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Abstract— Recently, there has been great interest in microbial
fuel cells and the different substrates used within them for the
generation of electrical energy. Due to this, the yeast
Wickerhamomyces anomalus has been used as a new source of
electricity generation, this substrate was molecularly identified with
a percentage of 99.82% identity. With which it was possible to
generate a maximum current and voltage on the ninth and eighth
day of 2.6678 + 0.0981 mA and 0.823 + 0.125 V, all this an
electrical conductivity of the substrate of 49.37 £1.12 mScm on
the ninth day and a pH of operation of 6.32 £ 0.421 in those days.
In the same sense, a maximum power density of 8.176 + 0.855
W/cm2 was shown for a current density of 362.057 mA/cm2. T hese
values demonstrate the great potential that this yeast has for the
generation of electric current and its new use as fuel in microbial
fuel cells; being an eco-friendly alternative for the environment.

Keywords-- electric current, yeast, microbial fuel cells,
generation, Wickerhamomyces anomalus.

Resumen- Recientemente se ha presentado gran interespor las
celdas de combustible microbiana y los diferentes sustratos
utilizados dentro de ella para la generacion de energia electrica.
Debido a esto, se ha utilizado a la levadura Wickerhamomyces
anomalus como nueva fuente de geneeracion de electricidad, este
sustrato fue identificada molecularmente con un porcentaje de
99.82.% de identidad. Con lo cual se logro generar una corriente y
voltaje maximo en el novenay octavo diade 2.6678 +0.0981 mA y
0.823 +0.125 V, todo esto una conductividad electrica del sustrato
de 49.37 £1.12 mScm en el novena diay un pH de operacion de
6.32 £ 0.421en esos dias. En el mismo sentido se mostro una
densidad de potencia maxima de 8.176 + 0.855 W/cm? para una
densidad de corriente de 362.057 mA/cm?2 Estos valores
demuestran el gran potencial que tiene esta levadura para la
generacion de corriente electrica y su nuevo uso como combustible
en celdas de combustible microbiana; siendo una alternative
ecoamigable para el medio ambiente.

Palabras claves—corriente electrica, levadura, celdas de
combustible  microbiana, generacion,  Wickerhamomyces
anomalus.
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I. INTRODUCCION

La demanda exponencial de energia generada debido a la
expansion demografica y a la industrializacién han conllevado
a un consumo excesivo de combustibles fdsiles, ello ha
generado problemas medioambientales graves como el
calentamiento global, debido al aumento de los gases
causasntes del efecto invernadero [1]. En tal sentido se han
investigado diversas alternativas, siendo una posible fuente de
energia limpia el uso de celdas de combustible microbianas
(CCM), sistemas bioelectroquimicos que generan energia
eléctrica a partir de la interaccion de los microorganismos que
se encargan de descomponer la materia organica presente en
los sustratos, generando electrones los cuales producen
electricidad y a su vez agua y diéxido de carbono por lo cual
poseen también la capacidad de tratar aguas residuales, por
todo ello estos sistemas presentan doble utilidad [2].

Las CCMs contienen una serie de componentes que
cumplen  funciones especificas para su correcto
funcionamiento, entre ellas se encuentra el compartimento
anddico, el cual alberga el anodo y el sustrato que es sometido
a un tratamiento por parte de los microorganismos, generando
electrones que viajan al compartimento catddico, siendo este
altimo el cual alberga el cétodo, el sistema de catalizador
catddico y el oxidante, asimismo las CCM cuentan con otros
componentes como por ejemplo los catalizadores anddicos, los
catalizadores catddicos, los electrolitos, los combustibles, los
microorganismos y el sistema de transporte de electrones [1].
Dentro de este contexto cabe mencionar que las CCM
presentan diversas configuraciones entre las mas conocidas se
encuentran las CCM de camara simple, las CCM de doble
camara y las CCM cilindro [3].

El funcionamiento y rendimiento de estos sistemas es
influenciando por una serie de factores entre ellos el sustrato,
ya que este ayuda a establecer una comunidad microbiana
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diversa, es asi que a lo largo de los afios se han utilizado
diversos sustratos desde los mas simples a mas complejos
como el acetato, la glucosa, la biomasa residual y las aguas
residuales domésticas e industriales [4] [1]. Asimismo, los
microorganismos juegan un papel muy importante dentro de
las CCM, puesto que poseen el potencial de transferir
electrones derivados del metabolismo de la materia organica
[5]; cabe mencionar que dentro de estos sistemas se pueden
utilizar diversos microorganismos como las bacterias, entre las
cuales destacan la bacteria Geobacter sulfurreducens,
Enterobacter sp., Shewanella oneidensis, Pseudomonas
mendocina y Proteus vulgaris [6].

Del mismo modo también se pueden utilizar levaduras
como la Candida melibiosica, Hansenula anomala,
Saccharomyces  cerevisiae, entre otras, siendo estos
microorganismos  utilizados como biocatalizadores, cabe
mencionar que las levaduras crecen en una gran variedad de
sustratos, toleran diversas condiciones ambientales y no son
patégenas por lo cual presentan diversas ventajas [7]. Por otra
parte, existen otras levaduras no convencionales como la
especie Wickerhamomyces anomalus, la cual es heterotélico,
posee células diploides que se convierten directamente en
ascos y forman de una a cuatro ascosporas en forma de
sombrero. Esta especie se encuentra muy extendida en la
naturaleza, habitualmente se suele encontrar en el suelo, en el
material vegetal como las hojas de las plantas y como
patégeno oportunista de humanos y animales. En cuanto a sus
aplicaciones se suele utilizar en la agricultura, la industria
alimentaria [8] y en la industria cervecera en la coinoculacién
y como bio-saborizante en la cerveza [9].

Diversas investigaciones han mostrado el uso de Ila
levadura Wickerhamomyces Anomalus, en tal sentido Joshi et
al., investigo el aumento de la produccién de etanol en una
celda electroquimica mediante Wickerhamomyces anomalus y
Saccharomyces cerevisiae, se realizaron dos cultivos de
control con estas bacterias en la cdmara anddica y la cAmara
catddica, utilizando como sustrato glucosa, siendo el aumento
de la produccion de etanol de 12,6 £ 0,42 y 10,1 + 0,17 mg-
mL-1 respectivamente. Asimismo, se realiz6 un cultivo de
estas dos cepas de levadura en ambos compartimentos del
electrodo utilizando hidrolizado de biomasa lignoceluldsica
dando como resultado la mejora de la produccion de etanol en
un 61,5 + 0,12% en comparacion con la glucosa. Concluyendo
que las cepas de las dos levaduras son eficientes en la
produccion de etanol [10].

Otro estudio realizado por Prasad et al., evalub la
transferencia directa de electrones exhibida por las células de
la levadura P. andmala, para ello utilizaron tres materiales de
anodo siendo estos el grafito, la co-mixtura de polianilina-Pt
envuelta con grafito y el fieltro de grafito en las CCM sin
mediador y utilizando el hongo P. anémala como catalizador
bioldgico. Se realizo el analisis de las enzimas redox presentes

en la membrana externa de los microorganismos mediante la
técnica electroquimica de voltametria ciclica demostrando que
estos hongos son capaces de comunicarse directamente con la
superficie del electrodo y contribuir a la generacién de
corriente en una CCM sin mediadores ya que este hongo es
capaz de incrustarse sobre los electrodos de grafito para
trabajar en las CCM [11].

En tal sentido el objetivo de la presente investigacion es
evaluar la generacion de electricidad, utilizando como sustrato
a la levadura Wickerhamomyces anomalus en medio minimo
de sales, en celdas de combustible microbiana de una sola
camara fabricadas a bajo costo a escala de laboratorio,
utilizando electrodos zinc y cobre, monitoreando su valores de
voltaje, corriente, conductividad, pH, densidad de corriente y
potencia durante 15 dias. De esta forma se dara una nueva
forma de generacion de corriente electrica utilizando este tipo
de levadura.

Il. METODO Y M ATERIALES

A. Fabricacién de las celdas de combustible microbiana

Las celdas de combustible microbiana de una sola
camara fueron fabricadas, tres en total, con recipientes de
polietileno, a las cuales se le realizo un orificio de 10 cm? aun
extremo de forma cuadrada de aproximadamente 144 cm? para
colocar electrodo catddico (Cobre, Cu). El electrodo anddico
(Zinc, Zn) fue colocado en el interior de la celda y ambos
electrodos fueron unidos por un circuito externo con una
resistencia interna de 100 Q.

B. Aislamiento de levadura

Se sembré una alicuota de muestra de jugo papaya
fermentado por la técnica de agostamiento por estria,
incubandose a 30 °C por 48 horas. Trascurrido el tiempo se
observd colonias aisladas posteriormente se realizé una
coloracion Gram para verificar la purezade la cepa [12].

g, ®

Fig. 1: a) Microscopiade Wickerhamomyces anomalus mediante coloracién
Gram (100 X) y b) Vista macroscépica de colonias de W. anomalus en Agar
Sabouraud usando un fondo oscuro.

20t LACCEI International Multi-Conference for Engineering, Education, and Technology: “Education, Research and Leadership in Post-pandemic
Engineering: Resilient, Inclusive and Sustainable Actions”, Hybrid Event, Boca Raton, Florida- USA, July 18 - 22, 2022. 2



Las caracteristicas microscopicas células redondeadas
ovaladas en proceso de gemacion (ver Fig. 1 (a)),
macroscépicas colonias cremas, forma circular, margen entero
y elevacion elevada. (ver Fig. 1 (b)) [13]. Para luego
resembrarla en tubos inclinados con Agar Sabouraud Dextrosa
para su posterior identificacion.

Para la identificacion molecular, se envié muestras de la
levadura aislada en medio inclinado Agar Sabouraud al Centro
de Andlisis e Investigacion del laboratorio “Biodes
Laboratorios”. La identificacion molecular consistio en la
extraccion de material genético y amplificacion mediante PCR,
donde se utilizd los primers ITS1F e ITS4[14,15]. Luego de
ello se procedi6 a la secuenciacion para su posterior analisis en
el programa BLAST y MEGA X. [16]. Las regiones
secuenciadas y analizadas en el programa BLAST obtuvo un
porcentaje de identidad del 99.82% la cual corresponde a la
especie W. anomalus (Tabla 1).

TABLA 01: Caracterizacion BLAST de lasecuencia del ADNrde lalevadura
aislada de laplaca del anodo de la CCM.

Length of
Consensus
Sequence

(nt)

%
Maximum
Identidad

BLAST
Characterization

Accession

Number Phylogeny

Cellular organisms;

Eukaryota;
Opisthokonta ;
Fungi; Dilarya;
Ascomycota;
saccharomyceta;
Saccharomy cotina;
Saccharomy cetes;
Saccharomycetales;
Phaffomycetaceae;
Wickerhamomyces

Wickerhamomyces

545 99.82 KJ527063. 1

anomalus

C. Obtenicién del inéculo usado como sustrato en las celdas
de microbustible microbiana

Con la finalidad de preparar el inoculo de la levadura, se
realizd una suspension en 20 ml de solucidn salina fisiol6gica
estéril de 0.85% a partir de un cultivo de 24 horas de W.
anomalus. Esta suspension fue ajustada con el tubo N° 3 de
Mc Farland (9 x 10 8 UFC/mI) y se agreg6 en 80 ml de Medio
Minimo Mineral tamponado con buffer de fosfatos. EI medio
tenia la siguiente composicion (g/L): CaCl2, 0.01; KH2PO4,
3; NHA4CI, 1; Na2HPO4,6; NaCl, 0.5; MgS0O4-7H20, 0.246.
Posteriormente se homogenizo y se repartié equitativamente
en las CCMs. Todo el proceso se llevé a cabo a temperatura
ambiental (20 + 2°C). Se realiz6 por triplicado [17].

D. Caracterizacién de las celdas de combustible microbiana

La caracterizacion diaria de corriente y voltaje se
realizaron mediante un multimetro, marca Prasek Premium
PR-85, y una resistencia externa de 100 Q. Por otro lado, los
valores de densidad de corriente (DC) y densidad de potencia
(DP) fueron realizados mediante resistencia externas 10 + 0.2,
40 £2.3,50 £ 2.7,100 £ 3.2, 300 £ 6.2, 390 + 7.2, 560 + 10,
680 + 12.3, 820 + 14.5, 1000 = 20.5 Q; mediante la formula
DC=I/A y DP=IV/A [18], donde | es la corriente con
diferentes resistencias externas, V es el voltaje de las celdas a
circuito abierto y A el area (144 + 5.2 cm?). El monitoreo de
los cambios de la conductividad (conductivity meter CD-4301)
y el pH (pH- meter 110 Series Oakton) también fueron
medidas

I1l. RESULTADOS Y ANALISIS
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Fig. 02: Valores de (a) voltaje y (b) corriente de las
celdas de combustible microbiana.
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En la Fig. 02 (a) se muestran los valores de voltaje
monitoreados durantes los quince dias de operacion. Se
observa que desde el primer dia de operacion los valores
aumentaron desde 0.562 + 0.02 V hasta su pico maximo de
0.823 + 0.125 V en el octavo dia, para despues descender
lentamente hasta el ultimo dia (0.459 £ 0.265 V). Mientras que
en la Fig. 02 (b) muestra los valores de la corriente electrica
generados por celdas de combustible microbianda durante el
monitoreo, como se puede observar los valores incrementan
desde el primer dia (0.38257 + 0.009 mA) hasta el novena dia
(2.6678 +0.0981 mA), donde fue su valor maximo, para
despues descender lentamente hasta el ultimo dia (2.06791 £
0.1844 mA) de monitoreo. Los altos valores mostrados se
deben al alto contenido de compuestos organicos e inorganicos
como sustrato [19], asi como también al enriquecimiento con
microbio electroactivo en el anodo y a las transferencias de
electrones o a la autorregulacion de las vias extracelulares de
transferencia de electrones [20-22]. El descenso de los valores
de voltaje y corriente en los Gltimos dias se deberia a la
difusién de oxigeno del catodo al &nodo debido a la falta de
una membrana entre ellos [23].

En la Fig. 03 (a) se observa los valores de pH
monitoreados durante el periodo de operacién de las celdas de
combustible microbiana, los cuales aumentan desde
ligeramente &cidos hasta ligeramente alcalino, donde el pH
optimo de operacién se encontr6 para un pH de 6.32 + 0.421
en el octavo dia. El aumento del pH se debe a la transferencia
de protones del anodo al catodo y al aumento de las reacciones
catodicas [24], aunque un pH neutro es el 6ptimo para la
generacion de electricidad en las CCMs [25]; debido a esto se
debe considerar en investigaciones futuras algin mecanismo
para la autoregularizacion de las celdas de combustible
microbiano a pH neutro. En la Fig. 03 (b) se muestra los
valores de la conductividad electrica del sustrato (levadura
Wickerhamomyces anomalus), los cuales aumentan desde el
primer dia (31.35 £ 0.001 mS/ecm) hasta el noveno dia (49.37
+ 1.12 mS/cm) para luego decaer hasta el ultimo dia (43.33 +
1.11 mS/cm). Los aumentos de los valores de conductividad
ayudan a la generacion de electricidad debido a la relacién
entre conductividad y resistencia en las camaras anodicas; a
mayor conductividad menor resistencia i6nica de la solucién
[26]. Lo que nos lleva a deducir que en los 8 dias se han
producidos sales inorganicas, manteniendo la conductividad
ionica para lograr el equilibrio de neutralidad del sistema,
debido a que una baja conductividad ionica limita la
transferencia de cationes del anodo al catodo y retrasa el
equilibrio de electro-neutralidad del fotobiorrectador [27-28].
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Fig. 03: Monitoreo de los valores de (@ pH y (b)
conductividad de las celdas de combustible microbiana.

En la Fig. 04 se muestra los valores de la densidad de potencia
(DP) y voltaje en funcién de la densidad de corriente (DC) de
las celdas de combustible microbiana, donde se observa que la
DPmax. es de 8.176 = 0.855 W/cm?en una DC de 362.057
mA/cm? con un voltaje maximo de 0.819 + 0.0254 V. Aunque
el trabajo realizado por Ndayisenga et al. (2018) nos dice que
las biomasas de los diferentes sustratos utilizados contienen
macromoléculas que demandan de mas energia para Su
degradacion, en comparacion con los compuestos solubles
simples, el metabolismo y degradacion de las levaduras
aumentan su concentracion de sustrato lo que conllevaria a la
mayor generacion de electricidad [29,30].
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IV. CONCLUSIONES

Se logro generar corriente  electrica  exitosamente
mediante celdas de combustible microbiana de bajo costo a
escala de laboratorio utilizando como sustrato (combustible) la
levadura Wickerhamomy ces anomalus identificada
molecularmente. Se genero un voltaje y corriente maxima de
0.823+ 0.125 V y 2.6678 £0.0981 mA en el octavo dia y
novena dia, respectivamente; con un pH optimo de 6.32
0.421 para el octavo dia y una conductividad electrica maxima
del sustrato de 49.37 + 1.12 mS/cmen el noveno dia. Asi
Tambien se observe una densidad de potencia maxima de
8.176 + 0.855 W/cm? para una densidad de corriente de
362.057 mA/cm? con un voltaje maximo de 0.819 + 0.0254 V.
Estos resultados confirman las  excelentes propiedades
electricas para usar de la levadura Wickerhamomyces
anomalus como combustible para la generacion de
electricidad, aunque esta investigacion es una primera
utilizacion de este tipo de levadura, se recomienda para
trabajos posteriores el uso de menbranas de intercambio
protonico para el aumento de los valores de densidad de
potencia.
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