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GLOSARIO

BIODEGRADABLE: sustancia susceptible a la descomposicion de sus elementos
quimicos por accibn de organismos vivos como plantas, animales vy
microorganismos, bajo condiciones ambientales naturales. (Castell, 1987).

BIODIGESTOR: contenedor hermético e impermeable, dentro del cual se deposita
el material organico a fermentar (excrementos, desechos vegetales, excepto
citricos debido a que se acidifican, etc.), en determinada dilucién de agua para que
a través de las fermentacién anaerobia se produzca gas metano y fertilizantes
organicos ricos en Nitrogeno, Fosforo y Potasio y ademas, se disminuya el
potencial contaminante de los excrementos. Pueden ser de flujo continuo o
discontinuo. (Anénimo, 1999).

BIOGAS: mezcla gaseosa constituida fundamentalmente por metano, diéxido de
carbono y pequefias cantidades de hidrégeno (H-), sulfuro de hidrégeno (SH>) y
nitrogeno (N). Este depende del material digerido y del funcionamiento del
proceso. (Hilbert, 2007).

BIOMASA: masa de un conjunto de microorganismos que viven en un medio dado.
(Castell, 1987).

CELDA DE COMBUSTIBLE MICROBIANA: biorreactor que convierte la energia
guimica de los enlaces de los compuestos organicos en energia eléctrica a través
de reacciones cataliticas de microorganismos bajo condiciones anaerobias. (Du,
2007).

DIGESTION ANAEROBIA: proceso bioldgico degradativo, en el cual, parte de la
materia organica contenida en un sustrato es convertida en una mezcla de gases,
principalmente metano (CH,) y diéxido de carbono (CO;), mediante la accion de
un conjunto de microorganismos en ausencia de aceptores de electrones de
caracter inorganico (02, NO3’, SO4). (Biodisol, 2002).

EFLUENTE: Producto liquido resultante de la degradaciéon anaerobia y es la
mezcla del influente estabilizada y la biomasa microbiana producida. (Hilbert,
2007).

MICROORGANISMOS: seres vivos diminutos que solo pueden visualizarse con el
microscopio. Son organismos dotados de individualidad que presentan, a
diferencia de las plantas y los animales, una organizacion bioldgica elemental.
Dentro de los microorganismos se encuentran organismos unicelulares procariotas
como las bacterias y eucariotas como los protozoos. (Anénimo, 1993).
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1. INTRODUCCION

Hoy por hoy la principal fuente de energia a nivel mundial es el petréleo y los
diferentes productos de la industria petroquimica como el gas natural. Gracias a
esto, actualmente existe un interés a nivel mundial en la busqueda de energia a
partir de fuentes renovables y biocombustibles, los cuales sean capaces de
sustentar las necesidades mundiales y que se convierta en una forma de energia
amigable con el medio ambiente, es decir, que considere los problemas asociados
con el uso extensivo de combustibles basados en productos petroquimicos como
por ejemplo la eficiencia energética, emisiones a la atmdsfera y el cambio
climatico, actividades en &reas protegidas o sensibles y la gestion de residuos y
emergencias como los derrames de petréleo (Petrobras, 2010).

La energia colombiana es una de las mas competitivas del mundo, asi lo sefiala el
estudio de Competitividad Global de Energia 2012, realizado por el Instituto
Choiseul y Kpmg. La energia eléctrica colombiana, segun el indice es de alta
calidad, confiable y respetuosa con el medio ambiente, gracias a la composicion
de su canasta energética, la cual combina la generacion hidroeléctrica con la
termoeléctrica para abastecerse en épocas de veranos muy prolongados.
(Ministerio de Minas y Energia, 2011).

Pese a tener una de las energias mas competitivas, varios sectores del pais,
sobre todo el industrial, afirman que la tarifa de cada kilovatio de energia es muy
alta si se compara a Colombia con el resto del mundo; a lo que los agentes del
mercado eléctrico responden que si bien producir es barato, hay bastantes
factores en la generacion que hacen que se incrementen los costos, aseguran que
finalmente, se paga por la confiabilidad. (EI Colombiano, 2013).

Otras desventajas de esta forma de obtencion de energia eléctrica, son los altos
costos de construccion para nuevos sistemas a gran escala; la perturbacion del
entorno de los rios no navegables, la destruccion de aguazales y terrenos
pantanosos a causa de la reduccion del flujo de corrientes causado por las
hidroeléctricas pequefias; y cuando las turbinas se abren y cierran repetidamente,
el caudal del rio se puede modificar drasticamente causando dramaticas
alteraciones en los ecosistemas (Colombia Energia, 2013).
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Entre los principales combustibles estudiados como energias alternativas, se
encuentran aquellos basados en la biomasa, debido a que ésta es la opcion mas
l6gica para el desarrollo sostenible en el contexto de las consideraciones
econOmicas y ambientales. Los recursos biolégicos renovables estan disponibles a
nivel mundial en forma de biomasa residual agricola y los desechos pueden ser
transformados en biocombustibles liquidos. Sin embargo, el proceso de
conversion o transformacién quimica, podria ser muy costoso y no vale la pena,
mientras que el uso de una fuente econOmica comercial a gran escala de
biocombustibles es una posibilidad viable. Y aqui es donde nace el interés en las
energias alternativas (Demirbas, 2011).

Otra de las principales fuentes de energia mas estudiadas, es el biodiesel y una
de las técnicas mas empleadas actualmente para su produccién consiste en el uso
de microalgas, éstas son cultivadas en biorreactores y estanques abiertos a nivel
industrial. Sus diferentes tipos permiten un amplio campo de accion de las
mismas, presentandose a su vez distintas aplicaciones como captura de CO»,
tratamiento de aguas residuales, entre otros (Mata, 2010).

Otro estudio que es necesario tener en cuenta (Serrano, 2009), abarca conceptos
de nanotecnologia, la cual ha estado generando una gran cantidad de atencion en
los dltimos afios y por lo tanto, se ha construido una gran expectativa no sélo en la
comunidad académica sino también entre los inversores, los gobiernos y la
industria. Su capacidad Unica para fabricar nuevas estructuras a escala atbmica ya
ha elaborado nuevos materiales y dispositivos con gran potencial de aplicaciones
en un amplio numero de campos. Muchos de sus avances, han sido significativos
especialmente en el sector de la energia (Bunse, 2011). Esto debe hacerse de
manera que incluya el medio ambiente en la ecuacion de produccion de riqueza a
medida que se relnan mas evidencias del impacto humano sobre el clima, la
biodiversidad y la calidad del aire, agua y suelo.

Los ejemplos mas significativos de las contribuciones de la nanotecnologia en el
sector energético son el hidrégeno solar, las baterias de nueva generacion y los
supercondensadores.
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A causa del poco rendimiento de las energias alternativas desarrolladas al dia de
hoy, se han generado otras nuevas opciones de energias alternativas como
mezclas de dichas técnicas energéticas como por ejemplo, la fuente de energia
(sol) y los medios de comunicacion reactiva (agua) para la energia solar de
division del agua, las cuales estan facilmente disponibles y proporcionan una
fuente de energia renovable con mayor rendimiento; el combustible resultante
(hidrégeno) y su producto de descarga (agua) son amigables con el medio
ambiente (Giorgio, 2009). Por otro lado, Khursheed Karim realizé un estudio sobre
un proceso hibrido encaminado mas a la electroquimica de energia solar térmica,
que aumenta sustancialmente el hidrégeno que se puede producir con la energia
solar a través de una disminucion de la tensién de disociacion del agua que se
produce al aumentar la temperatura. A diferencia de otros procesos, en este se
utiliza el espectro solar completo para aumentar la eficiencia de la misma. El
proceso hibrido combina la energia fotovoltaica con el exceso de calor sub-gap
para entregar eficiencia a elevada temperatura y la electrolisis de agua solar para
producir hidrogeno (Karim, 2005).

Retomando el enfoque de estudio de este proyecto, se encontré en diferentes
estudios que la digestion anaerobia presenta mayor rendimiento cuando se lleva a
cabo en biodigestores y se mantiene a temperaturas mesofilicas (entre 35y 37 °C)
debido a que es factible la estabilizacién de los residuos que alimentan el reactor.
También durante la digestiébn anaerobia se produce biogas y a éstas temperaturas
se genera mayor rendimiento del mismo (Padhiyar, 2006). Este biogas también se
emplea como energia alternativa y se obtienen excelentes resultados.

Estos altos rendimientos sumados con los bajos costos que se generan debido a
que su principal alimento son desechos agroindustriales o incluso excremento de
animales, lo hacen un proceso muy rentable (leropoulos, 2005).
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1.1. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Este proyecto se realiz6 con el fin de encontrar una energia alternativa econémica
y amigable con el medio ambiente, de tal forma que contribuya a minimizar los
gastos por electricidad en las familias de diferentes estratos, los cuales como se
ve en la Figura 1, superan el ingreso per capita en la mayoria de los paises.

Figura 1. Gasto anual en electricidad vs. PIB per cépita en paises
Latinoamericanos.
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Fuente: Colombia. Ministerio de Minas y Energia, 2004.

Segun la Unidad de Planeaciéon Minero Energética UPME (2013), actualmente en
Colombia, el precio de la electricidad estd en $236,47/kWh (236,47 pesos
colombianos por kilowatt por hora). Este elevado costo de electricidad se debe
principalmente a que a medida que ha pasado el tiempo, los recursos hidricos se
han convertido en la fuente primordial de energia, tal como se ve en la Figura 2.
Esto implica que el costo de generacion depende directamente del precio del
agua, el cual a causa de la constante reduccion de este recurso, es cada dia mas
elevado.
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Figura 2. Evolucién de los aportes hidricos.
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Por esta razoén, surgen diversas fuentes de energias alternativas y entre ellas se
encuentra la digestién anaerobia de desechos agricolas tales como rumen de vaca
y heces de animales de finca, entre las que sobresalen las de cerdo debido a que
producen un mayor rendimiento que muchas otras por su gran cantidad de
componentes organicos (Mufioz, 2009).

Este estudio presenta grandes ventajas frente al tipico proceso de obtencion de
electricidad, tales como su precio y su contribuciébn al medio ambiente,
aprovechando los desechos que no cumplen ninguna utilidad. Sin embargo
presenta debilidades como la posible contaminacion olfativa, causada por los
fuertes olores que se derivan de este proceso por lo cual se plantea la posibilidad
de incluir filtros de carb6n activado para reducir la emision de éstos,
adicionalmente el costo también puede verse afectado por la disponibilidad de las
membranas, los cual podria convertir el costo en una debilidad en lugar de una
fortaleza. En la Tabla 1 se presenta la matriz DOFA del proyecto para mayor
claridad del porqué del mismo.

Tabla 1. Andlisis en matriz DOFA del proyecto.

MATRIZ DOFA

Debilidades

Oportunidades

Olores Desagradables.
Posible Insuficiencia de

Posible Escala a Nivel Industrial.
Contribucion al Medio Ambiente.

Rendimiento. Innovacion
Costo Variable. )
Fortalezas Amenazas

Facilidad de Implementacion.
Facilidad de Obtencién de
Materias Primas.

Nueva Energia Alternativa.
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1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La energia es fundamental para la humanidad debido a que es la base productiva
y el tejido social de hoy en dia (Casilda, 2002). Es por esto que la energia cada
vez es requerida en mayores proporciones, sin embargo, el costo de la misma es
cada vez mas alto debido a que la produccion de esta es cada vez mas compleja 'y
costosa (UPME, 2013). La mayoria de las materias primas empleadas hoy en dia
tales como el agua, el petroleo e incluso las que se encuentran en estudio como la
energia edlica y solar, o los equipos empleados para la produccién de electricidad
actualmente como las hidroeléctricas, los molinos, las fotoceldas, entre otros, son
onerosos o muy dificiles de controlar (Vargas, 2006).

La busqueda constante de alternativas econdmicas y factibles para producir
electricidad es cada vez mas comun y constante a nivel mundial. Con base en
esto, se plante6 que es posible generar electricidad a partir del tratamiento
anaerobio de heces de cerdo (ALONSO, 1986) y rumen de vaca. Los
microorganismos provenientes de estos desechos, son empleados como materia
prima para una celda de combustible microbiana con membrana de intercambio
cationico a escala laboratorio, donde el tratamiento anaerobio provoca una
liberacién de energia, la cual al ser capturada por los electrodos de carbono se
convierte en electricidad. Se emplea una membrana de intercambio catidnico
debido a que presenta mejor rendimiento que otras membranas (Zhang, 2011).
Por otro lado la principal razon para emplear electrodos de carbono es que
presentan un alto rendimiento y una gran durabilidad en el tiempo.

Los tratamientos anaerobios son procesos muy complejos tanto por el nUmero de
reacciones bioquimicas que tienen lugar como por la cantidad de microorganismos
que pueden estar involucrados en ellos. Los estudios bioquimicos vy
microbiolégicos realizados hasta ahora, dividen el proceso de descomposicion
anaerobia de la materia organica en cuatro fases o procesos: Hidrolisis, Etapa
Fermentativa, Etapa Acetogénica y la Etapa Metanogénica, siendo la etapa
fermentativa el punto critico del proceso (Marti, 2006). Una celda de combustible
microbiano es capaz de garantizar la produccion de electricidad optimizando la
etapa fermentativa; adicionalmente no involucra las etapas acetogénica y
metanogénica debido a que no ha sido disefiada para la produccién de biogas. Se
emplearan como datos de éxito del proyecto el rendimiento de los
microorganismos (capacidad de produccion), la conversion en la celda (relacién
entre el rendimiento real y teorico de producto), el rendimiento del proceso
(relacién entre materia suministrada y producto obtenido) y la cantidad de
electricidad capturada en los electrodos.
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1.3.

OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Montaje de una celda de combustible microbiana a escala laboratorio para
evaluar la produccién de electricidad empleando dos in6culos diferentes.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Seleccionar y realizar el montaje a nivel laboratorio de una celda de
combustible microbiana con una membrana de intercambio catidnico.

Determinar si los microorganismos provenientes de las heces de cerdo y el
rumen de vaca permiten la produccion de electricidad en la celda de
combustible microbiana disefiada y construida.

Establecer preliminarmente algunos parametros de  operacion

(Temperatura, pH, Concentracion) y de alimentacion que permitan que
estos microorganismos produzcan electricidad continuamente.

18



2. MARCO TEORICO

Las energias alternativas han sido investigadas en los ultimos afios debido a que
la demanda de energia esta aumentando rapidamente en todo el mundo, y en la
actualidad, la energia mundialmente requerida depende en su mayoria de
combustibles fosiles en el que sus recursos estan disminuyendo y la inflamacién
debido a la produccion de diéxido de carbono tiene graves efectos negativos en el
medio ambiente. Debido a esto, la investigacién sobre la obtencién de energias
renovables a partir de material organico ha tomado un fuerte auge debido a que
estd bien demostrado la capacidad de los microorganismos para producir
combustible; las principales ventajas de la produccién de bioelectricidad por medio
de MFC son la limpieza, la eficacia, la reciclabilidad y la no produccién de
subproductos téxicos (Mansoorian, 2013).

La produccion de electricidad por medio de digestion anaerobia es un tema de
investigacion reciente (Amon, 2006), del cual no se han realizado muchos
estudios. Uno de los pocos que se han llevado a cabo y se han publicado (Pant,
2011), detalla como por medio de la implementacion de los Sistemas
Bioelectroquimicos (BES) se llega a la conclusion que con la aplicacion de
técnicas para la evaluacion de la vida util como la LCA (LifeCycleAnalysis —
Andlisis del Ciclo de Vida),se tiene como resultado funcional 1kW/m® en el
compartimiento de electrodos para la produccién de energia por lo cual trata de 1
a 10kg de COD*m?® de aguas no tratadas (Broughton, 1998).

Adicionalmente, se han estudiado las celdas de combustible para aplicacion en el
tratamiento de aguas residuales (Du, 2008), debido a que las bacterias pueden ser
utilizadas para catalizar la conversion de la materia organica presente en estas
aguas en electricidad (Carmona, 2009). Sin embargo, las celdas de combustible
que pueden utilizar las bacterias, se clasifican en dos tipos: las celdas de
combustible biolégico, que generan electricidad a partir de la incorporacion de
lanzaderas de electrones artificiales (mediadores) y las celdas de combustible
microbiano (MFC) que no requieren la adicion de un mediador. Las MFC
convierten la energia de una forma a otra en presencia de combustible. Los
beneficios del uso de estas celdas son: funcionamiento limpio y seguro, alta
eficiencia energética, bajas emisiones y facilidad de operacion. (Ghangrekar,
2011).

'coD: Chemical Oxygen Demand — Demanda Quimica de Oxigeno.
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Recientemente, se ha demostrado que ciertas bacterias pertenecientes a la familia
Geobacteraceae pueden transferir directamente los electrones a los electrodos
utilizando enzimas redox electroquimicamente activas, como los citocromos, pero
el gran atractivo de las MFC es que no requieren un mediador, los cuales resultan
comunmente muy costosos y pueden ser toxicos para los microorganismos
(Ghangrekar, 2011).

En afos recientes, los investigadores han demostrado que las MFC pueden ser
usadas para producir electricidad a partir de aguas residuales, que contengan
glucosa, acetato o lactato y los estudios de generacion de electricidad a partir de
materia organica de aguas residuales como sustrato, siguen en proceso (Gil,
2010).

Bajo diferentes condiciones como el cultivo del inoculo (puro o mezclado), las
fuentes de sustrato y las cargas externas, las MFC reportan una produccion de
densidad de potencia en un rango de 0,3 a 3600 mW/m?, tal como se muestra en
la Tabla 2.

Tabla 2. Tasas de generacidn de potencia reportada en la literatura.

SUSTRATO DESCRIPCION POTENCZIA
(mW/m"?)
Sedimentos anaerdbicos 16
Almiddén de aguas residuales 19
Almidén de aguas residuales 20
Complejo Aguas residuales domésticas 24
Sedimentos anaerdbicos 28
Aguas residuales domésticas, CE-PEM 28
Aguas residuales domésticas CE no PEM 146
Lactato 0.6 -15
Lactato, Peptona y extracto de levadura 788
Acetato (puente salino) 0.3
Definido Acetato 14 - 49
Glucosa 33 — 3600
Glucosa — CE-PEM 262
Glucosa — CE no PEM 494

Fuente: Ghangrekar, 2011.

Debido a las actuales preocupaciones ambientales y a la inseguridad energética,
hay un interés emergente en encontrar una fuente de energia limpia y sostenible
con un uso minimo o nulo de hidrocarburos (Kim, 2010).
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La Figura 3 muestra un esquema de una MFC, donde se detallan los pasos
caracteristicos del proceso. Inicialmente se colocan los dos electrodos (dnodo y
catodo) en agua y en dos compartimientos separados por una membrana de
intercambio de protones (PEM). La mayoria de los estudios han empleado
electrodos de grafito sélido, grafito fieltro, tela de carbono y electrodos de grafito
recubiertos de platino. Los microbios oxidan el combustible en el compartimiento
del anodo generando electrones y protones. Los electrones son transferidos al
compartimiento del céatodo a través de un circuito externo, mientras que los
protones atraviesan la membrana. Los electrones y los protones son consumidos
en el compartimiento del catodo reduciendo el oxigeno en el agua.

Figura 3. Celdas de Combustible Microbiano (MFC) con los pasos caracteristicos del

proceso.
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e o
Ameter Load & j’_:?_’y., Electrode

Oxidized Fuel _| Anode /éthode
(Effluent) *— Oxidant
Anodophlllc
Biofilm
Eug _— . Reduced
ue —| [_ Oxidant

lan Exchange Membrane
Fuente: Ghangrekar, 2011.

Pasos Caracteristicos: (1) Suministro de oxigeno de la oxidacion del combustible, (2)
Transferencia de electrones de las celdas microbianas al electrodo, (3) Carga eléctrica en el
circuito, (4) Suministro de protones en el compartimiento del catodo, (5) Suministro y
Reduccién de oxigeno al catodo.

El mayor interés en este proceso, es su rentabilidad y que requiere menos energia
que los procesos convencionales de tratamiento de aguas. Con este sistema, se
obtienen concentraciones de metano de aproximadamente 16 mg/L en el efluente.
(Ghangrekar, 2011).

El rendimiento de las MFC es beneficiado con la presencia de otros
microorganismos como en los digestores anaerobicos. Aunque su potencia de
salida es baja en relacion con otros tipos de celdas de combustible, si se tiene en
cuenta la reduccion de su costo esencial, se tiene un método economico de
produccion de energia. (Gil, 2010). También se han desarrollado investigaciones
para optimizar el funcionamiento de las mismas y se reporta un pH optimo de 7,
una resistencia mayor a 500Q, debido a que por debajo de esta, el flujo de
protones y el aporte de oxigeno eran limitados. (Wei, 2011).
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Figura 4. Montaje de una Celda de Combustible Microbiano (MFC).
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Fuente: Ghangrekar, 2011.

En la Figura 4, se presenta el montaje de una MFC con su respectiva membrana y
la ubicacién de los electrodos. Conociendo ya el funcionamiento de los electrodos,
es importante resaltar el papel de la membrana del sistema, el cual es actuar
como aislante eléctrico, permitiendo que los protones se muevan a través de ella.
Sin embargo, el uso de estas puede limitar la aplicacion de las MFC para
tratamiento de aguas residuales debido a que éstas pueden contener sélidos
suspendidos y contaminantes solubles. Adicionalmente las membranas son
bastante costosas, lo cual limita ain mas su aplicacién. Sin embargo, el uso de
éstas enriquecen los microbios electroguimicamente activos que convierten los
contaminantes organicos en electricidad (Jang, 2008).

En general, Ghangrekar llegd a la siguiente conclusién: “la posibilidad de
conversion directa de la materia organica en las aguas residuales a la bio-
electricidad es emocionante, pero la comprension fundamental de la microbiologia
y la tecnologia es necesaria” (Ghangrekar, 2011).

Existe también otra configuracién de las MFC que consiste en una Unica camara
en condiciones anaerobias, un ejemplo de este caso detalla un diagrama sin
membrana como se muestra en la Figura 5, la cual fue hecha de polimetacrilato de
metilo (PMMA) en forma de cilindro con un diametro de 10cm, los electrodos
fueron hechos de grafito con un diametro de 0,5cm aproximadamente
amontonados a 10,2cm de altura y 800cm?® de volumen; la altura total del reactor
era de 60cm. Los electrodos se conectaron con un hilo de cobre a través de una
resistencia de 96Q. La MFC produjo una densidad de potencia de 536mwW/m? (Du,
2008).
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Figura 5. Montaje de Celda de Combustible Microbiana de Gnica camara.
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Fuente: Du, 2008.

Otro caso mas reciente (Zhu, 2011), presenta un esquema de flujo descendiente
como se muestra en la Figura 6, consiste en un tubo cilindrico de vidrio con un
diametro interior de 6cm, una altura de 30cm y un volumen de trabajo de 850mL;
se emplearon electrodos de grafito y sin tratamiento de recubrimiento catalizador.
El anodo y el catodo se conectaron empleando hilo de cobre y una resistencia
variable externa. Este esquema adicionalmente, tiene la parte inferior en forma
conica de manera que el nivel de liguido en la camara se puede ajustar
aumentando o reduciendo la salida de un tubo plastico conectado a esta parte del
equipo, lo cual es un disefio diferente en comparacion a otros sistemas de celdas
de combustible microbiana (Kim, 2002; 2008; Du, 2008) . Este montaje produjo
finalmente una densidad de potencia maxima de 37,4mW/m?.

Figura 6. Montaje de Celda de Combustible Microbiana de Gnica camara con flujo
descendiente.
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Fuente: Zhu, 2011.
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Pese a que la principal materia prima estudiada para la aplicacion de las MFC es
la materia orgénica, debido a que el estudio se realiz6 a partir de la investigacion
de tratamiento de aguas residuales, se han desarrollo investigaciones que buscan
nuevos sustratos para este proceso con el Unico fin de encontrar cada vez un
rendimiento mucho mayor. Unos de estos sustratos, son los microorganismos del
rumen de vaca, el cual se utiliza como biocatalizador, y la celulosa se emplea
como el donador de electrones (Rismani-Yazdi, 2010).

La biomasa de celulosa, incluyendo los productos de los residuos solidos de las
actividades agricolas e industriales, es una de las fuentes renovables de energia
mas abundantes en la tierra. Se han desarrollado métodos quimicos y biolégicos
para la obtencion de electricidad a partir de materiales celuloliticos, mediante la
conversion de estos a etanol, hidrégeno (Hy) y metano, sin embargo se presentan
obstaculos técnicos y econdmicos. Una estrategia alternativa es la conversion
directa de celulosa en energia eléctrica dentro de las MFC (Rismani-Yazdi, 2010).

Este estudio, estuvo basado en investigaciones previas de Niessen et al., donde
se desarrollé un proceso biotecnoldgico de fermentacion para producir hidrégeno
(H2) a partir de celulosa mediante el uso de consorcios anaerobios, y cultivos de
Clostridium spp. en celdas de combustible (Niessen, 2004, 2005, 2006).
Finalmente se demostré que los microorganismos del rumen son capaces de
hidrolizar la celulosa provocando la transferencia de electrones dentro de la MFC.
Este sistema tiene el potencial de generar electricidad a partir de una amplia gama
de residuos celuloliticos agricolas e industriales, por lo que sigue demostrando la
rentabilidad de esta bioelectricidad.

Como se menciond previamente, la investigacion de este sistema continua en
proceso por lo que este proyecto se suma a esta area, teniendo como meta
principal, obtener cada vez una mayor densidad de potencia con materias primas
organicas o provenientes de desechos tanto agricolas como industriales,
manteniendo asi la gran ventaja de este sistema, la cual es su rentabilidad frente a
los métodos convencionales.

24



3. METODOLOGIA

3.1. DISENO DE EQUIPO

La celda de combustible microbiana se disefio a partir de los estudios
mencionados en el marco tedrico acerca de este método de obtencion de
electricidad (Du, 2008; Zhu, 2011). La celda disefiada y construida consta de una
cabina cilindrica fabricada en acrilico de un volumen aproximado de 500cm?
debido a que se trataba de una prueba a escala laboratorio; una membrana de
intercambio catiénico (Nafion 117), debido a que presenta mayor capacidad de
intercambio segun la literatura (Wei, 2011; Villano, 2011); y dos telas de carbono,
una de ellas con platino (0.03 mg/cm? 20% Pt/C - GDE), las cuales cumplen la
funcién de electrodos. La tela de sélo carbono (Freudenberg C, - GDL) cumplia la
funcién de anodo mientras que la que contenia carbono y platino cumplia la
funciébn de catodo. La membrana se encontraba en contacto con la tela de
carbono-platino y abierta al aire, para permitir la interaccién con el oxigeno del
medio. Tanto las telas de carbono como la membrana fueron vendidas por la
empresa Fuel Cells Etc?. Los planos de la celda se presentan en las Figuras 7 y 8
y la fotografia de la celda construida se presenta en la Figura 9.

Figura 7. Planos de la Celda de Combustible Microbiana disefiada vista vertical y superior.

Vista vertical Vista superior

2 Fuel Cells Etc — Commercial Fuel Cell Components, es una tienda online fundada en el estado de Texas,
Estados Unidos. Disponible en linea: <http:/fuelcellsetc.com/>.
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Figura 8. Planos de la Celda de Combustible Microbiana disefiada vista 3D.
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3.2. MONTAJE DE LA CELDA DE COMBUSTIBLE MICROBIANA CON
HECES DE CERDO

Previamente al montaje, se realizd la toma de muestras de las heces de cerdo
requeridas para el procedimiento. Estas muestras fueron suministradas por Italcol
Porcicultura®.

Para iniciar el montaje, se realizé una prueba de fugas por lo que se lleno el
equipo con agua y se realizaron los ajustes necesarios para garantizar que no se
filtrara el contenido del reactor hacia el exterior ni viceversa (Figura 10).

A continuacién se alimenté el equipo con 400mL de la Solucion B (Anexo)
garantizando que las corrientes de entrada y salida quedaran completamente
cerradas a excepcion de la corriente de salida de gases, la cual llegaba
directamente a una solucion de hipoclorito de sodio al 15%, permitiendo que se
minimizaran los olores de dichos gases (Figura 11).

Figura 10. Prueba de fugas previa Figura 11. Montaje inicial de la Celda de
al montaje Combustible Microbiana con heces de
cerdo

8 Granja ubicada en la comuna nororiental de Fusagasugd, en la via Fusa-Sibaté.
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Posteriormente, se instal6 el montaje completo en un bafio de maria a una
temperatura de 38°C (Figura 12) y se dejo adecuar el sistema durante 72 horas.
Pasado este tiempo se instalé una resistencia de 200Q) la cual permite determinar
el flujo continuo de tensién eléctrica (medida en mV) y corriente eléctrica (medida
en pA) para el calculo pertinente de flujo de potencia (medido en mW/m?). Dicho
montaje requeria una alimentacion semicontinua o por pulsos de glucosa-sacarosa
(Solucion C, Anexo) que permitiera que el crecimiento de los microorganismos
cultivados inicialmente se mantuviera y progresara optimamente.

Figura 12. Montaje de la Celda de Combustible Microbiana con heces de cerdo.

A partir de la instalacion de la resistencia en el sistema se comenzaron a tomar los
datos correspondientes a tension y corriente eléctrica y con base a esos datos se
identifico que el sistema podia resistir hasta 5 dias sin alimentacién, sin embargo
para obtener datos continuos y alcanzar el maximo de produccién, el equipo
requeria ser alimentado con la solucion C cada 36 horas aproximadamente y se
tomaron datos diariamente durante un periodo de 2 semanas.
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3.3. MONTAJE DE LA CELDA DE COMBUSTIBLE MICROBIANA CON
RUMEN DE VACA

3.3.1. Alimentada con Celulosa Soluble

Para el montaje de la celda de combustible microbiana con rumen de vaca
(suministrado por el Frigorifico BLE*) alimentada con celulosa soluble (Figura
13), se llevo a cabo el mismo procedimiento del anterior literal, sin embargo en
esta ocasion se agregaron 400 mL de la Solucion E (Anexo) y se alimentd
también de forma semicontinua pero con la Solucién F (Anexo), una solucién
de celulosa soluble.

Figura 13. Montaje de la Celda de Combustible Microbiana con rumen de vaca
alimentada con celulosa soluble.

Los datos se tomaron empleando el mismo procedimiento detallado en el
sistema con heces de cerdo, con la diferencia que se emple6 la alimentacion
respectiva con la Solucion F para este caso.

‘| Frigorifico BLE, anteriormente denominado Frigorifico San Martin de Porres, se encuentra ubicado en la
Carrera 83 No. 17 — 51, en la ciudad de Bogota.
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3.3.2. Alimentada con Desechos Celuloliticos parcialmente Hidrolizados

Para el montaje de la celda de combustible microbiana con rumen de vaca
alimentada con desechos celuloliticos parcialmente hidrolizados (Figura 14) se
realizé un procedimiento adicional (Hidrdlisis 4cida de pasto molido), el cual se
detalla en el literal 3.3. Cabe indicar que este procedimiento se lleva a cabo
debido a que el pasto tiene una membrana celular con alto contenido de
lignina, la cual no puede romperse por Unica accién de los microorganismos,
por lo cual éstos no podrian tener acceso a la celulosa contenida en el pasto
(Mossier, 2005).

Para este caso, se empled el montaje realizado en el literal anterior pero se
modifico la solucion de alimentacién semicontinua por la Solucién G, solucion
de celulosa hidrolizada.

Figura 14. Montaje de la Celda de Combustible Microbiana con rumen de vaca
alimentado con desechos celuloliticos.

A diferencia de los dos casos anteriores, la alimentacién para este caso se
realizo cada 24 horas debido a que la Solucion G era consumida rapidamente
por los microorganismos.
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3.3.3. Hidrélisis Acida de Pasto Molido

Para obtener la celulosa requerida para alimentar continuamente la celda de
una forma mas econdmica se optd por extraerla de un desecho celulolitico tal
como lo es el pasto que se poda a diario en el Campus Universitario de la
Universidad de La Sabana.

El procedimiento que se llevd a cabo para dicha extraccion fue la hidrolisis
acida, debido a que es un procedimiento que presenta 6ptimos resultados para
muestras de pulpa quimica (Willfor, 2009) ademas era el método mas rapido y
sencillo para aplicar en comparacion de otros métodos. Para realizar este
procedimiento, fue necesario secar y posteriormente moler este pasto para
garantizar mayor area de contacto durante la hidrolisis.

El montaje de la hidrdlisis consistia en adicionar 25g de pasto molido a 250mL
de Acido Sulfurico al 72% (H,S0O,) y se dejaron en agitacion a 100°C durante 7
horas, dos sistemas de condensacion con las mismas condiciones (Figura 15).
Al finalizar esta reaccion fue necesario emplear 350g aproximadamente de
Hidroxido de Sodio (NaOH) para neutralizar la totalidad de las soluciones
hidrolizadas, con el fin de realizar un andlisis de azucares reductores (DNS)
para determinar la cantidad de celulosa que se alimentaria posteriormente a la
celda.

Figura 15. Hidrdlisis acida de pasto molido.
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3.4. EXTRACCION DE ADN GENOMICO DE BACTERIAS

Con el fin de determinar la presencia real de microorganismos en el reactor,
durante los diversos casos trabajados, se realiz6 un procedimiento de extraccion
de ADN gendémico de los residuos del reactor en cada uno de los casos,
empleando el kit de asilamiento de ADN microbiano UltraClean™ de la compafiia
MO BIO Laboratories, el cual incluye un protocolo especifico para el manejo del
mismo.

Este Kit nos permite extraer el ADN, siguiendo los siguientes pasos:
= Lisis: en el cual se realiza el rompimiento de las células presentes con
ayuda de calor.
» Precipitacion del ADN: para lo cual se emplean soluciones de etanol
presentes en el kit, la cual lava, limpia y purifica el ADN.
= Resuspension del ADN: se resuspende el ADN ya purificado en agua
otricepta.

3.5. ELECTROFORESIS

Finalmente, se emple6 un procedimiento de electroforesis en gel la cual es una
técnica de separacion de moléculas segun la movilidad en un campo eléctrico y
con la cual es posible determinar la pureza y la cantidad de ADN gendmico que se
extrajo mediante el procedimiento anterior.

Este procedimiento se realizé empleando gel de agarosa en concentracion del 1%
corrido en un buffer de Tris-borato-EDTA (TBE) y a 90 voltios. Después del corrido
electroforético, se realizd una tincion del gel con Sybr green de Invitrogen para
observarlo a través de un transiluminador de luz ultra-violeta, para visualizar las
bandas de ADN gendmico.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Para este proyecto se emple6 la fermentacion anaerobia de heces de cerdo
alimentada con una solucibn de glucosa y sacarosa y de rumen de vaca
alimentada con una solucion de celulosa soluble y de rumen de vaca alimentada
con una solucién de desechos celuloliticos parcialmente hidrolizados.

4.1. CELDA DE COMBUSTIBLE MICROBIANA CON HECES DE CERDO

Por medio del montaje detallado en el literal 3.2, también mostrado en la Figura
16, se logré obtener una densidad de potencia méxima de 159,32 mW/m?, como
se muestra en la Figura 17.

Figura 16. Celda de Combustible Microbiana con heces de cerdo.

Como se observa en la Figura 17, a medida que la alimentacién se suministra de
forma mas continua, la tendencia de produccién de densidad de potencia también
aumenta de forma continua; la alimentacion se suministraba con una frecuencia de
48 horas. De esta forma se logré alcanzar el pico mas alto de densidad de
potencia previamente mencionado.
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Figura 17. Gréafica de produccion de densidad de potencia y alimentacién suministrada
versus el tiempo de fermentacién en la Celda de Combustible Microbiana con heces de
cerdo.
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Esta produccion se considera alta en comparacion con las reportadas en la
literatura, donde encontramos valores desde 33 mW/m? hasta 3600 mW/m? para
sistemas de glucosa (Tabla 2), teniendo en cuenta que un posible medio de cultivo
sin indculo solo seria capaz de producir 4,25 mW/m? (Chen, 2010), lo cual indica
gue las condiciones a las que se mantuvo la fermentacion fueron ideales para el
desarrollo de la misma, facilitando la interaccion de las bacterias alli involucradas
con el sistema. Pese a que no se mantuvieron condiciones anaerobias estrictas,
las bacterias productoras de electricidad contenidas en las heces de cerdo son
capaces de sobrevivir a esas condiciones y con esa alimentacion.

4.2. CELDA DE COMBUSTIBLE MICROBIANA CON RUMEN DE VACA

Después de los buenos resultados obtenidos con las heces de cerdo se decidio
probar un material organico diferente para realizar la comparacion respectiva, para
esto se emple6é rumen de vaca, debido a que este material realiza un tratamiento
anaerobio en el estbmago de las vacas muy similar al requerido en este proyecto,
por lo cual se decidio emplearlo para probar esa misma capacidad de degradacion
realizada en el interior del animal, pero a las condiciones de la celda disefiada.
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Este in6culo de rumen de vaca, requeria una alimentacion de celulosa, para lo
cual se pensd en aprovechar desechos celuloliticos para la alimentacion del
mismo, pero para esto era necesario en primer lugar estabilizar el sistema de
fermentacién con una alimentacion de la cual se tenia una certeza total de acople
de los microorganismos tal como la celulosa soluble.

Teniendo en cuenta esto, se presentan los resultados obtenidos de la Celda de
Combustible Microbiana con rumen de vaca alimentado con celulosa soluble
(literal 4.2.1) y alimentado con desechos celuloliticos, especificamente, hidrolisis
de pasto molido (literal 4.2.2).

4.2.1. Alimentada con Celulosa Soluble

Por medio del montaje detallado en el literal 3.3.1, también mostrado en la
Figura 18, se logr6 obtener una densidad de potencia maxima de 209,43
mW/m?, como se muestra en la Figura 19.

Figura 18. Celda de Combustible Microbiana con rumen de vaca alimentada con celulosa
pura.

Como se observa en la Figura 19, a medida que la alimentacién se suministra
de forma mas continua, la tendencia de produccion de densidad de potencia
también aumenta de forma continua. A diferencia del sistema con heces de
cerdo, el rumen de vaca consumia mas rapidamente el suministro de
alimentacion por lo que en este caso se alimenté con una frecuencia de 24
horas. De esta forma se logré alcanzar un pico de densidad de potencia aun
mas alto que el obtenido con las heces de cerdo.

35



Figura 19. Grafica de produccion de densidad de potencia y alimentacién suministrada
versus el tiempo de fermentacién en la Celda de Combustible Microbiana con rumen de
vaca alimentada con celulosa pura.
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Asi como la produccion de las heces de cerdo se consideré alta en
comparacién con las reportadas en la literatura, la produccién obtenida con el
rumen de vaca fue aun mejor y se puede comparar con los resultados
obtenidos para sistemas de sedimentos anaerébicos como 28mW/m? y para
sistemas de aguas residuales domeésticas CE no PEM donde se obtuvo
146mW/m? (Tabla 2) y tomando como blanco el mismo mencionado para las
heces de cerdo, debido a que la variacién del medio de cultivo en ambos casos
fue minima, lo cual indica que al igual que el montaje con heces de cerdo, las
condiciones a las que se mantuvo la fermentacién fueron ideales para el
desarrollo de la misma, facilitando la interaccion de las bacterias alli
involucradas con el sistema. Pese a que no se mantuvieron condiciones
anaerobias estrictas, las bacterias productoras de electricidad contenidas en
las heces de cerdo son capaces de sobrevivir a esas condiciones y con esa
alimentacion. Adicionalmente, se puede concluir que las bacterias presentes en
el rumen de vaca tienen mayor capacidad de adaptacion y supervivencia en el
sistema disefiado en este proyecto, razon por la cual fue capaz de producir
mayor cantidad de energia que las presentes en las heces de cerdo.
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4.2.2. Alimentada con Desechos Celuloliticos parcialmente Hidrolizados

Con el fin de reducir aln mas los costos de esta obtencion de electricidad, se
empled un desecho celulolitico para la alimentacion del sistema, el cual fue una
hidrolisis de pasto molido (procedimiento detallado en el literal 3.3.3). Esta
solucion contenia 4.40 g/L de azucares reductores, lo cual se calculé a partir
del dato de absorbancia obtenido (0.693) en el andlisis de DNS realizado a la
solucion final, empleando la ecuacion obtenida con la curva de calibracion
mostrada en el Anexo 2, la cual fue suministrada por el laboratorio de
Microbiologia de la Universidad de La Sabana.

Teniendo la solucién de alimentacion, se empez6 a suministrar dicha solucién
al montaje ya implementado con celulosa soluble, y se realiz6 el analisis
correspondiente de los cambios presentados en el sistema. Empleando esta
alimentacion, se logré obtener una densidad de potencia maxima de 77,95
mW/m?, como se muestra en la Figura 20 y tomando como blanco el mismo
mencionado para las heces de cerdo y el rumen de vaca alimentado con
celulosa soluble, debido a que el medio de cultivo fue exactamente el mismo
del caso anterior.

En esta figura también podemos detallar que a diferencia de los casos
anteriores, pese a que la alimentacion se suministra de forma mas continua, la
tendencia de produccién de densidad de potencia ho aumenta de igual forma,
esto se debe a que la cantidad de azUcares reductores Uutiles para la
alimentacion de las bacterias es muy pequefia por lo cual las bacterias la
consumen mas rapido, situacidbn que podria solucionarse empleando un
sistema que permita una alimentacion continua.
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Figura 20. Grafica de produccion de densidad de potencia y alimentacién suministrada
versus el tiempo de fermentacién en la Celda de Combustible Microbiana con rumen de
vaca alimentada con desechos celuloliticos.
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Por otro lado, esta celulosa hidrolizada no era lo suficientemente soluble, por lo
cual se precipitaba instantaneamente (Figura 21) por lo cual no era accesible
para las bacterias que se encontraban adheridas a la membrana y las laminas
de carbono, quienes eran realmente las encargadas de la produccién de
energia. Lo cual nos indica que no es favorable el empleo de desechos
celuloliticos hidrolizados para la alimentacion del sistema debido a que no es
posible obtener celulosa soluble por este método y no permite que las
bacterias aprovechen la alimentacién suministrada.

Figura 21. Solucion de celulosa hidrolizada precipitada.
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4.3. EXTRACCION DE ADN Y ELECTROFORESIS

La extraccion de ADN gendmico se realizo en la muestra final tomada de la celda
después de la prueba con heces de cerdo y con rumen de vaca alimentada con
desechos celuloliticos, debido a que entre las dos pruebas realizadas con rumen
de vaca (alimentada con celulosa pura y desechos celuloliticos) no se desmonto el
equipo, no fue posible realizar este procedimiento para el caso alimentado con
celulosa pura.

En el caso de las heces de cerdo, la extraccion de ADN gendmico se realizd
exitosamente, obteniendo una concentracion aproximada de 80 pug/mL de ADN, lo
cual es una cantidad adecuada para cualquier analisis genético que se pudiera
desarrollar mas adelante. Adicionalmente, esta alta composicion da a entender
gue claramente que si se tiene presencia de microorganismos en las membranas
del reactor, por lo que se puede concluir que realmente la produccion de
electricidad fue realizada por los microorganismos provenientes de las heces de
cerdo La Figura 22 muestra la fotografia de las bandas de ADN gendmico
obtenidas en este procedimiento.

Por el contrario, en el caso del rumen de vaca alimentado con desechos
celuloliticos (Figura 23), no es posible evidenciar claramente las bandas
producidas, esto se debe a que no fue posible extraer exitosamente el ADN
gendmico. Esto pudo ser causado por la contaminacion que pudo provocar el
alimento de celulosa hidrolizada, lo cual pudo generar interferencia en la
extraccion.

Figura 22. Bandas de ADN gendmico de Figura 23. Bandas de ADN gendmico de
la muestra final de la celda de combustible la muestra final de la celda de combustible
microbiana con heces de cerdo. microbiana con rumen de vaca.
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5. CONCLUSIONES

La celda de combustible microbiana disefiada con una sola camara anaerobia,
es capaz de mantener las condiciones necesarias para el adecuado desarrollo
de las bacterias productoras de energia.

El inéculo de heces de cerdo en la celda disefiada y a las condiciones
establecidas (pH 7, 38°C, anaerobiosis) y alimentado con glucosa y sacarosa
es capaz de producir hasta 159,32 mW/m?.

El in6culo de rumen de vaca en la celda disefiada y a las condiciones
establecidas (pH 7, 38°C, anaerobiosis) y alimentado con celulosa soluble es
capaz de producir hasta 209,43 mW/m?.

El in6culo de rumen de vaca en la celda diseflada y a las condiciones
establecidas (pH 7, 38°C, anaerobiosis) y alimentada con celulosa hidrolizada
es capaz de producir hasta 77,95 mW/m?.

La celulosa hidrolizada no es capaz de solubilizarse en el in6culo de rumen de
vaca, por lo cual no es un alimento adecuado para este tipo de procesos que
no contiene agitacion.

A causa de la insolubilidad de la celulosa hidrolizada, el procedimiento de
extraccion de ADN no es factible debido a que interfiere en el rompimiento de
las células.

Las celdas de combustible microbiano son un método de obtencion de energia
alternativa que puede reducir los costos de produccion de la misma y tiene un
gran campo de investigacion aun pendiente por desarrollar.
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6. RECOMENDACIONES

Si se desea replicar este proyecto, se recomienda investigar nuevas membranas
mas econdmicas como las de fibra de vidrio, con el fin de evaluar la capacidad de
interaccion de las bacterias con el medio aerobio por medio de la misma. También
es posible investigar en otra forma de aprovechar los desechos celuloliticos para
alimentar el sistema con rumen de vaca, o la posibilidad de convertir la celulosa
obtenida en un producto soluble.

Finalmente, como continuidad de este proyecto se podria realizar un analisis de
pirosecuenciacion genética para determinar finalmente cuales fueron los
organismos que sobrevivieron a las condiciones prestadas siendo capaces de
generar la energia, con el fin de garantizar la replicacibn adecuada de este
proyecto.

7. RECURSOS ECONOMICOS, MATERIALES Y EQUIPOS

La presente investigacion se realiz6 bajo condiciones de laboratorio en los
laboratorios de la Facultad de Ingenieria del Campus Universitario de la
Universidad de La Sabana ubicada en el km 7 de la Autopista norte de Bogota, en
el municipio de Chia, Cundinamarca.

La Universidad de La Sabana, también proporciond los materiales basicos para el
montaje y operacion del equipo tales como reactivos, termémetros, erlenmeyers,
probetas, agitadores, entre otros. Por otro lado, las materias primas, como las
heces fecales de cerdo, fueron suministradas por Italcol Porcicultura, el rumen de
vaca por el Frigorifico BLE, y los desechos celuloliticos (pasto podado) por la
Universidad de La Sabana®.

® La Universidad de La Sabana, debido a su gran cantidad de zonas verdes se ve en la necesidad de podar el
pasto diariamente por lo que se obtienen aproximadamente 2 toneladas diarias del mismo, los cuales van
directamente a la basura.
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Los elementos que conforman el equipo tales como la celda en acrilico, la
membrana de intercambio cationico Nafion 117, las telas de carbono y carbono-
platino (electrodos), los acoples de Nylon, los empaques siliconados, la manguera
siliconada, el multimetro y demdas recursos financieros solicitados para el
desarrollo del proyecto fueron suministrados por el director de proyecto de grado,
Jorge Eduardo Cortdzar GOémez. La Tabla 3 presenta el costo detallado del
proyecto, dando como resultado un costo total de $ 1.119.900 (COP).

Tabla 3. Costo detallado del proyecto.

Producto Cantidad Costo ($, COP)
Celda en acrilico 1 30.000
Manguera Siliconada 2m 80.000
Acoples de Nylon 3 12.000
Empaque Siliconado 1,20 m° 27.000

Tornillos 18 6.000
*Tela de Carbono-Platino (C-Pt) 0,06 m° 298.350
*Tela de Carbono (C,) 0,06 m° 346.850
*Membrana de Intercambio 2

Catiénico Nafion 117 0,04 m 319.700

* El costo de las telas de C, y C-Pt y de la membrana incluyen el valor del envio y los impuestos, debido a que fueron
importadas de Estados Unidos.
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9. ANEXOS
9.1. Anexo 1. Composicion de las Soluciones.

En este anexo se detallan las composiciones® de las soluciones A, B, C, D, E, Fy
G referidas previamente.

» Solucion A: Buffer de pH 6,5y 0,5M empleado para preparar la solucion B.

Tabla 4. Composicion de la Solucién A.

Compuesto Cantidad
Fosfato de Potasio Dibasico 33,56 g
Fosfato de Potasio Monobasico 4198 ¢g
Glucosa 5¢g
Sulfato de Sodio 0,69
Acido acético 1mL

= Solucién B: Preparacion de in6culo de heces de cerdo disuelto en la

solucién A.
Tabla 5. Composicion de la Solucién B.
Compuesto Cantidad
Solucién A 500 M
Heces de Cerdo 100 g

= Solucién C: Alimentacién de glucosa y sacarosa empleada en el sistema
de heces de cerdo.

Tabla 6. Composicion de la Solucién C.

Compuesto Cantidad

Fosfato de Potasio Dibasico 0,69
Glucosa 59
Sacarosa 59
Carbonato de Sodio 39
Bicarbonato de Sodio 39
Cloruro de Amonio 0,69
Sulfato de Sodio 0,649
Acido acético 20 mL

6 .. , ; . .y .y
Todas las composiciones aqui presentadas estan en base de 1 litro de solucidn, a excepcion de las
soluciones B, E y G que referencian un volumen aproximado a las cantidades de la tabla.
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»= Solucién D: Buffer de pH 6,0 y 0,5M empleado para preparar la solucion E.

Tabla 7. Composicion de la Solucién D.

Compuesto Cantidad
Fosfato de Potasio Dibasico 33,56 g
Fosfato de Potasio Monobasico 41,98 g
Celulosa Soluble 59
Sulfato de Sodio 0,69
Acido acético 1mL

» Solucién E: Preparacion de inéculo de rumen de vaca disuelto en la
solucion D.

Tabla 8. Composicién de la Solucién E.

Compuesto Cantidad
Solucién D 350 M
Solucién F 100 mL
Rumen de Vaca 100 g

= Solucién F: Alimentacién de celulosa pura empleada en el sistema de
rumen de vaca.

Tabla 9. Composicion de la Solucion F.

Compuesto Cantidad

Fosfato de Potasio Dibasico 0,649
Celulosa Soluble 10g¢g
Carbonato de Sodio 39

Bicarbonato de Sodio 39

Cloruro de Amonio 0,69
Sulfato de Sodio 0,69
Acido acético 20 Ml

= Solucion G: Alimentacion de celulosa hidrolizada empleada en el sistema
de rumen de vaca.

Tabla 10. Composicion de la Solucién G.

Compuesto Cantidad
Pasto Molido 509
Acido Sulfarico al 72% 500 mL
Hidréxido de Sodio 3509
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9.2.

Anexo 2. Curva de Calibracién DNS

Figura 24. Curva de calibracién de DNS.
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