Xm) * A1 * P (35)
Ynewm+1 = Youdm+1 + Vm+1 = Ym) - Qa1 - P (36)

Donde p es el tanto por uno de overlap que existe entre las bacterias m+1y m, a,, es el

tanto por uno de la masa de la bacteriamy a,, ., es el tanto por uno de la masa de la bacteria m+1.

Para mas informacion sobre el algoritmo de empuje entre las bacterias, consultar la

Informacién Suplementaria n°1.
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Cada bacteria de la biopelicula es un individuo que actuara en funcion de las condiciones
locales donde reside, es importante fijar cbmo se adjudicard las condiciones a cada bacteria. Para
ello se tiene en cuenta en qué posicion se encuentra el centro de la bacteria. Las bacterias tendran

las condiciones locales del nodo donde se encuentre su centro (Fig. 2, c).

La presencia de biopelicula inicial en el catodo afecta al rendimiento de la celda AC-MFC,
como se ha demostrado en trabajos anteriores [6]. Gracias al IbM se puede establecer una
biopelicula inicial (t = 0) con una extension y una distribucién de HAB y HAnB determinada,
permitiendo asi entender el mecanismo que sigue la formacion de dicha biopelicula y analizar el
posible efecto que tiene los distintos casos propuestos sobre el rendimiento. En este trabajo se
aplica tres distribuciones: distribucion “pastel”, distribucion aleatoria y distribucion forzada

(Fig. 2, d).

2.4.4. Método de célculo, algoritmo y parametros utilizados
Para la resolucion eficiente de los balances de materia del sistema es necesario aplicar una
discretizacion temporal y espacial. Se utiliza el método implicito de Crank-Nicholson para la
discretizacion en el tiempo del término de difusion, aportando una gran estabilidad en la
resolucidn. Para el término de reaccion se utiliza el método de Euler explicito. Esta aproximacién
es posible gracias a que la variacién en un diferencial de tiempo (dt) de dicho término es
suficientemente pequefio para suponer que el valor en el tiempo n+1y el valor en el tiempo n es
el mismo. Aplicando la discretizacién temporal a la Ec. (1) se puede reescribir obteniendo la

expresion mostrada en la Ec. (37).

n+1 n
clyrt—chy

1
— = Deg - 5 [VZ,CPF + V2, CR] + R(CH (37)

Donde C{‘Jﬂ es la concentracion de un substrato en el nodo i,j y tiempo n+1 (mol m?3),
At es el intervalo de tiempo usado en la discretizacion (h) y R(C;;) es el término de reaccion del
substrato en el tiempo n (mol m= h?).

Para la discretizacion espacial (para ambas coordenadas) se usa el método de diferencias

finitas centrales, aplicando al modelo las aproximaciones mostradas en las Ec. (38) y Ec. (39).

2ch n .ch n
6 Ci,j ~ Ci—l,j -2 Cl,] + C1+1'] (38)
0x2 Ax2

2ch n .ch n

dy? Ay?

Donde Ax es la longitud del nodo de la coordenada x (m) y Ay es la longitud del nodo de

la coordenada y (m).
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En Informacion Suplementaria n°l1 se detalla la construccion de las matrices Laplacianas

(en una y dos dimensiones) para la incorporacion de la discretizacion espacial en la Ec. (1).

Los procesos que se producen en la celda MFC ocurren a escalas de tiempo muy distintas.

En general, los procesos de difusion y reaccion ocurren a una escala de tiempo de 10° — 10-horas.

En cambio, el crecimiento bacteriano ocurre en una escala de tiempo de minutos/horas. Para

solucionar el sistema incorporando ambos procesos es necesario resolver separadamente la

difusion-reaccion del crecimiento bacteriano y redistribucion de la biopelicula, es decir, se utiliza

intervalos de tiempo de discretizacion diferentes para cada proceso [15].

Para la resolucion primero se integra la ecuacion de difusion-reaccion de los substratos

hasta que se obtiene un estado pseudo-estacionario, en el cual la variacion de las concentraciones

de los substratos en el paso de integracién es menor que la tolerancia definida por el usuario. Una

vez se alcanza el estado pseudo-estacionario se actualizan las condiciones de contorno del

extremo derecho de la zona biopelicula + BDL, mediante las Ec. (13) y Ec. (14), y se resuelve el

crecimiento bacteriano y el decay con el IbM. Finalmente se comprueba si se ha realizado alguna

division celular. Si se ha producido, el algoritmo de empuje se ejecuta. En la Fig. 3 se muestra el

esquema general del algoritmo utilizado.

A 4

| Balance de electrones - Reaccion electroquimica |

}

| Balance de materia — Reacciones de consumo

SUTEEIEEEsEEsEEEEEEmEEE

dT = 10-h l

"sssssssssssssssmsnnnmna’

UQID0RAI-UQTSNJIP SOSA0IL

Comprobacion del estado pseudo-estacionario de la
concentracion de los substratos

SUussssssEsEEssEEsEEnEn

sssssssssssmmsmsmmmnst

| Division bacteriano y/o decav |
+

dT = 0.2h ]

LLLTETS

| Balance molar en el reactor: actualizacion de la BC del acetato |

+

| Actualizacion de la concentracion de O, al anodo

+

| Actualizacion de la densidad de corriente generada |

+

| Segunda ley de Fick: actualizacion de la BC del oxigeno |

Fig. 3. Diagrama de flujo del algoritmo para la difusidn, reaccion y crecimiento bacteriano del sistema

modelado AC-MFC. BC: Boundary Condition — Condici6n de contorno.
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Cabe destacar que el sistema a resolver estd compuesto por multiples capas con propiedades
difusionales distintas debido a la porosidad y tortuosidad de cada material. Por esta razon es
necesario aplicar “matching condition” entre las capas del sistema [16]. En este caso se asume la
continuidad de la concentracion y del flujo de materia y de electrones en la interfaz de las capas

(y =vi). Las Ec. (40) y Ec. (41) muestran las expresiones matematicas de la “matching condition”

empleada.
Ci(Yi't) = Ci+1(Yi't) (40)
aC; aC;
Deff,i0_y|Yi = Dettiv1 =5, (41)

Donde Dg; Y Degri+1 SON las difusividades efectivas de las capas i e i+1 respectivamente.

En Informacién Suplementaria n°1 se muestra cOmo se implementa la “matching condition” en la

matriz Laplaciana.

La biopelicula catddica de la AC-MFC se resuelve usando los pardmetros cinéticos del
modelo ADML1 para las bacterias anaerobias [17] y ASM3 para las bacterias aerobias [18]. Los
parametros estequiométricos y termodinamicos del metabolismo bacteriano se obtienen siguiendo
el método de célculo generalizado de Kleerebezem y Van Loosdrecht [19] (ver Informacion
Suplementaria n°1). Los parametros estequiométricos y cinéticos empleados en el modelo se

muestran en la Tabla 1 y Tabla 2 respectivamente.

Tabla 1. Matriz estequiométrica del metabolismo de las bacterias

Componente i — Oxigeno Acetato Bacterias aerobicas Bacterias anaerdbicas

j Proceso | So2 Sac XHAB XHAnB

Bacterias aerobicas (HAB)

Catabolismo -2 -1 — -
Anabolismo - -0.525 1 -
Decay -1.6 -1

Bacterias anaerobicas (HANB)

Catabolismo -1
Anabolismo - -0.525 - 1
Decay - — — -1
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Tabla 2. Valor de los parametros del modelo utilizados

Nombre Descripcion Valor Unidades
Caco Concentracién inicial de acetato en el liquido 12.20 mol m=3
Cozo Concentracion inicial de oxigeno en el liquido 0.00 mol m3
Coz,8 Concentracion de oxigeno en la condicién de contorno 0.25 mol m3
Co2 Concentracion de saturacion de oxigeno® 0.25 mol m3
Dac Coeficiente de difusion del acetato en el liquido®© 2.95x 106 m? ht

Doz Coeficiente de difusion del oxigeno en el liquido® 7.56 x 10 m? ht

Lec Longitud de la tela de carbono® 0.55 mm

Lei Longitud del catalizador Pt/C® 0.066 mm

Lbf max Longitud méxima de la biopelicula 0.20 mm

Eac Porosidad de la tela de carbono® 0.75 -

&l Porosidad del catalizador Pt/C(© 0.30 -

€bio Porosidad de la biopelicula 0.95 -

Tiee Tortuosidad de la tela de carbono(® 1.15 -

Toel Tortuosidad del catalizador Pt/C©® 1.30 -

Geat Conductividad del catodo 1.00 x 103 Sm?

T Temperatura del sistema 298.15 K

R Constante de los gases ideales 8.314 Jmolt K
F Constante de Faraday 96485 C mol?
CE Eficiencia coulémbica® 25.00 %

Scat Area especifica del catalizador® 38743 m? m3
je.max Densidad de corriente maxima del sistema(® 0.184 A m?
Kacj Constante de semisaturacion del acetato para las ARB® 0.85 mol m3

n Electrones equivalentes del acetato 4 mol e (mol Ac)*?
MmHAB Velocidad especifica de crecimiento de las HAB 8.30 x 102 h-t

HmHANB Velocidad especifica de crecimiento de las HAnB 1.67 x 1072 h-t

bmHas Velocidad de mantenimiento o decay de las HAB 8.33x 10°® ht

bmHAnB Velocidad de mantenimiento o decay de las HAnB 8.33 x 10 ht

YHAB Rendimiento de crecimiento de las HAB 1.148 mol Ac (mol HAB)!
YHang Rendimiento de crecimiento de las HAnB 0.092 mol Ac (mol HAnB)!
Koz,HaB Constante de semisaturacion del oxigeno de las HAB 6.25 x 10° mol m3
Kac,HAB Constante de semisaturacion del acetato de las HAB 6.25 x 10°° mol m=
Koz,HanB Constante de inhibicion del oxigeno de las HAnB® 6.25 x 10 mol m3
KacHAnB Constante de semisaturacion del acetato de las HAnB 2.34x 10 mol m3
(overlap)rer  Overlap entre bacterias maximo 5.00 x 108 m

tol Tolerancia del estado pseudo-estacionario 10 %

(a) proviene de datos experimentales
(b) proviene de Ref. [27]

(c) proviene de Ref. [28]

(d) proviene de datos comerciales
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3. Resultados y discusion

En este trabajo, en primer lugar, se realiza una validacion del modelo comparando los resultados
del modelo obtenidos con los resultados experimentales de Montpart et al. [6]. A continuacién,
se consideran 12 casos con diferentes configuraciones para la biopelicula inicial (Tabla 3). Para
todos los casos se analiza la estructura de estas biopeliculas y como sus caracteristicas afectan al

efecto barrera sobre la difusion de oxigeno al 4nodo.

Tabla 3. Resumen de las simulaciones de las cuales se obtienen los resultados

Simulaciéon  Distribucién inicial!  %HAB Grosor inicial Resp. endbégena  Tiempo simulacion
A Sin bacterias - - - 24hy300h
B1 Distribucion pastel 50 6 um Si 300 h
B2 Distribucion pastel 50 20 pm No 300 h
B3 Distribucion pastel 50 4 um Si 300 h
B4 Distribucion pastel 50 20 pm Si 300 h
C1 Distribucion aleatoria 50 6 pm Si 300 h
C2 Distribucién aleatoria 75 6 um Si 300 h
C3 Distribucion aleatoria 25 6 pm Si 300 h
C4 Distribucion aleatoria 50 20 pm Si 300 h
C5 Distribucién aleatoria 75 20 pm Si 300 h
C6 Distribucién aleatoria 25 20 pm Si 300 h
D1 Distribucién forzada 75 6 pm Si 300 h

! Las distintas distribuciones iniciales de bacterias en la biopelicula se representan en la Fig. 2, d.

3.1. Validacion del modelo

Para la validacion del modelo, se comparan los resultados obtenidos en la simulacion A (Tabla 3)
con los resultados presentados por Montpart et al. [6]. En este caso se compara el perfil de oxigeno
en el bulk liquid después de que el catodo sin biopelicula esté en contacto con el aire durante
24 horas. Se decide excluir la biopelicula para aumentar la fiabilidad de la validacién del modelo,
ya que no se dispone de suficientes datos experimentales de la biopelicula. Los resultados de la
simulacion se ajustan con el perfil obtenido experimentalmente, tal y como se puede ver en la

Fig. 4, a.

El modelo permite representar el perfil de oxigeno disuelto a traves de las distintas capas
que componen el catodo (Fig. 4, b). La pendiente del oxigeno disuelto a lo largo del catodo varia
en funcion de la region. Esto se debe a las distintas porosidades y tortuosidades de los materiales
del catodo. Cuanto menor sea el coeficiente porosidad/tortuosidad (tela de carbono: ~0.65,
catalizador Pt/C: ~0.23) mayor resistencia opone el material a la difusion del oxigeno y mayor
sera la pendiente de la concentracion de oxigeno. Ademas, en el catalizador Pt/C se produce el

consumo de oxigeno mediante la ORR, incrementando asi la pendiente del perfil de concentracion

18]



Modelo bioelectroquimico del cadtodo de una celda de combustible microbiana

Trabajo Final de Master. Universidad Autonoma de Barcelona

en dicha region. En el trabajo de Ou et al. [20] se modeliza un catodo similar y se obtiene un perfil

de oxigeno con la misma tendencia.
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Fig. 4. a) Oxigeno disuelto en diferentes puntos del bulk liquid de la AC-MFC después de un ciclo en
discontinuo de 24 h. Comparacidn entre los resultados del modelo y los resultados experimentales de
Montpart et al. [6]. b) Perfil del oxigeno disuelto en las distintas capas que componen el catodo de la

AC MFC después de un ciclo en discontinuo de 24 h. Tendencia similar a la presentada por Ou et al. [20]

3.2.

La condicion anaerobia en el anodo de la MFC es crucial para la generacion de electricidad

Efecto barrera al oxigeno de la biopelicula catodica

mediante las ARB. Actualmente se conoce varias especies de bacterias capaces de transferir
electrones de forma exdgena a un sélido, incluyendo bacterias fermentativas, bacterias anaerobias
obligadas y bacterias facultativas: Clostridium butyricum, Rhodoferax ferrireducens, Geobacter
Pseudomonas Geopsychronacter electrodiphilus,

sulfurrenducens, aeruginosa,
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Rhodopseudomonas palustris DX-1y Shewanella oneidensis [21]. La llegada de oxigeno al &nodo
afecta negativamente a la comunidad microbiana (inhibe la actividad de bacterias anaerobias) y
por lo tanto reduce el rendimiento de la MFC. La presencia de HAB en la biopelicula catddica
genera un efecto barrera al oxigeno, minimizando su llegada al anodo. Oh et al. [21], con un
sistema AC-MFC similar al de este trabajo, estudié el efecto de la llegada de oxigeno al &nodo.
Se observo que a concentraciones de oxigeno menores de 0.3 mg L en el 4nodo no se produce
ninguna disminucion en la generacion de electricidad. También observaron que a partir de

1 mg L de oxigeno en el 4&nodo la generacion de electricidad en la MFC es nula.

La Fig. 5 refleja el efecto barrera que genera la biopelicula catodica a la difusion de
oxigeno. Dicho efecto se puede ver si se compara la evolucion del oxigeno en el anodo de la
Sim. A con cualquier otra simulacion realizada (Sim. B o Sim. C). Cuando no hay presencia de
biopelicula (Sim. A), la concentracion de oxigeno en el &nodo aumenta hasta llegar a la saturacion
del liquido (~8 mg L™). En cambio, cuando hay biopelicula en el catodo, la concentracién de

oxigeno aumenta ligeramente, sin superar a la concentracion de 0.2 mg L en ningun caso.

El grosor de la biopelicula inicial tiene un impacto sobre la penetracion del oxigeno
(Fig. 5, a). En las simulaciones que empiezan con 20 um de biopelicula (Sim. B2 y Sim. B4), la
concentracion de oxigeno en el anodo no supera a los 0.04 mg L. En las simulaciones que
empiezan con 6 um (Sim. B1) y 4 um (Sim. B3) de biopelicula la concentracion de oxigeno en el
anodo llega a valores maximos de 0.08 mg L* y 0.13 mg L™ respectivamente. La intrusion de
oxigeno en el &nodo serd menor cuando mayor sea el grosor de la biopelicula inicial. Ademas, el
porcentaje inicial de HAB en la biopelicula tiene un impacto sobre la intrusion del oxigeno
(Fig. 5, b). Observando la evolucién del oxigeno en las simulaciones C1, C2 y C3 (50%, 75% y
25% de HAB respectivamente) se puede ver que como mayor sea la proporcion de HAB menor
serd la penetracion de oxigeno en el sistema. Comparando el perfil de oxigeno de las simulaciones
B1 (50% HAB) y D1 (75% HAB) de la Fig. 5, a se corrobora la tendencia expuesta anteriormente.
Si se compara la evolucion del oxigeno en las simulaciones C4 y C5 (50% y 75% de HAB
respectivamente y con una biopelicula inicial de 20 um) se ve poca diferencia en los perfiles de
oxigeno, dando a entender que si la biopelicula del catodo tiene cierto grosor, la cantidad inicial
de HAB no influye significativamente en el efecto barrera, siempre y cuando haya una cantidad
minima del 50% de HAB. Ambas situaciones expuestas en este apartado se deben al aumento de
la cantidad de HAB y al incremento de la resistencia a la transferencia de materia que opone la

biopelicula.
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Fig. 5. a) Evolucion del oxigeno disuelto en el anodo durante las primeras 80 h de operacion sin biopelicula
catddica (Sim. A) y con una biopelicula inicial con distribucion pastel (Sim. B1 — Sim. B4). b) Evolucion del
oxigeno disuelto en el &nodo durante las primera 80 h de operacion sin biopelicula catddica (Sim. A) y con
una biopelicula inicial con distribucién aleatoria (Sim. C1 — Sim. C6). Sim. C1 y Sim. C4: 50%¢pag; Sim. C2

y Sim. C5: 75%kas; Sim. C3 'y Sim. C6: 25%as. La concentracion de oxigeno en las 80 h es de 1.81 mg L.

Para estudiar el impacto de la distribucion de las bacterias sobre el efecto barrera, se
compara la concentracion maxima de oxigeno en el anodo entre las simulaciones que tengan el
mismo grosor y porcentaje de HAB (Tabla 4). Comparando la distribucién pastel (Sim. B1, 6 um;
Sim. B4, 20 um) y la distribucion aleatoria (Sim. C1, 6 um; Sim. C4, 20 um) no se han visto
diferencias significativas en ambos grosores iniciales. En cambio, entre la distribucion forzada
(Sim. D1, 6 um) y la distribucion aleatoria (Sim. C2, 6 um) se ha visto una mayor diferencia en
la concentracion de oxigeno (0.066 mg Ly 0.095 mg L respectivamente). La distribucion

forzada genera un mayor efecto barrera que las otras distribuciones propuestas. Esto se explica a
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que al forzar el crecimiento de las HAB cerca del catalizador estas tienen méas disponibilidad de

oxigeno y, por lo tanto, aumentan su actividad, incrementando asi el efecto barrera al oxigeno.

Tabla 4. Resultados de las simulaciones realizadas en este trabajo

Simulacion HAB HAnB HAB/HANB  Tiempo [Ac]c [O2]max,s0n (Mg/L) [O2]a final (mg/L)

A 0 0 - - - 7.20
Bl 981 1206 0.8134 200 h 0.082 0.84
B2 934 1623 0.5755 125 h 0.019 3.27
B3 1041 1151 0.9044 210h 0.133 0.48
B4 913 1652 0.5527 126 h 0.019 1.55
C1 962 1175 0.8187 200 h 0.080 0.81
C2 1020 961 1.0614 210h 0.095 0.92
C3 967 1280 0.7555 202 h 0.115 1.02
C4 872 1651 0.5238 130 h 0.023 1.79
C5 1191 1374 0.8668 145 h 0.020 1.31
C6 851 2144 0.3969 129 h 0.038 1.97
D1 1079 1148 0.9399 215h 0.066 0.55

3.3. Efecto de la respiracion enddgena de las HAB
La respiracion enddgena es un mecanismo comun de las bacterias heterotroficas que les permite
obtener la energia suficiente para el mantenimiento celular, aunque la fuente de carbono externa
no se encuentre disponible. En su lugar, la bacteria metaboliza sus propias proteinas y moléculas
estructurales para obtener los recursos necesarios. Cuando la bacteria realiza la respiracion
enddgena, se asume que no hay crecimiento celular [22]. Cuando la fuente de carbono externa se
agota o llega a niveles criticos, la generacion de electricidad se reduce bruscamente (Fig. S1.1y
Fig. S1.2 de Informacion Suplementaria n°2). Esto fue observado experimentalmente en trabajos
donde analizaron la evolucion del voltaje durante la operacion en discontinuo [6]. En esta
situacion la intrusién de oxigeno al &nodo es méas probable, debido a la disminucién de la actividad

bacteriana.

Como se muestra en la Fig. 6, a, cuando se incorpora la respiracion endégena en el modelo,
se obtiene una concentracion de oxigeno al final del ciclo dos veces menor. Ademas, se observa
que la intrusién del oxigeno al anodo se retrasa 30 horas aproximadamente (Fig. 6, a). A su vez,

permitiria a las ARB generar corriente a baja intensidad gracias a su actividad endogena [6].

Para realizar un analisis fiable sobre el efecto de la respiracion endogena en los distintos
casos con una biopelicula inicial de 20um, es importante comprobar antes que en las distintas
simulaciones el acetato se agota en tiempos similares. Como se puede ver en la Tabla 4 el tiempo
donde la concentracion del acetato llega a niveles criticos en las simulaciones analizadas es
diferente (entre 125h y 140h), lo cual se debera tener en cuenta a la hora de analizar los resultados.

Dicha tabla también muestra el nimero de bacterias de cada poblacion de la biopelicula final.
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Fig. 6. a) Evolucion del oxigeno disuelto en el anodo durante 300 h de operacion en discontinuo excluyendo
(Sim. B2) e incluyendo (Sim. B4) la respiracion endogena de las HAB b) Comparativa de la evolucion del
oxigeno en el &nodo durante 300 h de operacion en discontinuo entre la distribucidn pastel y distribucion
aleatoria de la biopelicula inicial. La flecha continua indica cuando el acetato llega a niveles criticos en las

Sim. C4 y C6. La flecha discontinua indica cuando el acetato llega a niveles criticos en la Sim. C5.
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Comparando el perfil de oxigeno de las simulaciones B4, C4 y C6 (Fig. 6, b), las cuales
llegan a niveles criticos de acetato en tiempos muy parecidos (126 h, 130 h 'y 129 h), se observa
gue cuanto mayor sea la cantidad de HAB en la biopelicula menor sera la intrusién de oxigeno en
el &nodo una vez se agota el acetato del medio. Una biopelicula con un mayor nimero de HAB
se traduce en un aumento de la actividad enddgena consumidora del oxigeno que atraviesa la
biopelicula. La Sim. C5 es el caso que presenta menor intrusién de oxigeno en el anodo. Esto se
debe a dos razones: es el caso con mayor cantidad de HAB en la biopelicula final y llega a niveles
criticos de acetato mas tarde (145 h) si se compara con los otros casos comentados (Sim. B4,
Sim. C4 y Sim. C6).

3.4. Analisis de la biopelicula del catodo
La Fig. 7 muestra la existencia de una relacién inversamente proporcional entre el grosor de la
biopelicula final y el tiempo al que se llega a la concentracién de acetato critica. Esto se debe al

aumento del namero de bacterias que consumen el acetato.

55 250

50 ] L 225
E 4] B L 200
s 01 5 _ ] L 175 <
g 35 ] ] ] [ 1s0 &
5 - I <
g 307 M M N—TT—1 L 125 9
L 3
©
) 20 A - 100 2o
- -
§ 15 - 75
o
5 10 - L 50

5 - 25

0 : : : : : : : : : : : 0

B1 B2 B3 B4 C1 Cc2 C3 c4 C5 Cé D1

Fig. 7. Efecto de la biopelicula sobre el consumo de acetato del medio. [Ac]. es la concentracion de acetato
critica, donde la actividad bacteriana empieza a disminuir por la falta de acetato en algunos puntos de la

biopelicula. Las barras representan el grosor de la biopelicula. La linea continua representa el tiempo [Ac]..

Las simulaciones que empezaron con una biopelicula de 6 pum consiguieron un grosor
promedio de 37.2 + 1.8 um en 210 h. Aquellas que empezaron con una biopelicula de 20 um
consiguieron un grosor promedio de 47.1 + 3.2 um en 150 h. Las biopeliculas del catodo pueden
Ilegar, después de un afio de funcionamiento, a grosores de hasta 1 —3 mm [23, 24]. Li et al. [25]
consiguieron un grosor de 184 um después de 30 dias de operacion. El grosor de la biopelicula
depende principalmente del tiempo de operacidn, cantidad y tipo de substrato, modo de operacion
(discontinuo o fed-batch), bioaumentacion efectuada (en el caso que se realice) y las condiciones
del medio. Sin embargo, no se han incluido todos ellos en el modelo. Esto explica las diferencias

entre los grosores obtenidos con el modelo y los observados experimentalmente.
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Ambas poblaciones de bacterias presentes en la biopelicula (HAB y HAnB) compiten por
una Unica fuente de carbono, el acetato. Las condiciones de la biopelicula determinaran que
poblacién se ve méas favorecida. Dicha competencia entre poblaciones se ve reflejada en las
Fig. S2.1y Fig. S2.2 adjuntas en la Informacion Suplementaria n°2. En el inicio, el crecimiento
de las HAB se ve méas favorecido debido a la presencia de oxigeno en la biopelicula. La
concentracién de oxigeno de la biopelicula disminuye a medida que el nimero de HAB aumenta,
hasta llegar a un punto donde el crecimiento de las HAnB se ve favorecido. Finalmente, al llegar
a niveles de acetato criticos y antes de que este se agote, el crecimiento de las HAB vuelve a verse
maés favorecido que el de las HAnB, debido a la intrusidon de oxigeno en la biopelicula. Cabe
destacar que en las simulaciones donde se empieza con una biopelicula de 20 um no se observa
un inicio donde las HAB se vean mas favorecidas. En este caso las condiciones de oxigeno
limitante hacen que se favorezca el crecimiento de las HANnB en el inicio de la simulacion

(condiciones anaerobicas).

El enfoque individual del IbM permite obtener informacion detallada sobre la posicion de
cada una de las bacterias en la biopelicula (HAB y HANB) y asi analizar la estratificacion obtenida
en los distintos casos presentados en este trabajo. Como informacion adicional se han afiadido los
videos del crecimiento de la biopelicula para todos los casos. La Fig. 8 muestra la biopelicula del
catodo final de aquellas simulaciones donde se puede apreciar cierta estratificacion de las HAB y
HAnNB (simulaciones B1, B3, C1, C2, C5 y D1). La biopelicula final de aquellas donde no se
aprecia estratificacion (simulaciones B4, C3, C4 y C6) se encuentran en la Fig. S4 de la
Informacién Suplementaria n°2. Ademas, en Informacion Suplementaria n°2, se adjunta el analisis
de la estratificacion de la biopelicula de los distintos casos propuestos (Fig. S3.1y Fig. S3.2). En
todas las simulaciones presentes en la Fig. 8, el porcentaje de HAB (%nag) a lo largo de la
biopelicula sigue una tendencia decreciente. En cambio, el porcentaje de HANB (%nans) Sigue
una tendencia creciente. Ambas tendencias confirman la estratificacion de la biopelicula. En los
casos presentes en la Fig. S4, ambos porcentajes (%was Y %Hans) Se encuentran cerca del 50% a

lo largo de toda la biopelicula, corroborando la falta de estratificacion.

Se ha visto en todos los casos que la distribucion final de la biopelicula sigue la estructura
inicial de la biopelicula (Informacién Suplementaria n°2, Fig. S5). En la simulacién B3 (Fig. 8, b)
se aprecian cuatro regiones alternadas de bacterias aerébicas y anaerébicas, siguiendo la
distribucion pastel del inicio. Los casos que empiezan con una distribucion aleatoria también se
mantiene la estructura inicial en la biopelicula final. Por esta razon se encuentran regiones con un
elevado numero de bacterias anaerdbicas cerca del catalizador (situado en el origen de la

coordenada y de la Fig. 8 a-f).
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En general, las simulaciones que empiezan con un grosor de 4 um y 6 um presentan una
mayor estratificacion que las que empiezan con un grosor de 20 um. Las simulaciones con un
grosor inicial menor presentan una mayor penetracion de oxigeno en el sistema, favoreciendo asi
el crecimiento de las HAB. Consecuentemente se produce el empuje de las HAnB por parte de

las HAB que crecen, generando asi una region mayoritaria de HAB cerca del catalizador.

Fig. 8. Biopelicula del catodo al final de la simulacion. El catalizador Pt/C se encuentra en el origen de la

coordenada y. Las esferas rojas (@) son las HAB y las esferas azules (®) son las HAnB. a) Simulacion B1. b)

Simulacién B3. ¢) Simulacion C1. d) Simulacion C2. e) Simulacién C5. f) Simulacién D1.

En otros trabajos sugieren que las distintas especies de la biopelicula crecen formando
capas en funcion de la presencia de oxigeno [6, 25, 26]. En la region més cercana al catalizador
habra una mayor cantidad de HAB y a mayor distancia del catalizador las HANB empezaran a
proliferar. La estratificacion de la simulacién D1 (Fig. 8, f) es la que sigue explicitamente la
tendencia descrita. Cabe la posibilidad que experimentalmente se observe una biopelicula con una
estratificacion menos acentuada, como las biopeliculas que se muestran en la Fig. 8, (a-€). Para
seleccionar la distribucion més adecuada seria necesario obtener imagenes de la biopelicula del
catodo mediante hibridacién fluorescente in situ (Fluorescent in situ Hybridization, FISH).
Anteriormente se ha comprobado que la distribucion final sigue la misma estructura que la fijada
inicialmente. Esto sugiere que con una imagen FISH de la biopelicula final seria posible predecir

el mecanismo de colonizacion que se ha llevado a cabo en el catodo.
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4. Conclusiones

Este trabajo demuestra que la biopelicula catddica tiene un gran impacto sobre la intrusién de
oxigeno en el anodo. Con una biopelicula inicial de 4 um es suficiente para asegurar que la
concentracion de oxigeno alrededor del anodo no supere los 0.15 mg L. Con un grosor inicial
de 20 um la concentracion maxima de oxigeno se reduce a 0.04 mg L1, Gracias a la actividad
enddgena de las bacterias aerobias, una vez que la fuente de carbono se agota el efecto barrera
que genera la biopelicula al oxigeno persiste durante 30h aproximadamente, dependiendo de la
cantidad de aerdbicas presentes. Estos resultados corroboran la importancia de la presencia de
una biopelicula catédica al inicio y final de la operacidn, para proteger el anodo de la penetracion
del oxigeno a lo largo de todo el ciclo.

El modelado de la difusion de oxigeno en dos dimensiones a través de las diferentes capas del
catodo, juntamente con IbM para simular la biopelicula, suponen una descripcion en detalle de
todo el proceso. Gracias a esto se ha podido ver la competencia que existe entre las HAB y HAnB
por la fuente de carbono a lo largo del desarrollo de la biopelicula. Esto permitira dirigir la
operacion experimental hacia sistemas mas eficaces, donde se optimice el grosor de la biopelicula,
la actividad de las diferentes poblaciones bacterianas y la estratificacion de estas.

Referente a la estructura de la biopelicula, se ha observado que la distribucion de la biopelicula
final sigue una estructura muy similar a la biopelicula inicial, pese a que esté presente el empuje
de las nuevas bacterias. En vista a esto, el andlisis del corte transversal de la biopelicula final
mediante FISH puede proporcionar una idea sobre el mecanismo de colonizacion y estratificacion

gue se ha desarrollado en el catodo durante la puesta en marcha del sistema.

5. Trabajo futuro

En base a los resultados y conclusiones obtenidos en este trabajo, se plantean los siguientes

trabajos futuros para continuar esta linea de investigacion:

e Validacion y ajusto de los parametros cinéticos: para el modelo de la biopelicula se ha utilizado
parametros cinéticos de modelos poblacionales ya estudiados (el ADM1 para las HAnB vy el
ASM3 para las HAB). Seria necesario comprobar mediante experimentos en discontinuo si los
parametros escogidos se ajustan a la realidad o no. En este caso, en distintas condiciones
operacionales, se observaria si el modelo se ajusta en el tiempo que tarda a consumir la fuente
de carbono (acetato), en el grosor de la biopelicula del catodo, en la evolucion del oxigeno en
el anodo (tanto en presencia como ausencia de acetato) y en el porcentaje de HAB y HANB de

la biopelicula.

27|



Modelo bioelectroquimico del cadtodo de una celda de combustible microbiana

Trabajo Final de Master. Universidad Autonoma de Barcelona

e Modelo completo de una AC-MFC: el modelo presentado en este trabajo contempla el catodo
y el bulk liquid de un sistema AC-MFC, sin entrar en detalle de lo que sucede en el anodo. La
incorporacion del anodo en el modelo permitird un analisis mas minucioso de la eficiencia
coulémbica del sistema, del consumo del acetato disuelto, la generacion de corriente eléctrica
y el efecto de la intrusion de oxigeno en el &nodo. A parte, se podria estudiar la estratificacion
de las distintas poblaciones que conviven en la biopelicula del &nodo, optimizar la
concentracion de los inhibidores de la actividad metanogénica y analizar diferentes
mecanismos de transporte de electrones exdgenos por parte de las ARB. En la Fig. S6 de
Informacidn Suplementaria n°2 se encuentra el diagrama de flujo del supuesto algoritmo que
incluye el catodo y el &nodo. Una vez desarrollado el modelo, se puede mejorar incluyendo el
calculo del pH del sistema para simular el perfil de pH a lo largo de los electrodos. Esto
permitiria estudiar el efecto de los buffers que se afiaden en el sistema e incluso optimizar su
concentracion.

o Modelado de la fijacion de las bacterias (attachment): se han realizado trabajos experimentales
donde se estudian la fijacion de las bacterias para la formacion de biopeliculas y granulos
(attachment). Ademas, en los Ultimos afios, se ha empezado a desarrollar técnicas
experimentales para cuantificar la cinética de fijacion de las bacterias en etapas tempranas de
la formacién de la biopelicula [29,30,31]. Es posible aprovechar el enfoque individual que
aporta el IbM para modelizar el mecanismo de fijacion de las bacterias en las etapas tempranas
de la biopelicula junto la generacion de substancia polimérica extracelular (extracellular
polymeric substance, EPS), necesaria para que las bacterias formen la biopelicula o granulo
[32]. También seria posible afadir el desprendimiento de la biopelicula. EI objetivo principal
del modelo seria predecir qué biopelicula se va a formar en base a las condiciones del medio.
Con la informacion que proporcionase el modelo seria posible optimizar la bioaumentacién de
aquellos procesos que se busque la generacidn de granulos en suspension o de biopelicula en

las superficie de algiin material.
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Informacion adicional

Videos: Crecimiento de la biopelicula catédica de todos los casos expuesto en este trabajo (Sim. B1, Sim.
B2, Sim. B3, Sim. B4, Sim. C1, Sim. C2, Sim. C3, Sim. C4, Sim. C5, Sim. C6 y Sim. D1). Las esferas de

color rojo (e) son las HAB y las de color azul (e) son las HAnB. La escala de grises que acomparia al color

de las bacterias representa la actividad de estas: como mas oscuro es el color, menos actividad tiene la

bacteria. La pérdida de volumen que se observa en las bacterias cuando estan en fase decay se debe a la

actividad endégena. Enlace: https://bit.ly/2swsVAD

Informacién Suplementaria acompafia este articulo: Informacion Suplementaria n°1 complementa la

explicacion del modelo empleado. Informacién Suplementaria n°2 incluye figuras que pueden ser de interés

para el lector y que soportan la explicacion de los resultados expuestos en este articulo.
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