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Abstract-In the search for new fuels capable of generating
electrical energy in a sustainable and environmentally friendly way,
this research used the yeast Galactomyces sp in low-cost, laboratory-
scale microbial fuel cells to provide a new innovative solution.
Microbial fuel cells were made of polyethylene with zinc and copper
electrodesasanode and cathode, respectively. Managing to generate
peak values of current and voltage in open circuit of 4.23033 £
0.3102 mA and0.7522 +0.03573 V, with an optimal pH of 7.84772
+ 0.21744 and peak electrical conductivity of the substrate of
58.89078 £2.51661 mS/cm. Similarly, the power density displayed
was4.749 +0.294 Wicm2 with a current density of 351.086 mA/cm 2.
Finally, the microbial fuel cells were connected in series, generating
2.60 V and turning on a green led light. Givingin thisway a newand
promising use of this yeast to generate electricity

Keywords-- Galactomyces sp, generation, voltage, current,
yeast.

Resumen- En la bisqueda de nuevos combustibles capaces de
generar energia eléctricade forma sostenible y amigable con el
medio ambiente, esta investigacion utilizé la levadura Galactomyces
sp en celdas de combustible microbiana a escala de laboratorio y
bajo costo, para dar una nueva solucién innovadora. Las celdas
de combustible microbiana se fabricaron de polietileno con
electrodos de zinc y cobre como anodo y catodo, respectivamente.
Logrando generar valores picos de corriente y voltaje en circuito
abierto de 4.23033+£0.3102mAy 0.7522 + 0.03573 V, con un pH
optimo de 7.84772 £ 0.21744y conductividad eléctrica pico del
sustrato de 58.89078 +2.51661 mS/cm. De la misma forma, la
densidad de potencia mostrada fue 4.749 = 0.294 W/cm? con
densidad de corriente de 351.086 mA/cm?. Por Gltimo, las celdas de
combustible microbiana se conectaron en serie, generando 2.60
V' y logrando encender un foco led verde. Dando de esta forma
una nueva y un prometedor uso de esta levadura para generar
electricidad.

Palabras claves— Galactomyces sp, generacion, voltaje,
corriente, levadura.

l. INTRODUCCION

En las Gltimas décadas factores como la industrializacién,
el desarrollo econémico y el aumento poblacional han traido
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consigo diversas problematicas [1] entre las mas resaltantes el
calentamiento global y el cambio climético, debido al aumento
de la demanda de energia, lo que ha tenido un impacto
ambiental significativo debido a la emision de gases de efecto
invernadero en consecuencia de la utilizacion de los
combustibles fésiles [2]. En respuesta a esta problemética han
surgido a lo largo de los afios diversas alternativas para la
generacion de energia limpia, dentro de estas tecnologias se
encuentran las celdas de combustibles microbianas (CCM),
sistemas bioelectroquimicos que generan electricidad a partir de
la interaccién de microorganismos que participan en el proceso
de descomposicion de la materia organica presente en los
sustratos utilizados en las CCM, generando electrones [3]; la
singularidad de estos sistemas reside en el hecho de su potencial
para la generacion de electricidad y el tratamiento de aguas
residuales [4].

Las CCMs presentan diversas configuraciones entre ellas
las més conocidas son las celdas de combustible microbianas
de doble cdmara que constan de dos cémaras, una anddica
donde los microorganismos degradan la materia organica
generandose electrones los cuales viajan a través de un circuito
hacia el catodo [5]; cabe mencionar que dentro de estos sistemas
se suele emplear el oxigeno como aceptor de electrones ya que
posee un alto potencial de oxidacion y a su facil disponibilidad
[4]. Asimismo, otra configuracion que se presenta son las CCM
de una sola camara, asi como también otras innovaciones como
las CCM de placa plana, biosolar, apilada y las CCM de lecho
compacto para funcionamiento continuo, entre otras [5].Existen
diversos factores que influyen en el desempefio de las CCM,
entre ellos los combustibles (sustrato) que se pueden emplear,
es asi que se han investigado una serie de sustratos desde los
maés sencillos los cuales son féciles de degradar como el acetato
y la glucosa, a sustratos mas complejos como las aguas
residuales, biomasa vegetal residual como los residuos
agricolas, sustratos que contribuyen a  establecer una
comunidad microbiana diversa y electroquimicamente activa
[6]. Ademas de ello los microorganismos también juegan un
papel importante en el funcionamiento y desempefio de las
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CCM, ya que son los encargados de descomponer la materia
organica para generar protones Yy  electrones, los
microorganismos empleados dentro de las CCM pueden ser los
microbios presentes de forma natural en los sustratos, asi como
también microorganismos cultivados artificialmente [3].

En tal sentido microorganismos como las levaduras
destacan ya que se consideran biocatalizadores ideales en las
CCM debido a que poseen la capacidad de metabolizar una
amplia gama de sustratos, por ejemplo, especies como la
Candida melibiosica, Hansenula anémala y Saccharomyces
cerevisiae [7] siendo esta Ultima especie muy utilizada; en un
estudio realizado por Permana et al., evalud el rendimiento de
las CCM con y sinel azul de metileno como mediador de
electrones  utilizando  Saccharomyces  cerevisiae  como
biocatalizadores y glucosa como sustrato para generar
electricidad. A partir de lo cual se produjo 5,5x10-5A de
corriente, 0,886 V de potencial, 4,48x10-3 W/m2 de densidad
de potencia y 4,14x10-3 J de energia, obteniéndose dichos
resultados con la utilizacién del mediador [8]

Asi mismo se han empleado otros microorganismos dentro
de las CCM como por ejemplo la levadura Galactomyces un
género de hongos perteneciente a la familia Dipodascaceae [9]
que presenta hifas de soporte de gametangios y conidios de
Geotrichum  formados en colonias blancas y lisas,
habitualmente esta especie se encuentra en el suelo, el agua, el
aire, asi como también en frutas y verduras como las uvas, los
platanos, los citricos, los tomates y en productos lacteos [10].

Estudios han mostrado que la levadura Galactomyces sp.

posee la capacidad de crecer entre niveles pH 2,5y pH 7,0,
llegando a sobrevivir hasta pH 2,0 [11]. En cuanto a sus
aplicaciones esta especie destaca en la industria de la belleza
por sus propiedades [12], es asi que el filtrado de fermento de
esta levadura es empleado como agente hidratante [13].
Asimismo, esta especie es utilizada en la industria alimentaria
debido a su actividad bioquimica [14].
También se han empleado en la biotecnologia, Chaijak et al.
investigaron el mejoramiento de la generacion de electricidad
mediante CCM a partir de la utilizacion de la levadura
Galactomyces reessii, productora de laca, como biocatalizador,
dentro de las CCM se emplearon aguas residuales de caucho
como sustrato, se produjo una densidad de potencia y de
corriente fue de 59 mWm-2 y 253 mAm-2, asimismo se generd
una tension de 250 mV, corriente y un aumento del 70% del
potencial de la media celda [15]. En tal sentido se demuestra
que los hongos poseen un gran potencial de actuar como
electrégenos o catalizadores catodicos, por lo cual son capaces
de generar electricidad como resultado de sus procesos
metabolicos [16].

Dentro de este contexto cabe mencionar que el objetivo de esta
investigacion es evaluar la generacion de electricidad,
utilizando como sustrato a la levadura Galactomyces sp en

medio minimo de Sales, en un tipo de celda de combustible
microbiana de una sola camara fabricadas a bajo costo, con
electrodos de Zn-Cu, monitoreando su voltaje, pH,
conductividad, corriente, densidad de corriente y potencia
durante 15 dias. Esta investigacion dard un nuevo uso de este
tipo de levadura ecoamigable con el medio ambiente ayudando
a contralar el efecto invernadero.

Il. MATERIALES Y METODOS

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

Las celdas de combustible microbiana fabricadas, tres en
total, fueron de recipientes de polietileno, a las cuales se le
realizd un orificio de 10 cm? a un 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.

2.2 Aislamiento de la levadura:

Se tomd una alicuota de muestra de jugo de uva fermentada
y se sembr6 por la técnica de agotamiento por estria, en el
medio Agar Saouraud , incubandose a 30 °C por 48 horas.
Trascurrido el tiempo se observd colonias aisladas la cual se
realiz6 una coloracién Gram para verificar la pureza de la cepa
[17].
Para luego resembrarla en tubos inclinados con Agar
Sabouraud Dextrosa para su posterior identificacion.

2.3 ldentificacién Molecular de Galactomyces sp

La identificacién molecular fue realizada por el Centro
de Andlisis e Investigacion del laboratorio “Biodes
Laboratorios”. Por ello, se envié un cultivo puro de la levadura,
la cual se le realizara la extraccion de material genético (ADN)
mediante el método de extraccion CTAB [21] y luego los
productos de la PCR fueron secuenciados en el laboratorio
Macrogen (EEUU) [22], posteriormente se analizaron en el
Software bioinformatico MEGA X (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) y luego ser alineadas y comparadas con
otras secuencias en el programa bioinforméatico BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) para obtener el porcentaje de
identidad para la identificacion de hongos. Las regiones
secuenciadas y analizadas en el programa BLAST obtuvo un
porcentaje de identidad del 95.68 % la cual corresponde a la
especie Galactomyces sp (Tabla 1).
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TABLA 01: Caracterizacion BLAST de la secuencia del ADNr
de la levadura aislada de la placa del anodo de la CCM.

Length of %
Consensus Maximum
Sequence (nt) Identidad

Accession
Number

BLAST

Characterization Phy logeny

Cellular organisms;
Eukaryota;
Opisthokonta;
Fungi; Dilarya;
Ascomycota;
saccharomyceta;
Saccharomy cotina;
Saccharomy cetes;

Saccharomy cetales;
Dipodascaceae;
Geotrichum

Galactomyces

337 95.68 MK381259.1

sp.*

2.4 Preparacion del inéculo para la Celda de Combustible
Microbiana

A partir de un cultivo de 24 horas de Galactomyces sp se
realizdé una suspensioén en 20 ml de solucidn salina fisiol6gica
estéril (SSFE) de 0.85%, ajustando al con el tubo N° 3 de Mc
Farland (9 x 10 8 UFC/ml) y se agregd en 80 ml de medio
minimo mineral tamponado con buffer de fosfatos, de acuerdo
a la siguiente composicion (g/L): CaCl2, 0.01; KH2PO4, 3;
NH4CI, 1; NazHPO4,6; NaCl, 0.5; MgSO4-7H>0, 0.246, luego
se homogenizé y se repartié equitativamente en las celdas de
combustion microbiana. Todo el proceso se llevé a cabo a
temperaturaambiente (20 + 2°C). Se realiz6 por triplicado [22].

2.5 Caracterizacion 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
[23], 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.

I1I. ANALISIS Y RESULTADOS

En la Fig 01(a) se registra las caracteristicas
microscopicas hifas verdaderas, gruesas, que se tabican
formando numerosos artroconidios rectangulares [18], mientras
que en la Fig 01(b) se observd las caracteristicas macroscépicas
colonias blancas, levaduriforme alrededor de la colonia se

genera hifas sumergidas al medio que da la apariencia como
vidrio esmerilado [19-20].

‘,aé J B30 :L',‘ 5

Fig. 01: a) Microscopia de Galactomyces sp mediante coloracién Gram (100 X)
y b) Vista macroscopica de colonias de Galactomyces sp en Agar Sabouraud
Dextrosa usando un fondo oscuro.
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Fig. 02: Valores de (a) voltaje y (b) corriente de las celdas de
combustible microbiana.

20" LACCE! International Multi-Conference for Engineering, Education, and Technology: “ Education, Research and Leadership inPost-pandemic
Engineering: Resilient, Inclusive and Sustainable Actions”, Hybrid Event, Boca Raton, Florida- USA, July 18 - 22, 2022. 3



Los valores de voltaje mostrados en la Fig. 02 (a) se obversa un
incremento de los valores hasta el décimo dia (0.7522 + 0.03573
V) para después decaer hasta el Gltimo dia (0.5884 + 0.04755)
de monitoreo. Las variaciones de voltaje del sustrato pueden
estar influenciadas por el desarrollo de microorganismos en las
CCMs, como por ejemplo, desde los sustratos utilizados pueden
0 no degradarse féacilmente, que afecta el crecimiento de
microorganismos [24-25]. Mientras que la Fig. 02 (b) se
muestran los valores de corriente generados en monitoreo de
quince dias; los valores de corriente aumentan desde el primer
dia (2.49293 + 0.03512 mA) hasta el onceavo dia (4.23033 +
0.3102 mA) paradespués disminuir hastael Gltimo dia (3.87238
+ 0.40041 mA) de monitoreo. Debido a esto la generacion de
electricidad se debe principalmente a la oxidacion del sustrato
(levadura Galactomyces sp.) donde se producen electrones y
son captados por el electrodo anddico, y pasan al electrodo
catodico generando un flujo de electrones [26].
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Fig. 03: Monitoreo de los valores de (a) pHy (b) conductividad
de las celdas de combustible microbiana.

En la Fig. 03 (a) se observa los valores de pH
monitoreados durante los 15 dias, mostrando valores desde
ligeramente 4cido hasta ligeramente basico. El pH dptimo para
esta levadura dentro de las celdas de combustible microbiana
fue de aproximadamente 7.84772 + 0.21744. Los aumentos de
pH se deben principalmente a los diferentes componentes del
sustrato en cuanto a la microbiota y componentes estructurales,
como la glucosa, causantes de la generacion eléctrica [27].
Mientras que en la Fig. 03 (b) se muestra los valores de la
conductividad eléctrica del sustrato, donde se puede observar el
incremento desde el primer dia (25.229 + 0.173) hasta el
onceavo dia (58.89078 + 2.51661 mS/cm) para luego decaer
lentamente hasta el dltimo dia (47.00623 £+ 3.2015 mS/cm). El
aumento de la conductividad eléctrica se debe a la reduccién de
la resistencia interna del sustrato utilizado [28].
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Fig. 05: Esquematizacion del proceso de generacion de
Bioelectricidad a través de celdas de combustible microbiana.
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En la Fig. 04 se observa los valores de la densidad de
potencia (DP) y voltaje en funcion de la densidad de corriente
(DC), siendo su DPuax de 4.749 + 0.294 W/cm? en una DC de
351.086 mA/cm? con un voltaje pico de 0.7547 + 0.0245 V.
Aungue no existe reportes sobre el uso de esta levadura, se
puede comparar las densidades de potencia con otro tipo de
microorganismos, por ejemplo, Negassa et al. (2021) trabajo
con Geobacter spp. logrando generar picos maximos de DP de
0.35 W/m? siendo éste un valor menos que el nosotros
reportamos [29]. En la Fig. 05 se muestra el proceso de
generacion de energia eléctrica, conectadas en serie, donde se
logré generar picos de 2.60 V conectadas en seria lo suficiente
para encender un foco led verde.

IV. CONCLUSIONES

Se logro fabricar celdas de combustible microbiana a bajo
costo, utilizando electrodos de Zinc y Cobre, y generar
bioelectricidad usando como combustible a la levadura
Galactomyces sp la cual fue identificada molecularmente.
Siendo el voltaje y corriente maxima de 0.7522 + 0.03573 Vy
423033 £ 0.3102 mA en el décimo y onceavo dia,
respectivamente. De ésta forma, el pH 6ptimo generado fue de
7.84772 = 0.21744 y la conductividad maxima del sustrato
mostrado fue de 58.89078 + 2.51661 mS/cm en el onceavo dia.
Las celdas mostraron una densidad de potencia maxima de
4.749 + 0.294 W/cm? para una densidad de corriente de 351.086
mA/cm? en un voltaje pico de 0.7547 + 0.0245 V. Finalmente
se conectaron las tres celdas de combustible microbiana
fabricadas en serie, logrando generar 2.60 V y encender un foco
led verde. Esta investigacion da los primeros inicios sobre la
utilizacion de la levadura Galactomyces sp en la generacion de
energia eléctrica.
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