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Uticaj temperature na
uspostavljanje napona kod
mikrobioloskih gorivnih
Celija sa biokatodom

MikrobioloSke gorivne Celije su bioelektrohemij-
ski sistemi koji koriste metabolizam bakterija za
proizvodnju struje, odnosno konvertuju hemij-
sku energiju u elektricnu. Sastoje se od anodne i
katodne komore, slanog mosta i provodnika. Cilj
ovog istraZivanja je bio da se ispita efikasnost
biokatode i da se uporede vrednosti napona na
razlicitim temperaturama. U anodnu komoru je
zasejan bakterijski soj koji oksiduje hranljivu
materiju, u ovom istrazivanju Bacillus subtilis, a
u katodnoj komori se nalazio bakterijski soj koji
redukuje hranljivu materiju, Pseudomonas aeru-
ginosa. Sistem je postavljan na temperaturu od
37°C, suboptimalnu za B. subtilis i optimalnu za
P. aeruginosa, i temperaturu od 41°C kao tempe-
raturni maksimum za P. aeruginosa. Eksperi-
ment je raden u triplikatu uz odgovarajuce kon-
trole. Svaka postavka je pracena 35 h. Utvrdeno
je da mikrobioloske gorivne Celije sa bioka-
todom ne proizvode znacajno vise napone od
klasicnih mikrobioloskih gorivnih Celija. Najvisi
naponi su se javili u biokatodnoj gorivnoj celiji i
u klasicnoj mikrobioloskoj gorivnoj celiji gde je
u jednoj komori Bacillus subtilis, a u drugoj
samo medijum. Takode, kod biokatodne gorivne
Celije visi naponi se javljaju na temperaturi od
41°C u odnosu na temperaturu od 37°C.

Uvod

MikrobioloSke gorivne Celije predstavljaju
bioelektrohemijski sistem koji koristi meta-
bolizam bakterija za proizvodnju struje. Klasi¢ne
mikorbioloSke gorivne Eelije se sastoje iz dve
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komore; u anodnoj komori nalazi se tecna bakte-
rijska kultura ili biofilm koji oksiduje organsku
materiju, a u katodnoj komori akceptor elek-
trona, §to je najcesce O,. Elektrode su medu-
sobno povezane provodnom Zicom, a komore su
povezane sonim mostom ili polupropustljivom
membranom. Pri procesu oksidacije se oslo-
badaju elektroni i joni. Transfer jona vrsi se
pomocu sonog mosta, a kretanje elektrona kroz
provodnik (Deepika et al. 2013).

Tokom poslednjih nekoliko godina poseban
znacaj se daje mikrobioloSkim gorivnim éeli-
jama sa biokatodom. One, takode, predstavljaju
dvokomorne mikrobioloSke ¢elije koje su me-
dusobno povezane sonim mostom. U anodnoj
komori nalazi se bakterija koja vrsi oksidaciju
organske materije, koju koristi kao izvor energije
i ugljenika, a u katodnoj komori bakterija koja
redukuje materiju. Sema mikrobioloske gorivne
celije sa biokatodom je prikazana na slici 1. Za
razliku od biokatodnih gorivnih éelija, kod kla-
si¢nih gorivnih Celija se u katodnoj komori desa-
varedukcija O, uz pomo¢ katalizatora u sterilnim
uslovima. Kod biokatodnih éelija mikro-
organizmi imaju i ulogu katalizatora (Chen et al.
2008). Neke od prednosti mikrobioloskih éelija
sa biokatodom su u tome $to se mogu koristiti i za
uklanjanje nitrata — elektroni koji prelaze iz ano-
dne u katodnu komoru omogucavaju redukciju
do nitrita, monoksida i dioksida azota ili potpunu
redukciju do elementarnog azota uz prisustvo
odredenih vrsta bakterija, a takode, omogucavaju
izdvajanja odredenih metala iz minerala.

Rodovi bakterija Pseudomonas i Bacillus su
do sada koriSc¢eni za konstrukciju klasi¢nih mi-
krobiologkih éelija, ali nisu za mikrobioloske go-
rivne Celije sa biokatodom.
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Slika 1. Sematski prikaz
mikrobioloske gorivne Celije sa
biokatodom: u anodnoj komori je
bakterijski soj koji oksiduje, a u
katodonoj bakterijski soj koji
redukuje materiju. Prelaskom
elektrona kroz provodnik od
anodne do katodne komore, stvara
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se struja.

Figure 1. Scheme of a microbial
fuel cell with biocathode: in the
anode chamber is the bacterial
strain which oxidizes, while in the
cathode chamber there is the
bacterial strain which reduces

Anodna komora Soni most

Pseudomonas aeruginosa je gram negativna
StapiCasta bakterija, optimalna temperatura za
njen rast je 37°C, ali moZe da opstane na tempe-
raturama od 4-42°C (LaBauve i Wargo 2012).
Pseudomonas aeruginosa je pogodna bakterija
za katodnu komoru jer omogucéava redukciju
hranljive materije.

Bacillus subtilis, kao vecina gram pozitivnih
bakterija, moze oksidovati organsku materiju
tako da je pogodna za anodnu komoru. U labo-
ratorijskim uslovima opstaje na temperaturama
od 11 do 52°C (Budde et al. 2006).

Cilj ovog istrazivanja je da se utvrdi uticaj
temperature na napon pri temperaturama od 37 i
41°C kod mikrobioloskih gorivnih éelija sa bio-
katodom, kao i ispitivanje efikasnosti biokatode.
Ove vrednosti temperature su odabrane jer je
37°C optimalna temperatura za rast bakterijskog
soja P. aeruginosa, a suboptimalna za rast bakte-
rijskog soja B. subtilis, dok je temperatura 41°C
temperaturni maksimum za prvi soj i subopti-
malna za drugi.

Materijal 1 metode

Konstrukcija mikrobioloskih gorivnih ¢elija:
Po dva erlenmajera su napunjena LB podlogom
(10 g kazein hidrolizata, 5 g ekstrakta kvasca, 5 g
NaCl) i povezana slanim mostom. Slani mostovi
su pravljeni tako §to su plasti¢ne cevi duZine
45 cm i pre¢nika 0.4 cm punjene 2% rastvorom
agaroze, a potom su potapane u 1 M NaCl. Gra-
fitne elektrode dimenzija 5 x 3 x 2 cm su uronjene
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Katodna komora

matter. The flow of electrons
through a wire from anode to
cathode chamber induces
electricity.

u medijum i povezane provodnikom. U anodnu
komoru je sipana 0.008% suspenzija Bacillus
subtilis, a u katodnu komoru Pseudomonas aeru-
ginosa.

Pored jedne mikrobioloske celije sa biokato-
dom, konstruisane su joS$ tri kontrolne ¢elije.
Jedna kontrolna mikrobioloska gorivna celija u
anodnoj komori je sadrzala suspenziju Bacillus
subtilis, a u katodnoj komori se nalazila samo
podloga, druga je u anodnoj komori sadrzala su-
spenziju Pseudomonas aeruginosa, a u katodnoj
samo podlogu, dok je treca predstavljala abioti-
¢ku kontrolu — u obe komore se nalazila samo
podloga.

Opticka gustina je merena na 620 nm, na po-
Cetku i na kraju eksperimenta kako bi se utvrdilo
kako se menja brojnost bakterija u komorama.

Nakon konstrukcije mikrobioloskih gorivnih
cCelija i odredivanja opti¢ke gustine, biokatodna
mikrobioloska gorivna ¢elija i kontrolne posta-
vke su inkubiranje na odgovaraju¢im temperatu-
rama.

Napon je meren tokom 3 dana na svaka 4 h.
Medutim, zbog nepostojanosti napona na svaka
4 h nije oCitavana jedna vrednost, ve¢ je napon
meren u intervalu od 1 min, gde su beleZene vre-
dnosti na svakih 10 s.

Rezultati 1 diskusija
U literaturi su dostupna istraZivanja sa kla-

si¢nim mikrobiloSkim gorivnim ¢elijama gde je
ceo sistem, samo jedna komora ili samo podloga
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Slika 2. Sematski prikaz
zatvorenog elektri¢nog kola koji
¢ine naponski izvor —

1L

mikrobioloska gorivna ¢elija, RC
filter i realni voltmetar gde je U
napon izvora, Ryj otpornost samog
izvora (mikrobioloske gorivne
¢elije), Rt otpotnost otpornika koji
je povezan na ceo sistem (mada je
uklanjan tokom merenja), C je
kapacitivnost kondenzatora, Ryy je
otpornost samog unimera i V'

__________________

Naponskiizvor RC filter

zagrevana ili hladena. IstraZivanja su radena na
temperaturama od 4 do 35 °C i pokazano je da je
napon najnizi na 4, a najvisi na 35°C (Larrosa-
-Guerrero et al. 2010). Stoga, oCekuje se da se
visi naponi javljaju na viS§im temperaturama.
Medutim, uticaj biokatode na generisanje na-
pona u mikrobioloSkim gorivnim ¢elijama na
razli¢itim temperaturama do sada nije istraZivan.

Mikrobioloska gorivna éelija povezana na
unimer ¢ini zatvoreno elektri¢no kolo prikazano
na slici 2.

Unimer u sebi sadrzi RC-filter, tako da on,
zapravo, meri napon na kondenzatoru. Mereni
napon se menja sa vremenom i njegova vrednost
je data jednacinom:

g —U-R,-i.

Poznato je da je struja i jednaka koli¢ini na-
elektrisanja dg koja protekne kroz poprecni pre-
sek za vremenski interval dt, to jest:

;=44
S di

IzraZzavanjem jacine struje iz prethodne jed-

nacine i zamenom u ovu, dobija se diferencijalna
jednacina prvog reda po g. Uz standardni postu-
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napon koji se meri.

Realni voltmetar Figure 2. Scheme of an enclosed

electric circuit which consists of
voltage source — microbial fuel
cell, RC filter and voltmeter
where U is voltage at source, Ryi
is the internal resistance of the
voltage source (microbial fuel
cell), Ry is the resistance of an
additional resistor (which was
climinated during the
measurements), C is the capacity
of a capacitor, Ryy is the internal
resistance of the voltmeter and V'
is measured voltage.

pak reSavanja dobija se da je merena vrednost
napona jednaka:

U=U(-e k),

gde je U merena vrednost napona, U; napon
izvora (mikrobioloske gorivne ¢éelije), ¢ proteklo
vreme, R unutrasnji otpor izvora napona i C
kapacitivnost kondenzatora.

Dakle, zbog velike unutra$nje otpornosti
mikrobioloske gorivne Celije, pretpostavljeno je
bilo da ¢e napon rasti tokom vremena. Prema
datoj teorijskoj osnovi, ocekivana je bila stabili-
zacija napona na odredenoj vrednosti. Medutim,
tokom merenja od 1 min nije dolazilo do stabili-
zacije napona, te su stoga prikazane maksimalne
izmerene vrednosti, tj. srednje vrednosti maksi-
malnih vrednosti iz tri ponavljanja eksperimenta.

Na slici 3 je prikazana zavisnost napona od
vremena na temperaturi od 41°C.

Napon u svim mikrobioloskim gorivnim cée-
lijama je bio nepostojan tokom vremena. UoCava
se da se najniZi naponi javljaju kod abioticke
kontrole, $to znaci da sama podloga ne utice na
stvaranje napona, ve¢ metabolicki procesi bak-
terija. Na slici 3 se uocava da mikrobioloska
gorivna ¢elija u ¢iju je jednu komoru zasejan
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Slika 3. Grafik zavisnosti napona od vremena na temperaturi 41°C. Znakom + razdvojeni su sadrZaji dve
komore.

Prva mikrobioloska gorivna Celija: anodna komora — B. subtilis, & katodna komora — P. aeruginosa.
Druga mikrobioloska gorivna ¢elija: anodna komora — P. aeruginosa, & katodna komora — LB medijum.
Treca mikrobioloSka gorivna Celija: anodna komora — B. subtilis, & katodna komora — LB medijum.
Cetvrta postavka: kontrolna postavka.

Figure 3. Graph of voltage with respect to time at a temperature of 41°C. The + divides the contents.
1st microbial fuel cell: anode chamber — B. subtillis, & cathode chamber — P. aeruginosa.

2nd microbial fuel cell: anode chamber — P. aeruginosa, & cathode chamber — LB medium.

3rd microbial fuel cell: anode chamber — B. subtillis, & cathode chamber — LB medium.

4th setup: control.
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Slika 4. Grafik zavisnosti napona od vremena na temperaturi 37°C

Prva mikrobioloska gorivna Celija: anodna komora — B. subtilis, & katodna komora — P. aeruginosa.
Druga mikrobioloska gorivna ¢elija: anodna komora — P. aeruginosa, & katodna komora — LB medijum.
Treca mikrobioloska gorivna éelija: anodna komora — B. subtilis, & katodna komora — LB medijum.
Cetvrta postavka: kontrolna postavka.

Figure 4. Graph of voltage with respect to time at a temperature of 41°C

1st microbial fuel cell: anode chamber — B. subtillis & cathode chamber — P. aeruginosa,
2nd microbial fuel cell: anode chamber — P. aeruginosa & cathode chamber — LB medium,
3rd microbial fuel cell: anode chamber — B. subtillis & cathode chamber — LB medium,
4th: control,
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bakterijski soj Pseudomonas aeruginosa, au
drugoj se nalazi LB podloga proizvodi najnize
napone. S obzirom da je temperatura od 41°C
temperaturni maksimum za Pseudomonas aeru-
ginosa, ovakvi rezultati su ocekivani.

Takode, sa slike 3 se moZe uociti da najvise
napone stvaraju mikrobioloSka biokatodna
gorivna ¢elija i mikrobioloSka gorivna éelija u
¢ijoj se jednoj komori nalazi LB podloga, au
drugoj bakterijski soj Bacillus subtilis. Dakle,
prisustvo biokatode ne uti¢e znacajno na pove-
¢anje napona, odnosno, na temperaturi od 41°C
je ona neefikasna.

Razlika u naponima izmedu mikrobioloske
gorivne Celije sa biokatodom i klasi¢nih mikrobi-
oloskih gorivnih ¢elija sa bakterijskim sojevima
Pseudomonas aeruginosa i Bacillus subtilis se
ne moZe objasniti razlikom u brojnosti, s obzi-
rom na priblizno jednaku opticku gustinu bakte-
rijskih suspenzija u gorivnim éelijama.

Na slici 4 je prikazana zavisnost napona od
vremena na temperaturi 37°C.

Na temperaturi od 37°C najvisi naponi su
zabeleZeni kod mikrobioloske gorivne ¢elije koja
u anodnoj komori ima Bacillus subtilis, au
katodnoj samo podlogu i kod mikrobioloske
biokatodne gorivne éelije. Najvisi naponi su
oc¢ekivani kod gorivne ¢elije samo sa Pseudomo-
nas aeruginosa jer je za ovaj soj to optimalna te-
mperatura, $to nije eksperimentalno potvrdeno.

Na slici 5 je dato poredenje napona kod mi-
krobioloskih biokatodnih gorivnih ¢elija na razli-
¢itim temperaturama.

Kao §to je napomenuto ranije, prema dosa-
daSnjim istraZivanjima se vi$i naponi javljaju na
vi§im temperaturama. Medutim, do sada nije
ispitivan uticaj biokatode. Na osnovu dobijenih
rezultata ne moZe izvesti jednoznacan zakljucak
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Slika 5. Grafik zavisnosti
napona od vremena i
temperature

Picture 5. Voltage
dependency of time and
temperature

o tome kako biokatoda uti¢e na efikasnost go-
rivne ¢elije, s obzirom na nepostojanost merenog
napona. Ipak, moZe se naslutiti da je njen znacaj
zanemarljiv. Vazno je napomenuti da visi naponi
nisu posledica vece opticke gustine, s obzirom da
je izmerena opti¢ka gustina neznatno veca na
37°C. Takode, sama podloga ne doprinosi vred-
nosti napona, ¢ak su visi naponi izmereni u abio-
tickoj kontroli na 37°C.

Zakljuc¢ak

Pokazano je da se sa poviSenjem temperature
javljaju vise vrednosti napona ukoliko data tem-
peratura ne predstavlja inhibitornu granicu za
dati bakterijski soj. lako se naslucuje da bioka-
toda nema uticaja na efikasnost mikrobioloske
gorivne Celije, na osnovu dobijenih rezultata to
ne mozemo tvrditi. Usled tehnickih ogranicenja,
unimer je prilikom svakog merenja povezivan u
kolo, ¢ime je remecen protok elektrona. Ovaj
propust u merenju mozda bi mogao da objasni
nepostojanost merenih napona. Za izvodenje po-
uzdanih zakljucaka, eksperimente bi trebalo po-
noviti uz izvesne modifikacije.
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Milena Simic

Influence of Temperature on Voltage
Production in Microbial Fuel Cells
with Bio-cathodes

Microbial fuel cells with bio-cathodes are
bio-electrochemical systems that use the bacte-
rial metabolism for electricity production. They
consist of an anode and a cathode chamber, salt
bridge and a conductor. A bacterial strain that
can oxidize matter is inoculated in the anode
chamber, while the bacterial strain that can re-
duce nutritious matter is inoculated in the cath-
ode chamber. The aim of this research was to
investigate the influence of the bio-cathode on
voltage production and to compare voltages for
different temperatures.

In this research we tested two biological mo-
del systems: Bacillus subtilis and Pseudomonas
aeruginosa. The whole system was exposed to
temperatures of 37°C and 41°C, since the first
one is optimal for growth of P. aeruginosa and
suboptimal for the growth of B. subtilis, while
the latter represents the temperature maximum
for P. aeruginosa.

The experiment was done in triplicate with
appropriate controls. Voltage was measured dur-
ing 35 h in every microbial fuel cell. The results
show that microbial fuel cells with bio-cathodes
do not produce higher voltages than some of the
classical microbial fuel cells. The highest voltage
values were measured in microbial fuel cells with
bio-cathode, and microbial fuel cells with anode
chamber with Bacillus subtilis, and the only me-
dium is in the cathode one. Also, greater voltages
were measured at 41°C than at 37°C in the micro-
bial fuel cells with bio-cathodes. v
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