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Abstract— In this research was used the yeast Sacharomyces
cerevisiae as a fuel in microbial fuel cells using Zn-Zn and Zn-Cu
electrodes, in order to study which of these two systems produced
greater bioelectricity. The yeast Sacharomyces cerevisiae media
(API 20 C AUX) was successfully identified (86%). The microbial
fuel cell with Zn-Cu electrodes managed to generate higher voltage
than the cells with Zn-Zn electrodes, the maximum voltage
generation peak being 0.761 and 0.0089 V respectively. Both cells
showed slightly acidic and neutral pH during monitoring. The
maximum power density values and current density shown by the
Zn-Cu cell was 8,196 mW/cm2 to 8,383 mA/cm2 respectively, on the
other hand, the Zn-Zn cell was able to generate 0.5684 mW/cm?2 to
0.238 mA/cm2 of the density of power and current density. This
research work gives a new way of producing bioelectricity using low
cost microbial fuel cell using as a fuel a yeast widely used in the
beer industry.
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Bioelectricidad a partir de la levadura Saccharomyces
cerevisiae a través de celdas de combustible
microbiana de bajo costo
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Resumen- En esta investigacion se utilizo a la levadura
Saccharomyces cerevisiae como combustible en celdas de
combustible microbiana utilizando electrodos de Zn-Zn y Zn-Cu,
con la finalidad de evaluar en cual de estos dos sistemas se
producia mayor bioelectricidad. La levadura fue identificada al
86% como Saccharomyces cerevisiae mediante el sistema API 20 C
AUX. En cuanto a la produccion de bioelectricidad, se observo que
en la celda de combustible microbiana con electrodos de Zn-Cu se
logro generar mayor voltaje que en las celdas con electrodos de Zn-
Zn, siendo el pico mdximo de generacion de voltaje de 0.761 y
0.0089 V respectivamente. Ambas celdas mostraron pH
ligeramente acido y neutro durante el monitoreo. Los valores
mdximos de densidad de potenciay densidad de corriente mostrado
por la celda de Zn-Cu fue de 8.196 mW/cm? en 8.383 mA/cm?
respectivamente, por otro lado, la celda de Zn-Zn logré generar
0.5684 mW/cm? en 0.238 mA/cm? de densidad de potencia. y
densidad de corriente. Este trabajo de investigacion brinda una
nueva forma de produccion de bioelectricidad utilizando celdas de
combustible microbiana construidas a bajo costo, utilizando como
combustible una levadura muy utilizada en la industria cervecera.

Palabras claves—celdas de combustible microbiana, levadura,
electrodos, bioelectricidad, generacion.

Abstract— In this research was used the yeast Sacharomyces
cerevisiae as a fuel in microbial fuel cells using Zn-Zn and Zn-Cu
electrodes, in order to study which of these two systems produced
greater bioelectricity. The yeast Sacharomyces cerevisiae media
(API 20 C AUX) was successfully identified (86%). The microbial
fuel cell with Zn-Cu electrodes managed to generate higher voltage
than the cells with Zn-Zn electrodes, the maximum voltage
generation peak being 0.761 and 0.0089 V respectively. Both cells
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showed slightly acidic and neutral pH during monitoring. The
maximum power density values and current density shown by the
Zn-Cu cell was 8,196 mW/cm? to 8,383 mA/cm? respectively, on the
other hand, the Zn-Zn cell was able to generate 0.5684 mW/cm? to
0.238 mA/cm? of the density of power and current density. This
research work gives a new way of producing bioelectricity using low
cost microbial fuel cell using as a fuel a yeast widely used in the
beer industrie.

Keywords-- Microbial fuel cells, yeast, electrodes, bioelectricity,
generation.

|. INTRODUCCION

El calentamiento global y el agotamiento de los
combustibles fosiles, estan haciendo que la sociedad comience
a utilizar energias renovables amigables con el medio
ambiente [1,2]. En esta blsqueda, las celdas de combustible
microbiana (CCMs) estan siendo investigadas en todo el
mundo, debido a la generacién de electricidad a partir de
residuos, los cuales son usados como combustibles [3]. Una
CCM consiste de un par de electrodos (anodo y céatodo), un
circuito externo, combustible (sustrato) y casi siempre de una
membrana de intercambio protonico [4,5]. En la actualidad se
han fabricado de varias formas, entre las mas comunes se
encuentran las de camara doble, camara simple sin y con
membrana, entre otras [6]. Una CCM convierte directamente
la energia quimica a energia eléctrica [7], en donde los
microorganismos oxidan la materia organica en la camara
anddica, produciendo electrones (e) y protones (p*). Los
electrones viajan por el circuito externo, generando
electricidad, mientras que los protones viajan por la membrana
hacia la camara catddica, combinandose con el oxigeno
presente y formando agua [8,9].
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La generacion de electricidad depende de varios factores,
pero uno de los mas importantes es el tipo de materiales que se
usan para los electrodos, se han reportado electrodos
fabricados de grafeno [10], nanotubos de carbon [11], oxido
de cobalto [12], papel de carbon [13] entre otros; debido a la
alta porosidad que estos materiales muestran [14], pero estos
materiales son altamente resistentes a la ampliacion y tienen
baja resistencia mecéanica. Se requiere un alto rendimiento,
mantenimiento facil y rentables de las celdas para su
fabricacion a gran escala, debido a esto se ha estudiado
electrodos metalicos como alternativa para superar las
limitaciones de los electrodos convencionales.

Sekar [15] fabric6 CCMs usando electrodos de cobre
dopados con nanoparticulas de Oxido de hierro y como
combustible aguas residuales de la industria lactea; logrando
generar 750 mV como voltaje maximo en el sexto dia, y 161.5
mW/m? de densidad de potencia maxima y 270 mA/m? de
densidad de corriente. Por otro lado, Erable [16] utilizo
electrodos de grafito y acero, utilizando sedimento marino
como combustible en su CCM; logrando generar 0.3 V y 280
mA/m? de voltaje y densidad de corriente. Prasad en su
investigacion utilizo electrodos de zinc (Zn) y cobre (Cu), asi
como sedimentos como combustible en su celda; logrando
generar voltaje y corriente maxima de 1.160V y 0.301mA,
respectivamente. La potencia maxima en el sedimento de la
CCM con &nodo de Cu fue 3.491mW para condiciones de
funcionamiento en estado estacionario [17]. También se ha
usado tela de carbon y aluminio (Al) como electrodos, y aguas
residuales (sustrato) en una celda de doble camara, logrando
generar como voltaje méximo de 0.570 V [18].

Existen investigaciones sobre la adhesion de particulas
metélicas incrustadas en tela de carbdn las cuales se usaron
como electrodos y como son afectados por las condiciones
ambientales (humedad, temperatura y salinidad), las cuales
pueden formar un oxido denso (corrosion) en la superficie del
electrodo evitando la formacion de las biopeliculas
microbianas e interfiriendo con la generacion de electricidad.
[19,20]. Sin embargo, la pobre compatibilidad y baja densidad
de corriente que generan algunos metales, son las principales
limitaciones que tiene este tipo de celdas [21,22]. Por otro
lado, cuando el flujo de electrones que viajan desde el anodo
(més electropositivo) hacia el catodo (méas electronegativo) es
interferido por la corrosién a causa de las bacterias se le
conoce como corrosion influenciada microbiolégicamente
(CIM), el cual ocurre por metabolismos microbianas como
enzimas, &cidos organicos e inorganicos y compuestos
volétiles [23,24]. Otro problema referido al material del
electrodo es su actividad antimicrobiana, lo ocurre en
electrodos como el Cu [25].

Las comunidades microbianas presentes en los sustratos
(combustibles), son de gran importancia para la generacién de

electricidad [26], por ejemplo, la levadura S. cerevisiae que se
utiliza para la fabricacion de pan, cerveza y vino [27], posee
numerosas caracteristicas biol6gicas ventajosas, como ser
resistente, de facil manejo, no patégeno, tiene altas tasas
catabolicas y puede utilizarse como un biocatalizador
prometedor en CCMs para la generacion de electricidad [28]
Rossi demostr6 que S. cerevisiae como sustrato tiene gran
potencial para generar electrones es una CCM de doble
camara, logrando generar un voltaje maximo en circuito
abierto de 490 mV con densidad corriente de 1.17 A/m? y 110
mW/m? de densidad de potencia [29]. Por otro lado, el sistema
con S. cerevisiae se logré mejorar al combinarlo con azul de
metileno y ferrocianuro, generando de 146.71 + 7.7 mW/m?3de
densidad de potencia; y voltaje maximo de circuito abierto de
383.6 £ 1.5 mV y una eficiencia maxima de 28 + 1.8% bajo
100 kQ de resistencia externa [30]. Sin embargo, ain no se ha
reportado la utilizacién de S. cerevisiae en sistemas con
electrodos metalicos como el Zny Cu.

Esta investigacion tiene como objetivo principal evaluar la
generacion de electricidad, utilizando como sustrato a la
levadura S. cerevisiae cultivado en caldo Sabouraud glucosado
con Cloramfenicol, en dos tipos de celda de combustible
microbiana fabricadas a bajo costo, con electrodos de Zn-Cu y
Zn-Zn en las cuales se monitorearon su voltaje, corriente y pH
durante 20 dias. Asi como también el estudio de su densidad
de corriente y potencia. La CCM de Zn-Zn se utilizara a modo
testigo, debido a que se han estudiado la performance de los
electrodos de Zn dentro de una CCM logrando obtener valores
de voltaje iguales o mayores de 0.75 V con otro tipo de
sustrato [31]. Mientras que no se consideré la CCM de Cu-Cu
debido a que no se ha encontrado valores de corriente 6ptimos
a causa de su alta toxicidad para los microorganismos [32].

Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 Construccion de las celdas de combustible microbiana
de una sola camara y caracterizacion

Para la elaboracion de las cAmaras anddicas y catddicas
se utilizaron tubos de PVC (15 cm de largo x 5 cm diametro).
Los electrodos fueron fabricados de Zinc (Zn) y Cobre (Cu) (4
cm de didmetro x 2 cm de espesor). Los electrodos fueron
colocados dentro de los tubos a 1.5 cm de distancia a partir del
extremo y fueron soldadas con alambres de cobre (de
aproximadamente 0.2 cm de didmetro) los cuales se extendian
hasta el exterior de los tubos y conectaban a una resistencia
externa. Finalmente, para sellar los extremos de las camaras se
utilizaron placas de acero (10x10 cm?) y se aseguraron con
tornillos. Estos procedimientos se realizaron para ambos tipos
de las CCMs (ver fig. 1).
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Fig. 1: Esquema de los prototipos de las celdas de combustible microbiana
Cu-Zny Zn-Zn.

Para el monitoreo del voltaje y corriente se utilizd un
multimetro (Testech, KT-5510), mientras que para la medicién
de densidad de corriente (DC) y densidad de potencia (DP) se
utilizd la formula descrita por Santoro et al. [6], donde
DC=I/A y DP=IV/A, siendo | la corriente generada utilizando
las siguientes resistencias externas: 1.5 0.2, 3 £ 0.23, 5 +0.3,
10 £0.1, 20 +2, 40 £2.5, 50 +4.2, 65 +3.5, 100 £8.3, 180 +11,
220 £15, 330 +10, 500 +22.4, 720 +20, 800 +23, 900 +18,
1000 + 25, 3000 £30, 4500 + 50, 6000 +48, 8000 +35, 10000
+54 Q; donde V es el voltaje y A el area (5.03+0.12 x10°3
cm?). Para los valores de pH se utilizd6 un pH-meter 110
Oakton Series y para la absorbancia se usé un
espectrofotometro UV (JENWAY-6305).

2.2 Obtencién de la levadura S. cerevisiae:

La cepa de S. cerevisiae fue donada por el Laboratorio
de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Trujillo [33].

2.3 Reactivacion de la cepa de S. cerevisiae

Se tomd un inoculo del cultivo puro de S. cerevisiae, y se
sembré en Caldo BHI (Brain Heart Infusion), luego se incub6
a 30 = 1.0°C por 24 horas [34], pasado el tiempo de
incubacion se extrajo un indculo y se sembr6 en Agar
Saboraud Dextrosa incubandose las placas a 30°C por 24
horas, la finalidad era obtener colonias aisladas a las que se les
realizé una coloracion de Gram (fig. 2 (a)) para verificar la
pureza de la cepa y conservarla en tubo inclinado con Agar
Sabouraud Dextrosa para su posterior identificacion [35].

2.4 ldentificacion de S. cerevisiae

Se realiz6 la identificacion a nivel de género y especie,
registrando las caracteristicas microscopicas células ovaladas
en proceso de gemacion (ver fig. 2 (a)), macroscopicas
colonias himedas, cremosas, convexas, color blanco propias al
género Saccharomyces (ver fig. 2 (b)) y usando la metodologia

del sistema de identificacion microbiana APl 20 C AUX de
BIOMERIEUX [36].

A

*

Fig. 2: a) Microscopia de S. cerevisiae mediante coloracion Gram (100 X) y
b) Vista macroscépica de colonias de S. cerevisiae en Agar Saboraud usando
un fondo oscuro.

El kit API 20 C AUX consta de 20 clpulas que contienen
substratos deshidratados permitiendo efectuar 19 ensayos de
asimilacion. El Kit tiene un control negativo (O), un control
positivo glucosa (GLU), y en las 18 cupulas restantes se
encuentran los substratos como glicerol (Gly), calcio 2-ceto-
gluconato (2KG), arabinosa (ARA), xilosa (XYL), adonitol
(ADQ), xilitol (XLT), galactosa (GAL), inositol (INO),
sorbitol (SOR), metil-aD-glucopiranosido (MDG), N-acetil-
glucosamina (NAG), celobiosa (CEL), lactosa (LAC), maltosa
(MAL), sacarosa (SAC), trehalosa (TRE), melezitosa (MLZ) y
rafinosa (RAF) [35].

2.5 Preparacion del inoculo para la Celda de Combustible
Microbiana

A partir de un cultivo de 24 horas de S. cerevisiae se
realizé una suspension en 30 ml de solucion salina fisiologica
estéril (SSFE) de 0.85%, hasta llegar a una densidad Optica
(DO) de 0.5 (absorbancia medida a 620 nm), y se agregd en
270 ml de Caldo Saboraud, luego se homogenizo y se repartié
equitativamente en las celdas de combustién microbiana. Todo
el proceso se llevd a cabo a temperatura ambiental (20 + 2°C)

I1l. RESULTADOS Y ANALISIS

En la fig. 3 se muestra la lectura que se realiz6 después
de 72 horas de incubacion a 30 °C, el crecimiento de las
levaduras se compard con la ctpula 0 (control). Una clpula
con mayor turbidez que la de control indicd una reaccion
positiva. Posteriormente con la ayuda del software de
identificacion APIWEB [37] se introdujo manualmente el
perfil numérico de 7 cifras el cual corrobora que la levadura en
estudio es S. cerevisiae, con un ID de 88 % en el sistema de
identificacion microbiana API 20 C AUX.

Fig 3: Identificacién por AP1 20 C AUX para S. cerevisiae (88% ID)
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En la fig. 4 se muestra la absorbancia maxima respecto al
tiempo (200 h) de incubacion a temperatura ambiente para el
estudio de la curva de crecimiento del microorganismo en
condiciones de microaerobiosis. Se puede observar que S.
cerevisiae tiene una gran capacidad para crecer en condiciones
de microaerobiosis, debido al consumo de glucosa como
fuente de carbono, generando electrones y protones.
Rahimnejad sustenta que se genera 24 mol de electrones e
iones de hidrogeno por oxidacién de una mol de glucosa en
condiciones anaerébicas [38], lo que ocurre en el cdtodo y
anodo de la siguiente forma [39]:

Anodo: C.H ;04 + 6H,0 — 6€0, + 24e™ + 24H* 1)

Catodo: 20, + 24e” + 24H* - 12 H,0 (2)
35
o —o— Zn-Cu
3.0 o —d— Zn-Zn
o/ \o
— 25 -
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s )
o J
g ™ -
-g 15 - o /°/°\°
S 1o. o—° °
2 /‘, 00—
2 05 q
2 S
0.0 -ﬁ \°\c
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Fig. 4: Crecimiento de S. cerevisiae en condiciones de microaerobiosis.

En la fig.5 (a) se muestra el monitoreo de la generacion
voltaje de las CCM con electrodos de Cu-Zn y Zn-Zn. Se
observa que la CCM con electrodos de Zn-Cu genera mayor
voltaje respecto a la celda con electrodos Zn-Zn, cuyos
voltajes maximos de ambas celdas son 0.761 y 0.089 V
respectivamente; estos valores descienden ligeramente al pasar
el tiempo. Mientras que en la fig. 5 (b) se muestran los valores
de la corriente para ambas celdas, donde se observa
claramente que los valores de la Zn-Cu superan a los de la
celda de Zn-Zn, aunque a partir del segundo dia la celda de
Zn-Zn muestra un ligero aumento, lo cual puede deberse a la
adaptacion de los microrganismos en las celdas.

Los altos valores iniciales de voltaje y corriente que
muestran las CCM con electrodos de Zn-Cu, sugieren que se
genero por una corriente quimica (galvanica) debido a que no
hubo tiempo suficiente para que el microorganismo creciera en
el anodo y genere corriente [40], pero con el trascurso del
tiempo los microorganismos crecen en el compartimento

anddico y obtienen electrones de la descomposicion del
sustrato, estos se pueden aprovechar y transportar fuera de las
células a un electrodo [41]. El Dinucledtido nicotinamida y
adenina reducida NADH es una molécula que se encuentra en
el citosol producto del glucolisis y ha sido propuesta como
mediador en el sistema transportador de electrones al circuito
eléctrico en una CCM con levadura [42,43]. La falta de
generacion de corriente en las CCM con electrodos de Zn-Zn
en comparacion con los Zn-Cu, podria deberse a la corrosion
que sufre el zinc cuando esta en solucién liquida, lo cual dafia
parte de la superficie del electrodo e impide una buena
transferencia de electrones, afectando de esta manera el
rendimiento del sistema. [44]. Asi también puede deberse al
valor estandar de la potencia del Cu (+0.337 V) que es mayor
que el del zZn (-0.763 V, lo que significa que el Cu puede
aceptar mayor cantidad de electrones que el Zn, favoreciendo

a la transferencia de electrones [31].
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Fig. 5: Monitoreo de la generacion de (a) voltaje y (b) corriente durante
20 dias.
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Lo que sugiere que el uso del Cu, es una opcion
interesante como anodo por datos mostrados en este trabajo,
aunque también puede corroerse, sin embargo, a pesar de tener
propiedades antimicrobianas pierde este efecto cuando se
encuentran en sistema con microorganismos electrégenos, ya
que ellos tienen la capacidad de crecer sobre la superficie de
este tipo de metales, formando una biopelicula electroactiva de
alto rendimiento. [45,46].

7.6

'——7Zn-ZN|

T4 ] \——2Zn-Cu

724
7.0
6.8 -
6.6 -
6.4 -

pH

6.2 -
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58 4
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542

s2d_
4 8 12 16 20

Tiempo (dias)
Fig. 6: Monitoreo de la variacién de los valores de pH.

En la fig. 6 se muestra lo valores de pH, donde se puede
observar las variaciones durante los 20 dias de monitoreo;
cuyos valores varian aproximadamente entre 5.4 a 7.0 (entre
ligeramente acido y neutro), ambas celdas decaen ligeramente
sus valores de pH hasta el cuarto dia, para después aumentar
considerablemente lo que coincide con la disminucion de los
valores de absorbancia de la fig. (3). En los Gltimos dias, se
observa la disminucion de los valores de pH para la celda de
Zn-Zn. La variacion de pH se debe a la transferencia de
electrones del anodo al catodo a través del circuito externo,
mientras que los protones se generan debido a la oxidacion del
sustrato [47]. El rapido consumo de protones conduce al
aumento del pH del sustrato [31].

En la fig. 7 se muestran los valores de densidad de
potencia (DP) y voltaje respecto a la densidad de corriente
(DC) de las celdas. En la fig. 7 (a) se puede observar que la
DPmax. generada por la celda de Zn-Cu fue de 8.196 mW/cm?
con DCrax. de 8.383 mA/cm?y un Vma de 0.67 V. Mientras
que en la fig. 07 (b) la celda de Zn-Zn logro generar una
DPmax. de 0.5684 mW/cm? con DCrax. de 0.238 mA/cm?y un
Vmax de 19.35 mV. Esta diferencia en la densidad de corriente
entre los electrodos puede explicarse por la corrosién que
presentaron los electrodos zinc-zinc, debido a la deficiente
transferencia de electrones, lo cual afecta la intensidad de

corriente y por ende su densidad de corriente. Rahimnejad et
al. [48] sugieren que para mejorar la densidad de corriente
significativamente se puede realizar mediante un mediador
exdgeno como la tionina, la cual acta como una lanzadera de
electrones.
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Fig. 7: valores de densidad de corriente y densidad de potencia de las
celdas de combustible microbiana con electrodos de (a) Zn-Cu y (b) Zn-Zn

IV. CONCLUSIONES

Se logr6 producir exitosamente bioelectricidad utilizando
electrodos de bajo costo, como lo son el zinc y cobre
utilizando como combustible la levadura S. cerevisiae, lo cual
aun no se habia ensayado con este tipo de electrodos. La S.
cerevisiae fue identificada por medio del sistema de
identificacion microbiana APl 20 C AUX, con un 88 % de
certeza. La celda con electrodos de Zn-Cu mostro mayor
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generacion de voltaje en comparacion con la de Zn-Zn, con un
pico maximo 0.761 voltios en el primer dia. Ambas celdas
muestran un pH entre ligeramente &cido y neutro. Los valores
de DPmax. Y DCmax. generado por la celda de Zn-Cu fue de
8.196 mW/cm? y 8.383 mA/cm? respectivamente, mientras que
para la celda de Zn-Zn se logré generar 0.5684 mwW/cm? y
0.238 mA/cm? de DPmaxy DCrax. Esta investigacion brinda una
nueva forma de produccién de bioelectricidad utilizando la
levadura residual de S. cerevisiae, la cual proviene de varias
industrias como produccion de cerveza, vino y pan; que puede
ser utilizada para generar electricidad con electrodos de bajo
costo y mantenimiento; dando un valor agregado a la industria.
Si comparamos los mejores resultados obtenidos que fueron de
la celda de Zn-Cu (~0.75 V) con una bateria AAA, las cuales
la mayoria de personas tiene para el control de la TV, se
necesitaria dos celdas de Zn-Cu conectadas en serie para
igualar la funcion de la bateria AAA. Sin embargo, al ser un
trabajo preliminar no se puede comparar con otros ensayos
para determinar si estos electrodos difieren en sus
rendimientos con respecto a la generacion de corriente
eléctrica, por lo cual se deberia investigar estos electrodos
junto con otros parametros que afecten la generacién de
energia eléctrica y con un mayor nimero de repeticiones.
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