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NOTACION
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BATC
BC
BCTC
BEA
BES
BEA
CCM
CEM
CoC
CVv
CF
DN
SR
TC

TEE

Cultivo anddico enriquecido

Cultivo anddico enriquecido y aclimatado a TC
Cultivo catodico enriquecido

Cultivo catddico enriguecido y aclimatado a TC
Bacteria electroquimicamente activa

Sistema bioelectroquimica (por sus siglas en inglés)
Celda bioelectroquimica (por sus siglas en inglés)
Celda de combustible microbiana

Celda de electrolisis microbiana

Compuesto organico clorado

Voltamperometria Ciclica

Cloroformo

Cultivo desnitrificante

Cultivo sulfato-reductor

Tetracloruro de carbono

Transferencia extracelular de electrones



RESUMEN

La celda microbiana de combustible (CCM) es una tecnologia versétil que ha sido
ampliamente estudiada en los Ultimos afios debido a su capacidad de utilizar el
metabolismo microbiano para el tratamiento de efluentes contaminados y la
generacion de electricidad simultdneamente. A pesar de su amplio estudio, la
implementacion de los biocatodos en las CCM ha sido poco abordada.

En el tratamiento de efluentes contaminados, los biocatodos han sido
utilizados en la remocion de compuestos organoclorados, entre los cuales se
encuentras contaminantes xenobidticos importantes.

El tetracloruro de carbono (TC) es un compuesto que a pesar de que Su USO
fue descontinuado hace décadas por sus propiedades toxicas, en los ultimos afios se
le ha incluido en numerosas patentes que pueden indicar un resurgimiento del
compuesto.

En este trabajo se utiliz6 una CCM de doble cdmara con cultivos enriquecidos
electroquimicamente y aclimatados a TC para evaluar su remocién en condiciones
reductivas electroquimicamente asistidas. Pese a que los cultivos se vieron
afectados por la etapa de aclimatacién a TC, en las pruebas en celda con una
concentracion inicial de TC de 10 mg/L se alcanzé una ntc en biocatodo aclimatado
de 65% / d con poca produccién de cloroformo, mientras que el bioanodo logré un
62% / d con 76% de transformacion a cloroformo. Con los resultados obtenidos, la
aplicaciéon de biocatodos en CCM para la remocién de TC supera desempefio
tecnologias tradicionales como la digestion anaerobia. Sin embargo, una mejoria del

biocatodo por las etapas de enriquecimiento y aclimatacion del no fue definitiva.



ABSTRACT

The Microbial fuel cell is versatile technologies widely studied in past years due to its
capacity to utilize the microbial metabolism for the treatment of contaminated
effluents and electricity generation simultaneously.

Even with the wide study on MFC, the implementation of biocathode in
microbial fuel cells has been less approached.

On the treatment of contaminated effluents, biocathodes were used in the
removal of organochlorides, some of them being important xenobiotic contaminants.

Carbon tetrachloride is an organochloride that, although it was banned some
decades ago, numerous patents have been reported in recent years so the
reappearance is possible.

This work consisted in the use of a double chamber MFC with
bioelectrochemically enriched and acclimated cultures to evaluate the removal of TC
in electrochemically assisted reductive conditions. Even with the bad performance in
the acclimation stage, in the in-cell test with 10 mg/L as initial TC concentration, the
biocathode achieved a nrc of 65% / d with minor chloroform production, while the
bioanode chamber achieved 62% / d nrc with 76% of transformation to chloroform.
With these results, the application of biocathode in MFC for the removal of TC
surpass the performance of traditional technologies like anaerobic digestion.
Nevertheless, the improvement of the biocathode performance with the enrichment

and acclimation stages was not definitive.



| INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Pese a que los combustibles fésiles han tenido un papel importante en el desarrollo
de la civilizacion en el ultimo siglo, su sobreexplotacion ha generado problemas en
las dltimas décadas, como lo son la escasez de su suministro, la dependencia
energética y econdmica global, asi como las consecuencias ambientales de su uso
excesivo. Estos problemas hacen patente que la implementacion de energias
alternativas es urgente (Du et al., 2007). En este tema el consenso general es que el
suministro de energia alternativa no sera por solo una fuente, y multiples tecnologias
tales como solar, edlica, nuclear o bioenergias jugaran un papel importante (Zhou et
al., 2013).

Entre las diferentes tecnologias de bioenergia, la celda de combustible
microbiana (CCM) ha llamado la atencién debido a su capacidad de producir
electricidad a partir de desechos y biomasa renovable (Franks & Nevin, 2010). El
descubrimiento de que las bacterias pueden producir electricidad mientras degradan
biomasa y compuestos organicos, ha llevado a un creciente interés en el campo de
las celdas de combustible microbianas (Revelo et al., 2013). El utilizar el
metabolismo microbiano como catalizador de reacciones electroquimicas permite
que estos sistemas bioelectroquimicos sean altamente versétiles en la diversidad de
sustratos que pueden aprovechar en la generacion de energia (Franks & Nevin
2010). El aspecto de sustentabilidad es otra ventaja de la tecnologia, ya que al
utilizar materia organica de desecho aportan doble funcionalidad: la generacién de
energia eléctrica y disminuir el impacto de ambiental de materia organica dispuesta

en distintos cuerpos de agua. Esto se ha aprovechado en estudios para tratar
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efluentes de desecho industriales o municipales (Ma et al., 2014; Vazquez-Larios et

al., 2014)

1.1 Sistemas bioelectroquimicos

Los sistemas bioelectroquimicos (BES) son dispositivos que utilizan un agente
biolégico (microbiano o enzimatico) para catalizar una reaccion electroquimica
(Sharma & Kundu, 2010). Dichos sistemas han sido ampliamente estudiados en los
altimos afios debido a su diversidad de aplicaciones potenciales, como el tratamiento
de agua, desalinizacién y la bioelectrosintesis (Zhen et al., 2015; Kokabian & Gude,
2015; Saeed et al., 2015; Kalathil et al., 2013). Las distintas configuraciones de los
sistemas bioelectroquimicos pueden ser clasificados en dos tipos: (i) celda de
combustible microbiana (CCM), donde el objetivo es la produccion de electricidad,
utilizando los potenciales obtenidos espontaneamente entre anodo y céatodo; y (ii)
celda de electrdlisis microbiana (CEM), en la cual las reacciones se llevan a cabo con

la aplicacion de una corriente o un voltaje inducido artificialmente (Liu et al., 2013).

1.2 Celda microbiana de combustible

El BES mas estudiado con propésito de remediacién es la celda de combustible
microbiana. La tecnologia de la CCM ha atraido considerable investigacion y
atencion publica debido a su doble funcionalidad, que permite la remediacion de
efluentes contaminados al mismo tiempo que se obtiene una produccion de energia
eléctrica (Pant et al., 2010). Durante la dltima década, se han logrado grandes
avances en cuanto al entendimiento de las reacciones biolégicas en estos sistemas y

en la ingenieria y arquitectura de la celda, materiales y quimica de las soluciones. Se



ha logrado, en la década de intenso estudio, un incremento en la produccion de
energia de 5 a 6 6rdenes de magnitud, con disefios produciendo méas de 1 kw/m?
(Huang et al., 2011).

La mayoria de los estudios sobre la tecnologia de CCM se realizaron con
celda tipica o convencional. En estas celdas, la materia organica se degrada u oxida
en la camara anddica por medio del metabolismo de los microorganismos del
bioanodo, en este proceso se obtienen o “cosechan” electrones y al no contar con un
aceptor de electrones final en la cAmara anddica, los electrones dejan la célula por
una serie de sistemas enzimaticos y son transferidos extracelularmente al anodo
sélido, de esta manera los electrones colectados en el dnodo se transportan de
manera externa hacia la camara catédica, donde los electrones junto con los
protones transferidos a través de la membrana de intercambio proténico completan la
reaccion con la reduccion del oxigeno, esta reaccidnes catalizada por un catalizador
metalico nanométrico, comunmente platino, produciendo agua (Logan, 2007). Las
CCM convencionales han sido estudiadas con una amplia variedad de sustratos,
utilizando tanto compuestos puros como aguas de desecho con alta cantidad de
materia organica (Pant et al., 2010).

Una alternativa a las CCM convencionales son las celdas equipadas con
biocatodo. La implementacion de un biocatodo aporta varias ventajas a una CCM:
primero, reduce los costos de construccion y mantenimiento de la celda, al eliminar la
necesidad de un catalizador metélico altamente costoso, y lo sustituye por materiales
de bajo costo, como el grafito, y por un cultivo biocatalitico (Rozendal et al., 2008); y

segundo, el biocatodo aporta una capacidad reductiva que puede ser aprovechada
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para reducir distintos aceptores de electrones, con esto se abren distintas

oportunidades en el tratamiento de efluentes (He & Angenent, 2006).

1.3 Biocatodo

El catodo microbiano, Illamado biocatodo, utiliza bacterias como
biocatalizadores para aceptar electrones del sustrato, proporciona una alternativa a
los tipicos catalizadores abidticos de reduccion de oxigeno que incrementa la
viabilidad econémica y sustentabilidad de la CCM. Ademas, los biocatodos permiten
el uso de diversos aceptores de electrones, lo que puede ampliar las utilidades de las
CCM reducciéon de compuestos oxidados y las posibilidades de aprovechar la
corriente eléctrica para la conversion biocatalizada de productos de valor agregado
(Huang et al., 2011).

Entre los aceptores finales de electrones, se pueden incluir xenobibticos
biodegradables como los compuestos organicos clorados (COC) como tratamiento
para su bioremediacion. Se ha demostrado que en los sistemas BES, tanto el anodo
como el catodo tienen capacidad de reducir los compuestos clorados (Kong et al.,
2014). Los estudios sobre la tecnologia de biocatodo iniciaron con la premisa de que
si cultivos microbianos eran capaces de utilizar electrodos sélidos como aceptores de
electrones mediante la transferencia extracelular de electrones, analogamente,
poseian de igual manera la capacidad de tomar electrones provenientes de un
electrodo sdlido. Liu et al., (2005), en uno de las primeros trabajos reportados con
biocatodo, utilizaron un voltaje aplicado para asistir la bioelectrosintesis de
hidrogeno. Clauwaert et al., (2007) reportaron por primera vez el funcionamiento de

una CCM con anodo y catodo catalizados biol6égicamente, utilizando nitrato como
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aceptor de electrones del biocatodo. En el mismo afio, se empezaron a realizar
estudios utilizando el biocatodo en la reduccion de compuestos organicos clorados
como el percloroetileno (Aulenta et al., 2007) y el perclorato (Thrash et al., 2007).
Recientemente se ha visto el potencial de los sistemas bioelectroquimicos (BES)
para ser aplicados en la biorremediaciéon de suelos y agua. La idea de utilizar
electrodos y sistemas electroquimicos para la reduccion biolégica es que la
transferencia de electrones puede ser continuamente monitoreada/controlada en
términos de corriente y potencial sin la necesidad de adicién de quimicos lo que
elimina el transporte, almacenamiento, dosificacion y post-tratamiento, ademas,
como los microorganismos responsables de la biodegradacion pueden crecer sobre
el electrodo o en su cercania, se espera un uso efectivo de los electrones
suministrados (Aulenta et al., 2010).

En estudios realizados hasta la fecha, se ha reportado que la degradaciéon de
compuestos clorados por biocatodo supera a los tratamientos con catodo abidtico
(Aulenta et al., 2008).

En comparacion con el bioanodo, los estudios con biocatodos son limitados,
aun asi, ya se han reportado estudios sobre los mecanismos de transferencia de
electrones (Huang et al., 2011; Rosenbaum et al., 2011) y distintas aplicaciones con
CCM y CEM (Jafary et al., 2015; Gurung & Oh, 2012). Se han reportado varios
contaminantes tratados con biocatodo, entre ellos se pueden mencionar el nitrato
(Clauwaert et al., 2007; Pous et al., 2013), y diversos compuestos organicos clorados
como el tricloroetileno (Aulenta et al., 2010) y diferentes clorofenoles (Huang et al.,

2014; Kong et al., 2014).



1.4 Reduccién de compuestos organicos clorados en el biocatodo

Pese a que ambas camaras tienen capacidad de reducir compuestos clorados,
debido al papel de la camara anddica de producir electrones, los estudios se han
enfocado en la reduccion por parte del biocatodo, donde la reaccion lenta ha sido el
cuello de botella para el desarrollo de los BES (Liu et al. 2014).

La biorremediacion de los compuestos organicos clorados ha sido material de
estudio debido principalmente a sus propiedades cancerigenas y su persistencia en
el ambiente. Entre las dificultades que presentan sus biotratamientos se encuentra el
hecho que la presencia de cloro incrementa la toxicidad para los microorganismos,
por lo que el desafio principal en su biorremediacion es la descloracion. Los sistemas
bioelectroquimicos son una opcion prometedora para una exitosa descloracion de
COC (Kong et al., 2014).

La descloracién llevada a cabo en el catodo de un sistema bioelectroquimico,
a veces llamada BEARD (descloracion reductiva bioelectroquimicamente asistida,
por sus siglas en ingles), es un tipo de respiracion anaerobia donde el compuesto
clorado es utilizado como aceptor final de electrones por un cultivo microbiano y los
electrones son suministrados por un catodo para una reaccion electroquimica
biocatalizada (Aulenta et al., 2007).

En la Tabla 1 se muestra el resumen de los trabajos que involucran la
tecnologia de biocatodo en la remocion de compuestos clorados de efluentes
contaminados. Podemos apreciar en la Tabla 1 el abanico de COC tratados hasta el
momento, que incluye compuestos como el percloroetileno (Strycharz et al., 2008), el
perclorato (Butler et al., 2010; Shea et al., 2008; Thrash et al., 2007), distintos

clorofenoles (Liu et al, 2013; Zhang et al, 2014; Kong et al., 2014),
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cloronitrobenzeno (Zhu et al. 2014; Guo et al. 2015), cloranfenicol (Liang et al. 2013),
entre otros.

La mayoria de los estudios de descloracion reductiva realizado en operacion
de (CEM), donde si bien han obtenido buenos resultados de eficiencia de remocion
de COC en tiempos cortos. Sin embargo, todavia se trabaja para obtener mejores
eficiencias energéticas, ya que, aunque el biocatodo reduce de gran manera el
sobrepotencial de las reacciones, se promueven también reacciones secundarias
como la reaccion de evolucion de hidrégeno y la metanogénesis (Clauwaert &
Verstraete, 2009; Aulenta et al., 2008; Jafary et al., 2015).

Al contrario de CEM, los estudios de deshalogenacién en operacién CCM son
limitados. El primer biocatodo utilizado para la descloracion en CCM fue reportado
por Shea et al. (2008), quienes trataron un efluente con 20 mg/L perclorato como
aceptor de electrones, logrando una eficiencia de remocion de perclorato de 50% con
1 mg/L de nitrato. Butler et al. (2010) observaron que la remocion de perclorato se ve
favorecida a pH ligeramente alcalinos al aumentar la eficiencia de remocién de 39 %
con pH 7 a 97 % con pH de 8.5. Mieseler et al. (2013) utilizaron un cultivo aclimatado
a perclorato para tratar una concentracion de 203 mg/L de perclorato, logrando una
eficiencia de remocién de 37 % en 21 dias. Son necesarios mas estudios para tener
mas informacién sobre la interaccion entre diferentes contaminantes y los electrones.
Ademas, son pocos los estudios en los que se aproveche simultaneamente la
capacidad de reduccion del bioanodo y se implemente una biodegradacion en ambas

camaras.



Tabla 1. Antecedentes sobre el uso de biocatodos en la remocidén de compuestos organicos clorados.

Potencial Compuesto Concentraci Eficiencia de
BES  Cultivo de biocatodo Mediador de((;:\t/c;do clorado 6n de COC remocion Referencia
CEM  Cultivo mixto, 30 % Metil -500 (vs tricloroetileno 8.76 mg/L 76 % en 13d Aulenta et
dehalococcoides spp. violégeno ESH) al., 2007
CEM Cepa VDY, cercano a 2,6- -500 (vs Perclorato 275 mg/L 100% en 6d Thrash et
dechlorospirillum antraquino ESH) al., 2007
na
disulfonato
(AQDS)
CEM  Cultivo mixto. Metil -450 (vs tricloroetileno 65.7 mg/L 127 umol/d  Aulenta,
Dehalococcoides spp. violégeno ESH) (0.5 mM) Canosa, et
Y Desulfitobacterium al., 2008
CEM Dehalococcoides spp. - -850 (vs tricloroetileno 20.5 mg/L 3.73+0.02 peg/h vs  Aulenta et
Aclimatado a Ag/AgCI) 0.33+0.01 peg/h al., 2008
contaminante abiotico
CCM  Cultivo mixto - - Perclorato 20 mg/L 12mg/Ld Sheaetal.,
desnitrificante 2008
CEM  Geobacter lovleyi - -300 (vs percloroetileno 16.8 mg/L 90 % en 90 h Strycharz
ESH) et al., 2008
CEM  Desulfitobacterium spp. Metil -450 (vs tricloroetileno 19.71 mg/L 5.3 peg/L h Aulenta et
violdbgeno ESH) (0.15 mM) al., 2009
CCM  Cultivo mixto - - Perclorato 20 mg/L 24mgd"* Butler et
desnitrificante, al., 2010
aclimatado a
contaminante
CEM  Cultivo mixto, - -550 (vs tricloroetileno 31.15 mg/L 64 % en4d Aulenta et
aclimatado a ESH) al., 2010

contaminante
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CEM

CEM

CEM

CEM

CCM

CEM

CEM

CEM

CEM

CEM

Anaeromyxobacter
dehalogenans

Cultivo mixto
aclimatado a
contaminante

Pseudomonas,
Dechloromonas
denitrificans

Cultivo mixto,
Proteobacteria,
Bacteroidetes
y Firmicutes

phyla

Cultivo mixto

Cultivo mixto
aclimatado a
contaminante
Dehalobacter,
Geobacter y
Sulfurospirillum

Cultivo mixto

Cultivo mixto
aclimatado a
contaminante
Cultivo mixto
aclimatado a
contaminante,
Dehalobacter and
Desulfovibrio

Cultivo mixto
aclimatado a
contaminante

Humin

-300 (vs
ESH)

-250 (vs
ESH)

-500 (Vs
ESH)

-400 (vs
ESH)

-540 (vs
ESH)

500
potencial
de celda
-500 (vs
ESH)

-500 (Vs
ESH)

500
(potencial
de celdal)

2-Clorofenol

tricloroetileno

Cloranfenicol

Pentaclorofenol

Perclorato

Acido 2,4-

diclorofenoxiace

tico

4-clorofenol

Perclorato

pentaclorofenol

p-

cloronitrobenzen

(0]

80 uMm

5.6 mg/L

32 mg/L

58 mg/L

203 mg/L

80 mg/L

100 mg/L

0.70 mM

20 UM

60 mg/L d

86%en6d

60.3%, 15.5 uM d™*

87%en4h

86%en 90h

37.3%en21d

94.4% en 10 h

98.01 % en 144 h
100 % en 4.5d

100% en 6d

0.328 h*

Strycharz
etal., 2010

Aulenta et
al., 2011

Liang et
al., 2013

Liu et al.,
2013

Mieseler et
al., 2013

Zhang et
al., 2013

Kong et al.,
2014

Xie et al.,
2014

Zhang et
al., 2014

Zhu et al.,
2014
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CEM  Cultivo mixto - 500 4-
aclimatado a (potencial cloronitrobenzen
contaminante de celda) o]

CEM  Cultivo mixto - -400 (vs Perclorato
aclimatado a ESH)

contaminante
Azospiraoryzae

20 mg/L

49 mg/L

not reported

90 % in 60 h

Guo et al.,
2015

Li et al.,
2015

12

*BES: sistema bioelectroquimico; CEM: celda de electrdlisis microbiana; CCM: celda de combustible microbiana; COC:

compuesto organoclorado; EEH: electrodo estandar de hidrégeno.
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1.5 Tetracloruro de carbono
El tetracloruro de carbono (tetraclorometano, CCls, TC), es un solvente clorado
volatil, con propiedades biocidas, que se ha usado ampliamente en el pasado como
desengrasante industrial, pesticida, para lavado en seco y en extinguidores de fuego,
también fue ampliamente usado como removedor de manchas domeéstico y
propelente de aerosoles (Faroon 2005). Debido a su toxicidad y potencial
carcinogénico la produccion y uso comercial ha sido restringido progresivamente. Su
uso como pesticida y fumigante de granos se prohibiéo en 1986, y de acuerdo al
protocolo de Montreal y sus cuatro enmiendas se implementé una eliminacién total
del uso de TC para paises desarrollados en 1996 y para paises en desarrollo en el
2010 (UNEP, 2006). Actualmente el TC sigue en produccion, aunque su uso se ha
limitado a intermediario en la produccién de otros compuestos quimicos.

Con una vida media para su hidrolisis abiotica de 7000 afios en agua, el TC es
mas persistente en el ambiente comparado con otros compuestos alifaticos clorados.
Ademas su baja solubilidad en agua hace que se acumule en acuiferos en forma de
una densa fase liquida no acuosa (DNAPL) de baja biodisponibilidad, que se disuelve
lentamente en el agua subterranea (Faris and Team, 2002) .

La toxicidad del TC afecta también a microorganismos. La exposicion de
bacterias a TC ha mostrado que causa inhibicibn de una variedad de procesos
metabalicos, como la metanogénesis y autotrofia, alin a concentraciones bajas de 3
y 80 uM respectivamente (Penny et al. 2010). Se cree que afecta la metanogénesis
por inhibicion competitiva de algunas reacciones enzimaticas o por interaccion con
cofactores de la ruta metabdlica (Zhao et al., 2009). Por sus propiedades lipofilicas

con coeficiente de particion octanol/agua alto, el TC puede alterar la permeabilidad
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de la membrana celular eliminando funciones importantes, como la disipacién del
potencial de membrana y la perdida de componentes celulares (Sikkema et al. 1995).

En la Tabla 2 se muestra una compilacién de biotratamientos en la remocion
de TC, se puede observar que la mayoria de estudios se ha llevado a cabo un
digestion anaerobia. Hasta el momento, la degradacion solo se ha reportado en
condiciones reductoras, que concuerda con la naturaleza oxidada del carbono en la
molécula. Las condiciones de cultivo reportadas cubren un amplio rango, incluyen
sulfato-reductoras, nitrato-reductoras, fierro-reductoras, fermentativas y
metanogénicas (Boopathy 2002).

Se ha reportado que la reduccion de TC se puede llevar a cabo por varios
mecanismos: en co-metabolismo, donde no esta acoplada a la linea de generacion
de energia y ocurre de manera fortuita al interactuar con ciertas enzimas o
coenzimas (Holliger & Schumacher 1994). De igual manera se ha reportado que la
transformacién cometabdlica no ocurre cuando un aceptor de electrones principal no
esta presente (de Best et al. 1998). Otro mecanismo es la deshalorespiracion, donde
el compuesto clorado es utilizado directamente como el aceptor final de electrones, y
solo es necesario un donador de electrones (Picardal et al. 1995). También se ha
propuesto una deshalogenacion fermentativa, que es un proceso que se lleva a cabo
en ausencia de un aceptor de electrones agregado externamente y con reacciones
de oxidacion-reduccion internas. Este mecanismo solo se ha reportado para

diclorometano y clorometano (De Best et al. 1999).



Tabla 2. Antecedentes de biotratamientos utilizados en la remediacion de tetracloruro de carbono.
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Método Cultivo microbiano Concen_trac_;on Eficiencia de remocion Referenca
de TC incial
Digestion anaerobia Cultivo mixto desnitrificante 0.06 mg/L 99% en 6 semanas (Bo!vgége)t al.
Digestién anaerobia Pseudomonas sp., 0.200 mg/L 99.2%en2d (Criddle et al.
condiciones 1990)
desnitrificantes
Digestion anaerobia  Cultivo mixto anaerobio 0.1 mg/L 99% en 70 d (Doong et al.
1997)
Reactor de lecho Cultivo mixto en 4.55 mg/L 100 % (de Best et al.
empacado de flujo condiciones sulfato 1998)
ascendente reductoras
Digestion anaerobia  Shewanella putrefaciens 3 mg/L 64% en 33 h (Collins &
con suelos altos en fuente Picardal 1999)
de carbono
Reactor de lecho Cultivo mixto anaerobio, 5.76 mg/L 80 % (De Best et al.
empacado de flujo sin donador de electrones 1999)
ascendente
Digestion anaerobia Cultivo mixto con 0.3 mg/L 100% en 12 d para (Boopathy 2002)

diferentes condiciones de
cultivo, sulfato reductor,
desnitrificante, hierro
reductor, fermentativo,
aceptores mixtos

aceptores mixtos, 16 d
metanogénico, 20 d para
hierro reductor y fermentativo
y 22 d para sulfato reductor,
desnitrificante alcanzo 45 %



Reactor anaerobio Cultivo metanogenico

de flujo ascendente

Cultivo mixto sulfato
reductor

Microcosmos

Batch con D. vulgaris con
Fe(lll) y vitamina B12

Microcosmos

Mesocosmo anaerdbio
bioestimulado con distintas
fuentes de carbono

Acuiferos simulados

15.4 mg/L
8.8 mg/L y 500
mg L CF

1.53 mg/L

2 mg/L

EFa25d

60 % EF en 12 d sin AQDS,
y 100 % EF con 50 AQDS
KM
100% 500 d

100% en menos de 24 h con
presencia de vitamina B12,
100% en 18 dias sin B12

94 % en 4 dias, 99% 12 dias

16

(Cervantes et al.
2004)

(Shan et al.
2010)

(Koenig et al.
2012)

(Santharam et al.
2014)
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En la busqueda bibliografica realizada para este trabajo y con la recopilacion
reportada por Penny et al. (2010), hasta la fecha, no se ha reportado la remocién de
tetracloruro de carbono por descloracion reductiva bioelectroquimicamente asistida
(BEARD), por lo que se necesitan estudios en sistemas bioelectroquimicos para

evaluar el efecto de la BEARD en la remocién de tetracloruro de carbono.

1.6 Nitrato

El nitrato es un contaminante comun en aguas subterraneas debido causas
antropogénicas como la agricultura intensiva y diferentes efluentes industriales,
debido a que la mayoria de la poblacién depende del agua subterranea para su
suministro, la contaminacion por nitrato se ha convertido en un problema mayor, y su
tratamiento es parte del proceso estandar en muchas plantas de tratamiento de agua
(Pous et al. 2013).

Distintas tecnologias son aplicadas a la remocién de nitratos de aguas
subterraneas. La agencia de proteccion del medio ambiente de EUA (EPA, por sus
siglas en inglés) solo considera métodos de separacion como el intercambio i6nico,
la osmosis inversa y la electrodidlisis inversa como meétodos efectivos para reducir
nitrato a niveles potables aceptables. Sin embargo, estas tecnologias presentan
algunas desventajas como los requerimientos energéticos y el hecho de ser de
separacion, no tratamiento (Pous et al. 2015).

La desnitrificacion biologica ha sido ampliamente estudiada y es capaz de
reducir el nitrato y sus otras formas menos oxidadas a N, inerte. En los ultimos afios

se ha propuesto la tecnologia de las CCM para el tratamiento de aguas
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contaminadas con nitrato, donde puede fungir como el aceptor de electrones final

(Clauwaert et al., 2007; Pous et al., 2013).
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Il JUSTIFICACION
La capacidad de las celdas de combustible microbianas para producir electricidad por
medio del metabolismo de bacterias electroquimicamente activas, las vuelve una
interesante alternativa de produccion de energia y remediacion de efluentes
contaminados. La implementacion de wun biocatodo puede aumentar la
sustentabilidad del proceso y permitir la reduccién de compuestos oxidados, como
los son diversos tipos de contaminantes en cuerpos de agua.

En los estudios realizados hasta el momento con la tecnologia de los
biocatodos se han enfocado la reduccion de un solo contaminante. La degradacion
simultdnea de mas de un contaminante hara mas atractiva la tecnologia de CCMs
para el tratamiento de aguas. Ademas, hace falta observar si se aprovecha la
capacidad oxidativa de la camara anddica para la degradaciéon de contaminantes.

El tetracloruro de carbono es un contaminante que pese a su prohibicion de
uso comercial no se ha podido eliminar su presencia cuerpos de agua. El nitrato es
contaminante de presencia comun en acuiferos debido a su amplio uso en la
agricultura.

Debido a lo anterior, se decidi6 evaluar la degradacion de tetracloruro de
carbono y nitrato, junto con la produccién eléctrica, por parte de una celda de
combustible microbiana equipada con biocatodo, en donde se operara el dispositivo

con diferentes puntos de alimentacion de TC (anodo, catodo y ambas camaras).
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Il HIPOTESIS
3.1 Hipotesis general
Una CCM equipada con biocatodo es capaz de remover tetracloruro de carbono y

nitrato simultanea y eficientemente de un efluente contaminado.

3.2 Hipotesis especificas
1. La adicion de TC a la camara anodica afectara negativamente variables
electroquimicas como intensidad de corriente y voltaje.

2. La presencia de TC disminuira la biodegradacion de NOs'.
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IV OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Construir, operar y evaluar una celda de combustible microbiana de doble camara
equipada con biocatodo en la bioremediacién de tetracloruro de carbono y nitrato en

diferentes configuraciones de operacion.

4.2 Objetivos especificos
1. Evaluar el desempeiio electroquimico de la CCM al variar los puntos de
alimentacion de TC (dnodo, catodo y ambas camaras).
2. Analizar la remocion de nitrato (catodo) y TC en sus diferentes puntos de

alimentacion (anodo, catodo y ambas camaras).
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V METODOLOGIA
5.1 Plan de trabajo
El plan de trabajo se dividird en tres etapas en las cuales se incluiran las diferentes

actividades a realizar. Se ilustra en la Figura 1.

ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3
Disefio de celda Obtencion de Preliminaries con la
con biocatodo cultivos frescos celda de doble

camara
v/
Construccion de Montaje y Evaluacion de
la celda con preparacion cultivos
L enriquecidos en
biocatodo de los reactores colda
inoculadores N3
Evaluacion de CCM
Enriguecimiento de con configuracion 1
BEAs para cultivo \
anddico y catoédico Evaluacion de CCM
con confiauraciéon 2
v
Evaluacién de CCM
Aclimatacion de con configuracion 3
cultivos \
enriquecidos a TC Evaluacién de CCM
con configuracion 4
V%

Evaluacién de CCM
con configuracion 5
Vi
Evaluacién de CCM
con configuracion 6

Figura 1. Diagrama general de trabajo
En las Figuras 2 y 3 se muestran las lineas de vida de los cultivos anddico y

catodico.
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ETAPA 2 ETAPA 3
\ \
[ | \
Actividad 2 Actividad 3 Actividad 4 Actividad 5 Actividad 6
\ \ \ A \
! \ | [ | |
[ Enriquecimiento BEA Aclimataciona TC
r N\ -
Reactor sulfato Prueba [~ y PrL::ba en
reductor en celda celda con
1\ )P 1\- TC
. A ,
[ Numero de pases \ Numero de pases T
_‘ - )
Inoculacion con  Alimentacion _ .
cultivos mixtos con sacarosa, Pases en viales Inoculacion en  Pases en viales con Inoculacion en
acido acéticoy con FeOOHYy anodo con FeOOH, acetato de anodo con
Na,SO, acetato de sodio solo acetato sodioy TC (2.5,5y 10 acetato de
de sodio mg/L) sodioy TC 10
mg/L

Figura 2. Linea de vida del cultivo anddico.



ETAPA 2 ETAPA3

\ \
[ \l
Actividad 2 Actividad 3 Actividad 4 Actividad 5 Actividad 6
A A A A A
[ Y Y | Y
[ Enriquecimiento BEA Aclimataciona TC
( Prueb n
Reactor '\ Prueba ueba e

Desnitrificante _°|/1 2 s 0 K 4 Y celda con

- N\ S p ‘k TC
‘ Numero de pases A NUmero de pases
~ ~ g

Inoculaciéon con  Alimentacion

) . Pases en viales Inoculacion en Pases en Inoculacion en
cultivos mixtos con sacarosa, con FeCO;y catodo con viales con catodo con
ac'dﬁ aNcgtlco y KNO, solo KNO;, FeCO3, KNO3 KNO,y TC 10
alNs y TC(25,5y mg/L
10 mg/L)

Figura 3. Linea de vida del cultivo catédico.
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5.2 ETAPA 1
5.2.1 Actividad 1. Disefio y construccion de una CCM equipada con biocatodo y
un electrodo de referencia.
Disefiar y construir las CCM que se emplearan en el experimento con doble camara
para bioanodo y biocatodo. El electrodo de referencia servira para hacer analisis de
caracterizacion para electrodos independientes y no solo celda completa.
5.2.1.2 Disefio experimental
La celda que se construyé esta basada en el disefio de Ortega-Martinez (2013) al
gue se le realizaran ciertas modificaciones. La celda fue construida en acrilico y
consta de dos cdmaras idénticas con las dimensiones de 3x3x3 cm (27 cm?). Se le
adaptaron orificios en la parte superior para instalar barras de grafito de 5 mm de
diametro (Gioconda 6, KOH-I-NOOR®), entrada de alimentacién con una conexion
recta con una reduccion 1/4” a 1/8”, y un orificio para el electrodo de referencia, que
sera tapado con un tapon de hule cuando no esté instalado el electrodo de
referencia. El interior de la celda se llendé con una cama de escamas de grafito con
un volumen aproximado de 8 cm® un area de especifica de 193 cm? Las camaras
fueron separadas por una membrana de intercambio protonico (Nafion 117), evitando
el contacto con el grafito por una placa perforada de acrilico.

La construccion de la celda se llevo a cabo en los talleres del CINVESTAV.

Se eligio el electrodo de referencia de Ag/AgCIl. Para esto, se consiguio
alambre de plata de pureza de 99.9% de 2 mm de diametro. La estructura del
electrodo de referencia se realizd de cristal, en el Taller de Vidrio ubicado en el
Departamento de Quimica dentro del CINVESTAV. La cristaleria del electrodo consta

de dos camaras, separadas por porcelana porosa, en la primera camara se ubica el
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alambre de plata con la parte del depdsito de AgCl dentro de solucién de KCI
saturada, la parte de Ag sin depdsito se encuentra fuera de solucion. La segunda
camara se rellen6 de la misma solucién de KCIl saturada, de esta manera se puede
monitorear concentracion constante mientras se haya presencia de cristales de KCI
sin disolver. El propésito de la cdmara de amortiguacion para que la transferencia
que haya con la solucion de la celda no contamine la camara que contiene al
electrodo de Ag/AgCI, en caso de lecturas de larga duracion, llenar la camara de
amortiguacion con el medio de la celda.

El depdsito de AgCl se realizé con una electrolisis en solucion de KCI. Se
conectaron dos alambres de plata a cada electrodo de una bateria de 9V y se
sumergieron en una solucién de KCl a 3M, la reaccidén se dejo de 30 a 60 s, el
depdsito debe cubrir toda el area designada pero que no forme un gran grosor. Pasar
rapidamente a la cristaleria conteniendo la solucién de KCI sat’ y sellar para evitar

oxidacion del deposito.

5.3 ETAPA 2
En esta etapa se realizé una adaptacion secuencial de los cultivos de anodo y catodo
con el fin de aplicar una presion selectiva en la comunidad microbiana que dé como

resultado una comunidad microbiana adaptada a las condiciones de operacion.

5.3.1 Actividad 2a. Obtencion de cultivos frescos y preparacion de cultivos
mixtos
Propésito: El empleo de cultivos frescos permite emplear comunidades microbianas

activas y el utilizar cultivos mixtos hace facil el disponer de amplias comunidades
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microbianas, funcionando en consorcio, que son capaces de adaptarse a las
condiciones de operacion que se designe para el experimento.
Disefio experimental: Los cultivos frescos que se emplearon en el experimento se
obtuvieron de distintas fuentes de inoculo: de excreta vacuna (EV) del lienzo charro
de La Villa, lodos activados (LD) de la planta de tratamiento de agua de San Juan de
Ixhuatepec y suelos (SU) de los jardines del CINVESTAV a una profundidad no
mayor de 20 cm.

Para la preparacion del in6culo de cultivos mixtos se realizé de acuerdo al
trabajo reportado por (Poggi-Varaldo & Valdéz-Ledezma 1995). Se tomé 1 kg de
cada cultivo fresco (EV, LD y SU) y se le adicionaron 3 L de agua, la mezcla se agit6
y se filtr6 con un tamiz de 2 mm y el sobrenadante (“extracto”) se utiliz6 para montar

los reactores inoculadores.

5.3.2 Actividad 2b. Reactores inoculadores

Propdsito: Los reactores inoculadores son el primer paso en la serie de presiones
selectivas sobre la comunidad microbiana. En esta actividad se vario la alimentacion
de los reactores para favorecer el cultivo mixto con cierto metabolismo: un cultivo
sulfato reductor como in6culo para bioanodo, y un cultivo desnitrificante para el
biocatodo. Los reactores inoculadores se operaron durante 6 meses antes de pasar a
la etapa de enriquecimiento.

Disefio experimental: La composicion del agua de alimentacién para el reactor sulfato
reductor se muestra en la Tabla 3 y su plan de monitoreo en la Tabla 4. La
composicion del agua de alimentacion para el reactor desnitrificante se muestra en la

Tabla 5y el plan de monitoreo de dicho reactor en la Tabla 6.
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Tabla 3. Composicion del medio de alimentacion para el reactor inoculador sulfato

reductor.

Concentracioén

Nutriente (g/L)
CH3COOH 2
Sacarosa 2
KH,PO, 0.6
K;HPO, 0.6
NacCl 0.5
NH,CI 0.5
MgSO, 0.2
NaSO, 115

Tabla 4. Plan de monitoreo para el reactor sulfato reductor.

Pardmetro Alimentacion Purga Método

pH 2/semana 2/semana Standart methods 4500 H*
DQO 2/semana 2/semana Standart methods 5220 C
S0,? 2/semana 2/semana Standart methods 4500 SO, 2 E

Tabla 5. Composicion de la alimentacién del reactor inoculador desnitrificante

Nutriente Concentracion (g/L)

CH;COOH 2

Sacarosa 2

KH,PO, 0.6
KoHPO, 0.6
NaCl 0.5
NH,CI 0.5
MgSO, 0.2

NaNO; 10
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Tabla 6. Plan de monitoreo para el reactor inoculador desnitrificante.

Parametro Alimentacion Purga Método

pH 2/semana 2/semana Standart methods 4500 H*
DQO 2/semana 2/semana Standart methods 5220 C
NO3 2/semana 2/semana Standart methods 4500 NO3 B

5.3.2.1 Técnicas

5.3.2.1a Sulfatos

4500-S0O4* E Standard methods

Principio: El ion sulfato precipita en medio de acido acético en presencia de BaCl,
para formar cristales de BaSO, de tamafio uniforme. La absorbancia de la
suspension de BaSO, es medida por un fotbmetro y la concentracion se determina
con la comparacién con una curva estandar.

Consideraciones: Grandes cantidades de color o materia organica pueden interferir.
Materia suspendida se debe filtrar.

Concentraciéon minima detectable: 1 mg SO4%/L

Equipo:

Agitador magnético

Espectrofotometro, utilizar a 420 nm

Cronoémetro

Reactivos:

-Solucién buffer A: Disolver 30 g de cloruro de magnesio MgCl,-6H20, 5 g de acetato
de sodio, CH3COONa-3H,0, 1.0 g de nitrato de potasio, KNO3, y 20 mL de acido

acético, CH3COOH (99%), en 500 mL de agua destilada y aforar a 1000 mL.
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-Solucién buffer B: (requerida cuando la concentracién de SO,* es menor de 10
mg/L) igual a solucion A, pero agregar 0.111 g de sulfato de sodio, Na;SO,, y 20 mL
de acido acético (99%) en 500 mL y aforar a 1000 mL
-Cloruro de Bario: cristales, malla de 20 a 30.
-Solucién estandar de sulfato: disolver 0.1479 g de Na,SO, anhidro en agua
destilada y diluir a 2000 mL.
Procedimiento:
1. Formacioén de la turbiedad de sulfato de bario: medir 100 mL de muestra, o una
cantidad suficiente llevada a 100 mL, en un matraz Erlenmeyer de 250 mL. Adicionar
20 mL de solucion buffer y agitar en aparato. Mientras se mezcla, agregar una
cucharada de cristales de BaCl, y comenzar a medir el tiempo inmediatamente,
agitar por 60 * 2 s a velocidad constante.
2. Medicion de la turbiedad de sulfato de bario: después de agitar, agregar a celda
del espectrofotbmetro y medir la turbiedad a 5 + 0.5 min.
3. Preparacion de la curva de calibracién: Estimar SO,* de la muestra comparando
con la lectura de una curva estandar hecha con todo el proceso. Los estandares se
haran con intervalos de 5 mg/L desde 0 a 40 mg/L. Valores mayores a 40 mg/L
disminuyen la precision y la suspension de BaCl; pierde estabilidad.
4. Correccion por color de muestra y turbiedad: correr blancos con BaCl, no

agregado.
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5.3.2.1b Nitratos

4500-NO3" B. Standard methods, método de espectrofotometria UV

Principio: La medicion de absorcion UV a 220 nm permite una rapida determinacién
de NOg3". Debido a que la materia organica también absorbe a 220 nm, pero NO3 no
absorbe a 275 nm, se utiliza la lectura a 275 nm para corregir el valor de NO3'. La
filtracion de la muestra se recomienda para reducir las interferencias de particulas
suspendidas. La acidificacion con HCI 1N se realiza para prevenir interferencias por
hidroxidos o carbonatos hasta una concentracién de 1000 mg CaCOg/L. El cloruro no
tiene efecto en la determinacion.

Consideraciones: sigue la curva de NOj3 sigue la ley de Beer hasta 10 mg N-NO37/L.
Reactivos

-Solucion stock de nitrato: secar KNO3 en una estufa a 105°C por 24 h, disolver
0.7218 g en agua y diluir a 1000 mL; 1mL = 100 pg NO3-N. Preservar con 2 mL de
cloroformo. Esta solucion es estable minimo 6 meses.

-Solucion intermedia de nitrato: diluir 200 mL de la solucion stock a 1000 mL de
agua; 1 mL =10 ug NO3™-N. Preservar con 2 mL de cloroformo. Estable por 6 meses.
-Solucién de &cido clorhidrico: HCI 1 N, su preparacion requiere una valoraciéon con
un patron primario, en este caso se hara con Na,CO3; 1 N, pesando 52.995 g de
Na,CO3 anhidro, diluir en agua destilada y aforar a 1 L. La valoracion se llevara a
cabo titulando 10 mL de la solucion de Na,CO3 con la solucion de HCI, se agregan 2-

3 gotas de rojo de metilo como indicador, el indicador se preparara pesando 0.02 g
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de rojo de metilo, diluir en 60 mL de etanol y aforar a 100 mL con agua destilada. Los

calculos de la normalidad de la solucion de HCI se realizan con la ecuacion:

a CyxVy

CA = Ec. 1

v Vg

Donde:

Ca = concentracién molar analito (HCI)

Cv = concentracion molar valorante (Na,CO3)

VN = volumen de valorante

Va = volumen gastado de analito

a/lv = relacion estequiométrica entre el analito y el valorante (1/2 para el par en
cuestion).

Procedimiento:

1. Tratamiento de muestra: 50 mL de muestra, adicionar 1 mL de HCI y mezclar.

2. Preparacion de una curva estandar: Preparar una calibracion de 0 a 7 mg de NO3'™-
/L diluyendo a 50 mL los siguientes volimenes de la solucion de nitratos intermedia.
0,1,2,4,7....... 35 mL. Tratar los estandares de la misma manera que la muestra.

3. Medicion de espectrometria: leer la absorbancia utilizando agua como blanco.
Utilizar longitud de onda de 220 nm para lectura y 275 nm para determinar
interferencias.

Célculos:

Para muestras y estandares, restar dos veces la absorbancia a 275 de la lectura a

220 nm para obtener la absorbancia de NO3'.
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5.3.2.1c Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

5220 standard methods

Principio: La demanda quimica de oxigeno es definida como la cantidad de un
oxidante especifico que reacciona con la muestra bajo condiciones especificas. La
cantidad de oxidante consumido se expresa en su equivalencia en oxigeno. Debido a
sus propiedades quimicas Unicas, se utiliza el ion dicromato (Cr,0;%), el cual se
reduce a Cr®* en las pruebas. Componentes tanto organicos como inorganicos de las
muestras son oxidados, pero en la mayoria de los casos es el componente organico
predomina y es de mayor interés.

La DQO es usualmente utilizada como medida de contaminantes en aguas. En el
analisis de DQO se generan residuos peligrosos, como &cido sulfurico, Ag>SOg,,
cromo hexavalente y trivalente.

Reactivos:

-Solucién de K,Cr,0O7 0.25 N: Secar 15 g de K,Cr,0O; en una estufa a 100-105°C
durante 2 horas y dejar en desecador; pesar 12.15 g de K,Cr,0O7 y agregar a 500 mL
de agua destilada, adicionar 167 mL de H,SO, concentrado lentamente, dejar enfriar
y aforar a 1 L con agua destilada.

-Solucién de Sulfato Ferroso Amoniacal (SFA): Pesar 19.6 g de SFA hexahidratado y
disolver en 500 mL de agua destilada; agregar lentamente 20 mL de H»SO,4
concentrado, dejar enfriar y aforar a 1 L con agua destilada.

La solucion de SFA debe de ser valorada, esto se realiza preparando un blanco con

2.5 mL de agua destilada, 1.5 de la solucion de K,Cr,O; y 3.5 mL de H,SO,4
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concentrado y 2 gotas de fenantrolina, esto se hace por triplicado. El blanco se titula
con SFA 'y se calcula la normalidad con la siguiente ecuacion:

(N solucién oxidante)(1.5 mL)
NSFA = Ec. 2
mL SFA gastados

Procedimiento:

1. Preparacion de la muestra: La muestra se centrifuga y se lleva a una dilucion
adecuada (de 20 a 500 mg/L de materia organica); se toman 2.5 mL de muestra en
tubos de vidrio, se le adicionan 1.5 de la solucion de K;Cr,0; y 3.5 mL de H,SO4
concentrado. A cada tubo se le agregan tres perlas de vidrio.

2. Digestion: Las muestras preparadas se colocan en una parrilla de calentamiento y
se les coloca el condensador de vidrio; se dejan en digestion a 200°C por 2 h.

3. Titulacién: una vez pasado el tiempo de digestion, se retiran de la placa de
calentamiento y se dejan enfriar. Una vez a temperatura ambiente se vierten en
frascos de vidrio, se adicionan 2 gotas de fenantrolina y se titulan con SFA.

Célculos:

Los resultados se expresan como equivalentes de oxigeno, y se calcula con la

ecuacion que se muestra a continuacion:

0 (A-B) x N x 8000
LZ = Ec. 3

DQO como mg —=

mL de la muestra
Donde:

A = mL de SFA gastados para el blanco

B = mL de SFA gastados para la muestra

N = Normalidad de SAF
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5.3.3 Actividad 3. Enriquecimiento de los cultivos electroquimicamente activos
Principio: Siguiendo la adaptacion de los cultivos inoculadores a sus respectivos
metabolismos SR y DN, estos fueron posteriormente sometidos a la siguiente presion
selectiva, en la cual se busca la proliferacion de bacterias electroquimicamente
activas (BEA), adaptandolas a que realicen la transferencia extracelular de
electrones (TEE) a receptores de electrones insolubles en el caso del cultivo anddico
y desde una fuente insoluble de electrones para el cultivo catédico, para favorecer a
aguellos cultivos capaces de trabajar con un electrodo solido.

La técnica de enriquecimiento del cultivo anddico que se utilizé fue la
reportada por (Lovley & Phillips 1986; Lovley & Phillips 1987), en esta técnica se
utiliza como aceptor de electrones el Fe*™® en una forma de FeOOH, la cual forma un
precipitado insoluble, este precipitado es posteriormente reducido por la actividad
TEE de las bacterias y se torna de un color negro con la aparicion del Fe*. Esta
técnica de ha sido utilizada varias veces en el grupo de trabajo (Vazquez-Larios et al.
2015; Hernandez-flores et al. 2013; Sathish-Kumar et al. 2013), siendo probado sus
beneficios en CCM convencionales, sin embargo es la primera vez que se prueba en
CCM con bioanodo y biocatodo, tanto en el grupo de trabajo como en literatura hasta
nuestro conocimiento.

Por otro lado, el enriqguecimiento del cultivo catddico esta basado en la técnica
reportada por (Gregoire et al. 2014), en esta técnica se trabaja de manera analoga a
la anddica, realizando una incubacion en viales con una fuente de electrones
insoluble, en este caso el Fe*? en forma de FeCOs. Este precipitado blanco
inicialmente se torna rojizo una vez que se oxida y forma Fe*®. Hasta nuestro

conocimiento es la primera vez que se emplea esta técnica para el enriquecimiento



36
de un biocatodo en CCM, ademas es la primera vez que se cuantifica la evolucion de

Fe*? durante el tiempo de incubacion.

Disefio experimental: El enriquecimiento de BEA de los cultivos se realizé en botellas
serologicas con el medio especifico para cada cultivo, cada vial contd con su
duplicado y como control se tomaron viales sin inocular. El seguimiento del
enriquecimiento se realizé tomando lecturas de la evolucién de [Fe*?], mediante una
técnica espectrofotométrica con FerroZine. En la técnica catédica se agregé también
un tratamiento de viales con una fuente de carbono secundaria, en este caso el
acetato de sodio, para evaluar la dependencia a una fuente de carbono heterotréfica
y como se refleja en la evolucién de [Fe*?.

Una vez montados los viales se tomaron lecturas de [Fe*?] cada uno o dos
dias. Para evaluar una evolucién en el enriquecimiento, se calculd el indice de

enriguecimiento, con la siguiente ecuacion:

A[Fe+2]
E=—" Ec. 4
tlag

Donde A[Fe*?] corresponde a el cambio de concentracion de Fe*? desde el tiempo 0
hasta la fase estacionaria, y tiag €l tiempo que tarda en comenzar la actividad de

aparicién/desaparicion de Fe*?.

5.3.3.1 Enriquecimiento del cultivo del bioanodo
Principio: Favorecer la presencia y proliferacion de BEAS, las cuales tienen la

capacidad de transferir electrones extracelularmente a aceptor de electrones
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insoluble. Con esta técnica se busca favorecer los microorganismos de transferir
electrones a un electrodo solido.

Reactivos y materiales:
-Sintesis de FeOOH: Neutralizar una solucion de FeCl; 0.4 M a pH 7.0 con NaOH.
De acuerdo a las modificaciones por Hernandez-Flores, neutralizar 150 mL de FeCl;
0.4 M, dejar sedimentar y decantar, lavar con agua destilada. Realizar 3 lavados y
aforar el sedimento a 1 L (solucion de FeOOH).
-Solucién de vitaminas: en 800 mL de agua desionizada, agregar biotina 0.002 g,
acido pantoténico 0.005 g, vitamina B-12 0.001 g, acido benzoico 0.005 g, acido
tioctico (a-lipéico) 0.005 g, acido nicotinico 0.005 g, tiamina 0.005 g, riboflavina 0.005
g, HCI piridoxina 0.01 g, acido félico 0.002 g. Aforar 1 L.
-Solucién de minerales: En 800 mL de agua desionizada, adicionar EDTA 2.14 g,
MgSO. 0.3 g, MnSO4 H20 0.5 g, NaCl 1 g, FeSO4 7H20 0.1 g, CaCl, 2H,0 0.1 g,
CoCl, 6H,0 0.1 g, ZnCl; 0.13 g, CuSO,4 5H,0 0.01, AIK(SO4) 12H,0 0.01 g, H3BO3
0.01 g, NaMoO4 2H,0 0.025 g, NiCl, 6H,0 0.024 g, Na;,WO, 2H,0 0.025 g. Agregar
NTA pH 8-8.5 con NaOH para disolver NTA y formar NTA sal trisédica libre de &cido.
Aforar a 1L.
Procedimiento:

1) Llenar viales con 50 mL de solucion de FeOOH cada uno, adicionar 0.5 mL de

solucion de minerales.
2) Gasear cada frasco durante 1.5 min con N,y sellar
3) Esterilizar las botellas a 121 °C durante 15 min.

4) Adicionar 0.5 mL de vitaminas.
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5) Inocular 3 viales con 20% v/v de cultivo plancténico, e incubar a 37 °C en la
oscuridad a 100 rpm.
6) Tomar muestra cada 1 o 2 dias de acuerdo a la técnica de Ferrozine (seccion
5.3.3.3).
7) Realizar el pase a un vial nuevo cuando el aumento de [Fe*?] llegue a una
fase estacionaria, de no presentarse una fase estacionaria definir pase por

dias trascurridos.

5.3.3.2 Enriquecimiento del cultivo del biocatodo
Principio:
Favorecer las bacterias que son capaces de tomar electrones de una fuente insoluble
por TEE, en este caso la oxidacion de una forma insoluble de Fe*?, con esta técnica
se busca la adaptacién del cultivo a tomar electrones de un electrodo sélido.
Equipo, materiales y reactivos
Equipo y materiales:
o Botellas seroldgicas
o Gas N
o Cabina andxica

o Jeringasde 1 mLy 20 mL

Reactivos
Solucién de medio:
Por cada litro de medio, agregar. NaHCO3; 2.52 g, NH4CI 0.3 g, MgSO,4 7H,O 0.05,

MgCl, 6H,0 0.4 g, KH,PO,4 0.6 g, CaCl, 2H,0 0.1 g,1 mL de medio mineral SL9.
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Solucién mineral SL9:

Para prepara un litro de solucion, en 500 mL de agua desionizada, agregar: CoCl,
6H,0 0.19 g, MnCl, 2 H,0 0.1 g, ZnCl, 0.07 g, NiCl, 6 H,0O 0.024 g, Na;MoO,4 2 H,0O
0.036 g, H3BO3 0.006 g, CuCl, 2H,0O 0.002 g, NTA 12.8 g. Antes de aforar a 1 L,

ajustar el pH a 6.

Solucién de vitaminas:

Para preparar 1 L de solucién, en 500 mL de agua desionizada, agregar: biotina
0.002 g, acido pantoténico 0.005 g, vitamina B-12 0.001 g, acido benzoico 0.005 g,
acido tioctico (a-lipéico) 0.005 g, acido nicotinico 0.005 g, tiamina 0.005 g, riboflavina
0.005 g, HCI piridoxina 0.01 g, Acido félico 0.002 g. Aforar 1 L, utilizar agua

desionizada, hervida y gaseada con N.

Solucion stock de FeCl,0.45 M:

Para 1 L de solucion, agregar 89.4645 g de FeCl, 4H,0O y aforar a 1 L con agua
desionizada. Trabajar en condiciones andxicas, porque el oxigeno puede oxidar
rapidamente el Fe*? a Fe**. El agua para la solucién, hervirla y gasearla con N, para

eliminar oxigeno. La preparacion de la solucion se realizé en cabina andxica.

Solucion de nitrato 0.75 M:
Para 1 L de solucion, agregar: 75.8272 g de KNO3 a 500 mL de agua desionizada,

aforara 1 L.
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Procedimiento:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Preparar solucion de medio, agregando 1 mL de solucion de minerales por
cada litro de medio.

Agregar en viales (botellas serologicas de 120 mL) 60.70 mL de medio
preparado y 1 mL de solucién de nitratos, gasear para eliminar O, disuelto y
adicionar 1 mL de solucion de FeCl,. Sellar el vial inmediatamente al terminar
de gasear.

Una vez sellados, esterilizar los viales en autoclave a 121 °C y 15 psi por 20
min.

A los viales estériles, adicionarles 0.15 mL de solucion de vitaminas, y 12.14
mL de indculo.

Dejar incubar los viales en oscuridad a 37 °C, de preferencia en agitacion a 30
rpm.

Dar seguimiento a la desaparicibn de FeCl,, con lectura por medio de la

técnica con FerroZine.

5.3.3.3 Lectura de Fe*? con técnica de FerroZine

Principio: Dar seguimiento a la aparicién (enriquecimiento bioanodo) y desaparicion

(enriquecimiento biocatodo) de Fe*? mediante una técnica de lectura de Fe*?

determinado espectrofotométricamente con FerroZine como quelante que desarrolla

color magenta. El quelante reacciona como un ligando bidentado a iones metalicos,

donde el complejo con i6n ferroso produce un color mas intenso que con otros iones.

El arreglo atdmico de dicho complejo recibe el nombre de ferroina (Stookey, 1970).

En la Figura 2 se muestra la estructura del complejo de Ferrozine.
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Figura 4. Estructura de FerroZine (3-(2-Pyridyl)-5,6-diphenyl-1,2,4-triazine-p,p’-

disulfonic acid monosodium salt hydrate)(Sigmaaldrich, 2015).

Materiales y reactivos:

-Espectrometro

-Celda de cuarzo

-FerroZine (3-(2-Pyridyl)-5,6-diphenyl-1,2,4-triazine-p,p-disulfonic acid monosodium
salt hydrate)

-Acido clorhidrico: HCI

Soluciones:

-Solucién de HCI 0.5 N (preparada en agua desionizada).

-Solucién de Ferrozina: pesar 11.96 g de HEPES y 1 g de ferrozina, disolver en 800
mL de agua desionizada, ajustar pH a 7 con HCI 0.5 Ny aforara 1 L.

Procedimiento:
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1) Tomar 0.1 mL de muestra procurando no introducir O, mezclar

inmediatamente con 0.9 mL de HCI 0.5 N en un tubo eppendorf (las
condiciones &cidas evitan la oxidacion a Fe*3).

2) Tomar 0.1 mL del tubo anterior (parte soluble, sin solidos) y mezclar con 4.9
mL de solucion de ferrozina, realizar duplicado.

3) Dejar reposar durante 15 min y leer en espectrometro a 562 nm. Como blanco,

prepararlo con el procedimiento anterior pero utilizar 0.1 mL de HCI 0.5 N en

lugar de muestra.

5.3.4 Actividad 4. Ensayo bioelectroquimico de cultivos enriquecidos en-celda
Proposito: Evaluar el desempefio en-celda de los cultivos enriquecidos BEA.
Confirmar si la técnica de enriquecimiento mejora el desempefio de la celda en
comparacion con los cultivos no-enriquecidos.

Disefio experimental: Para evaluar el enriquecimiento reflejado en desempefio de
celda, se montaron tres celdas idénticas con diferente configuracion de indculos, las
configuraciones se muestran en la Figura 3. Las celdas utilizadas se componen de
dos camaras clbicas idénticas de 27 cm?® fueron separadas por una membrana
Nafion 117 con un area de 9 cm? y se llenaron con una cama de escamas de grafito
de 8 cm®.

El experimento se llevo a cabo con una etapa de arranque de 2 semanas,
cada semana se le denominé periodo (I y Il) y el experimento se inicié en la tercera
semana de montaje de las celdas (periodo IIl). Los periodos iniciales sirvieron para
adaptar los inéculos a trabajar directamente con los electrodos pero manteniendo su

consorcio. Para ello, se limit6 el caudal de corriente eléctrica con altas resistencias
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externas, bajando la resistencia externa con cada alimentacion para el siguiente
periodo. Esto se intentd con la idea de que el in6culo continuara trabajando como
consorcio. El periodo | inicié con una resistencia externa de 5600 Q, el periodo Il con
1000 Q, y para el experimento se utilizd la resistencia externa éptima de acuerdo con

el andlisis de una curva de polarizacion.

BA [|DN BA (| BC SR || DN

Celda 1 (100 Q) Celda 2 (100 Q) Celda 3 (560 Q)

Figura 5. Esquema de las configuraciones de celda utilizadas en el ensayo
bioelectroquimico de los cultivos enriquecidos, junto a la resistencia externa utilizada
durante el periodo Ill (BA, bioanodo enriquecido; BC, biocatodo enriquecido; SR,

bioanodo sulfato reductor; DN, biocatodo desnitrificante).

Al final de cada periodo la celda se realimento con medio de alimentacién nuevo, la
composicién fue (en g/L): (NH4),HPO, 0.6, KH,PO, 0.6, NaHCO3 0.2, MgCl, 0.2, 5 g
de acetato de sodio para el anolito y 7.5 g de KNO3 para el catolito, mas 10 %v/v de

solucion de minerales y 5 %v/v de solucion de vitaminas.

5.3.4.1 Monitoreo de voltaje
Proposito: Dar seguimiento a la lectura de voltaje durante el tiempo total de la

operacion del celdas, se utiliza la lectura de voltaje para seguir la actividad eléctrica
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de la celda indirectamente, calculando la corriente eléctrica con la ley de Ohm y la
resistencia externa (Logan et al. 2006).

Disefio experimental: La lectura del voltaje se realizd6 con una placa Arduino UNO,
esta placa permiti6 de una manera facil la programacion del monitoreo de voltaje
para tres celdas cada 10 min con la adquisicion automatica de datos en una planilla
de Microsoft Excel.

Para poder utilizar el Arduino UNO para leer voltaje, fue necesario comparar su
fidelidad contra un instrumento comercial de lectura de voltaje. Por lo anterior, se
realizd6 un experimento en el cual se monitore6 el voltaje de una celda
simultdneamente con un Arduino UNO y un multimetro (Escort 3146A).
Procedimientos: Para mejorar la resolucion del Arduino UNO, se bajo el voltaje de
referencia de 5 V (default) a 0.8 V, al contar con solo 10 bits de convertidor de
analdgico a digital, este fue un paso clave. El segundo paso fue un codigo con el cual
se realicen lecturas promediadas para disminuir el ruido. Para esto se definid una
toma de lectura cada 100 ms y un promedio de lectura cada 20 lecturas. El codigo

utilizado se muestra a continuacion:

const int NUM_LEC = 20;
const int NUM_PRINT = 450;
float voltageod = 0;

float voltagePrinto = 0;
float voltageAVe = 0;
float voltage@l = 0;

float TOTAL_LEC = 0;

int Lec = 0;

int i;

int j = 0;

int Index = 0;

float totallecturas = 9;
float promediolLecturas = 0;
int Index2 = 0;

int inputPin@ = A9;
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void setup() {
Serial.begin(9600);
analogReference(EXTERNAL);
Serial.println("CLEARDATA");
Serial.println("LABEL,TIME,CELL 1 (V)");
analogReference(EXTERNAL);

}
void loop() {
while (j < NUM_PRINT){
//las iteraciones se programan para una lectura cada 100 ms y un
promedio cada 2 s
for (int i = @; 1 < NUM_LEC; i++){
Lec = analogRead(inputPin®);
float voltagelLECO = Lec * (0.83 / 1023.000);
totalLecturas = totallLecturas + voltagelLECO;
delay(100);
}
TOTAL_LEC = totallLecturas;
totallLecturas = 0;
i=0;
I+

voltageAve = TOTAL_LEC/NUM_LEC;

if (voltageAveo <= 0.100){
voltagePrint® = voltageAVvo + 0.00245;}
else if (voltageAve > 0.100){
voltagePrint® = voltageAvo + 0.0018;}
Serial.print("DATA,TIME");
Serial.print(",");Serial.print(voltagePrinte,5); Serial.print(",");
Serial.println("ROW,SET,2");

TOTAL_LEC = 0;

voltageAVe = 0;

voltagePrinto= 0;

Jj=20;

voltage@l = 0O;

En seguida se muestran las ecuaciones con las que se analizaron los datos de la
prueba.

Error absoluto:

€aps = Vmult — Varduino Ec.5

Error absoluto promedio:

— 1
€aps = NZ(Vmult — Varduino) Ec. 6
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Error relativo:

(Vmult —Varduino)

Ec. 7

e =
Abs Vmule

Voltaje promedio:
V= 3SViraumo  EC.8
Varianza:
02 = 7= X(E e — Earauino)®  EC.9
Desviacién estandar:

o, = Vo2 Ec.10

5.4 Actividad 5. Aclimatacién de los cultivos a tetracloruro de carbono
Propésito: adaptar los cultivos a trabajar en presencia de tetracloruro de carbono y se
pueda mejorar la remocion una vez el experimento en celda, aumentando
paulatinamente la concentracion de TC presente en la incubacion.

Disefio experimental: La aclimataciéon de los cultivos enriquecidos se abordd de dos
maneras. En el primer ensayo se montaron reactores de 1 L, con un V de operacién
de 0.5 L, dichos reactores fueron inoculados con cultivos enriquecidos provenientes
de viales. Una vez montados los reactores, se contaminaron con una concentracion
inicial de TC de 2 ppm, y a medida que se observaba su desaparicion seguia con
una concentracion mayor. Después de cerca de 3 semanas de operacion, se
inocularon viales de enriquecimiento con cultivo de los reactores de aclimatacion
para observar si aun conservaban la actividad hierro reductora/oxidante, al no
mostrar actividad de reduccidn/oxidacion de hierro, se reinicié la aclimatacion

utilizando viales de enriquecimiento y adicionando tetracloruro de carbono.
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En el segundo ensayo, la contaminacion se realizO en viales de
enriguecimiento de BEAs. Inicialmente se contaminaron a la par viales con 2.5y 5
ppm de TC para ambos cultivos (bioanodo BA 2.5 y BA 5; biocatodo BC 2.5y BC 5).
La concentracién se aumenté hasta 10 mg/L para ambos cultivos.

En ambos ensayos se les monitoreé la concentracién de Fe*? con la técnica de
ferrozine de manera de evaluar su actividad.

Una vez terminada la etapa de enriquecimiento, secuencialmente se prosiguio
por incubar los cultivos enriquecidos en presencia de TC, esto se realizo en el mismo
medio de enriquecimiento para no perder actividad adquirida y se contaminaron los
viales con concentraciones cada vez mayores, iniciando con una concentracién de
2.5 mg/L, se prosiguioé por aumentar la concentracion a 5y 10 mg/L.

La concentracion de TC y cloroformo se midieron cada 3 a 4 dias por cromatografia
de gases. El incremento de concentracion de TC se hizo al hacer el pase a vial

nuevo.

5.5 ETAPA 3

En esta se etapa se operaron, monitorearon y caracterizaron las celdas microbianas
con las distintas configuraciones de operacion.

5.5.1 Eleccion de in6culos

Como paso previo al experimento se eligieron los inGculos que serian utilizados en la
celda. Esto debido a que al momento de inoculacion de las celdas con los cultivos
previamente enriquecidos y aclimatados no se obtuvo actividad eléctrica. Se re-
inocularon las celdas con cultivos enriquecidos sin aclimatar para comprobar si los

cultivos perdieron actividad durante el periodo de aclimatacion, se realizé variando la
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re-inoculacion en diferentes camaras para encontrar el cultivo problema: i) re-
inoculacion de anodo, ii) re-inoculacion de catodo, iii) re-inoculacion de ambas
camaras.

En la Figura 4 se muestra el monitoreo de voltaje durante la eleccion de
in6culos. Se puede apreciar un inicio en la actividad eléctrica desde el momento de la
inoculacion en las celdas 1y 3, las cuales recibieron una re-inoculacién de bioanodo
enriquecido previo a la aclimatacion de TC. Por lo contrario, la celda 2 no mostré
actividad aun después de la re-inoculacion, esta celda solo recibié re-in6culo en el
catodo, por lo que se puede asumir que el cultivo del bioanodo perdié actividad en el
periodo de larga duracién en presencia de TC durante la actividad de aclimatacion.

En base a los resultados, la combinacién de indculos que se eligié para el
experimento de remocion de TC en celda fueron el BA (cultivo enriquecido) para el

bioanodo y BCTC (cultivo enriquecido y aclimatado) para el biocatodo.

0.10
—BA/BC
CT
0.08 - ——BACT/B
C
0.06 -
S
LLl
0.04 -
0.02 -
0.00 . . . :
0 30 60 90 120 150

Tiempo (h)

Figura 6. Monitoreo de voltaje al momento de la re-inoculacion.
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5.5.2 Actividad 5. Operacion, monitoreo y evaluacion de las CCM con las
diferentes configuraciones de operacién en la remocion de tetracloruro de
carbono en celda.
Propdsito: En esta actividad se evaluaron los cultivos enriquecidos y aclimatados
respecto a su capacidad de remover tetracloruro de carbono en celda.
Disefio experimental: El experimento consisti6 en evaluar distintas configuraciones
de celda, variando la presencia de tetracloruro de carbono en las camaras de la
celda.

Se realizaron cinco configuraciones en celda y un control abiético en botellas
serologicas, las combinaciones fueron las siguientes: i) TC en &anodo, ii) TC en
catodo, iii) TC en ambas cadmaras, iv) TC en catodo no enriquecido, v) TC en ambas
camaras en circuito abierto y vi) control abiético en celda. En la Figura 5 se muestra
un esquema con las distintas configuraciones de operacion.

Procedimiento: Para iniciar el experimento en celdas, se inocularon las celdas con
BA para dnodo y BCTC para catodo. La inoculacion se realiz6 tomando 50 mL del
vial correspondiente, centrifugarlo a 4000 x g durante 7 minutos. La pastilla después
se re-suspendié en 10 ml de medio base, la composicion del medio base se muestra
en la Tabla 7. Se hicieron soluciones stock para adicionar el acetato de sodio
(biodnodo), el nitrato de potasio (biocatodo) y el tetracloruro de carbono, de dichas

soluciones se adicionan 1 mL a la celda para alcanzar la concentracion deseada.
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Tabla 7. Composicion de medio base para la operacion en celda

Concentracion

Componente (g/L)
KH>PO4 0.6
(NH4)HPO4 0.6
NaHCO3; 0.6
MgCl, 0.2
NaCl 0.2
Peptona de caseina 0.05
Solucién de minerales 50 mL
Solucién de vitaminas 50 mL

La composicién de las soluciones de vitaminas y minerales fueron las mismas que
las descritas en la seccion 5.3.3.2.

Las concentraciones de las soluciones stock fueron las siguientes: acetato de
sodio 6H,0 19 g/L para una concentracion de 1 g/L en celda, KNO3 3.09 g/L para
una concentracion de 0.1628 g/L en celda, tetracloruro de carbono 0.19 g/L para una
concentracion de 10 mg/L en celda.

Después de la inoculacion se llevo a cabo un periodo de adaptacion en celda
disminuyendo la Rex poco a poco de manera similar a la seccién 5.4.1. Se inici6
dejando a circuito abierto durante la noche después de la inoculacion, al dia siguiente

se cerro6 el circuito con 5600 Q, a los 4 dias se bajé a 2200 Q y 4 dias después se

cambi6 a 1000 Q, con la cual se realizaron las corridas con el contaminante.

5.5.3a Operacidon, monitoreo y evaluaciéon de una CCM con la configuracion de
operacion 1.

Proposito: La operacion y evaluacion de la celda con TC en camara anddica,
permitira observar el comportamiento electroquimico, ademas de evaluar la

remociéon de TC en el bioanodo.
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5.5.3b Operacion, monitoreo y evaluacion de una CCM con la configuracion de
operacion 2.

Propdsito: La operacion y evaluacion de la celda con la configuracion 2, TC en
camara catédica, permitira observar el comportamiento de la celda en la
bioremediacion al tener dos aceptores finales de electrones en la misma camara.
5.5.3c Operacion, monitoreo y evaluacién de una CCM con la configuracion de
operacion 3.

Propdsito: La operacion y evaluacion de la celda con la configuracion 3, TC en
ambas camaras, permitira observar el comportamiento electroquimico y evaluar la
biodegradacion de TC en ambas camaras.

5.5.3d Operacion, monitoreo y evaluacion de una CCM con la configuracion de
operacion 4.

Propésito: La operacion y evaluacion de la celda con la configuracion 4, con cultivos
no enriquecidos (sulfato reductor y desnitrificante), permite observar el efecto de las
etapas de enriguecimiento y aclimatacion en la remocion de TC.

5.5.3e Operacion, monitoreo y evaluacién de una CCM con la configuraciéon de
operacion 5.

Propésito: La operacion y evaluacidon de la celda con la configuracién 5 sirve para
observar el comportamiento de la concentracion de TC en ambas cadmaras cuando
se opera en circuito abierto (OCV).

5.5.3f Operacién, monitoreo y evaluacion de una CCM con la configuraciéon de
operacion 6.

Propésito: En la configuracion 6 se operoé la celda abiéticamente para determinar cual

es la perdida por factores fisicos, como absorcion del grafito y la volatilidad en celda.
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Ademas para corroborar se mont6 también un control abiético en botellas
serologicas.
Disefio experimental: Se realizaron dos controles abidticos, uno en celda y uno en
botellas seroldgicas. Se montaron 4 viales con un volumen similar al volumen de

camara de celda y se agrego la misma cantidad de grafito.

5.5.3.1 Técnicas

5.5.3.1a Curva de Polarizacién

La curva de polarizacién es una herramienta para caracterizar una CCM. Mediante
esta curva se determinan los puntos maximos de potencia y voltaje. Para obtener
dichos resultados se hacen las mediciones de la curva variando la resistencia
externa Rey..

Las lecturas se tomaran conectando la CCM a un multimetro, 1 operando a
circuito abierto, leyendo los voltajes cada 5 minutos. Transcurrido el tiempo, se
comenzaran a variar las resistencias, las resistencias se cambiaran cada 5 minutos y
se tomaran lecturas cada minuto en cada resistencia. Las resistencias que se
utilizaron en la caracterizacion fueron: en Q: 100, 150, 180, 220, 270, 330, 390, 560,
680, 820, 1000, 1200, 1500, 1800, 2200, 5600 y 8200. La lectura se hizo cambiando

las resistencias en forma descendente y ascendente.

5.5.3.1b Cromatografia de gases
El analisis de los compuestos clorados se hizo con un cromatografo de gases (Clarus
580 Perkin Elmer®) acoplado a un automuestreador de headspace. Se utilizé6 una

columna Elite-5 (30 m x 0.25 mm). El método fue isotérmico con las siguientes
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temperaturas: inyector 200 °C, horno 35 °C y detector 300 °C. El automuestreador
headspace utilizé las siguientes temperaturas: vial 85 °C, jeringa 95 °C y linea de
transferencia 105 °C.

Las muestras fueron preparadas a 1 mL por vial, con este método se pudo leer
tetracloruro de carbono desde 0.031 mg/L hasta 1 mg/L, asi como cloroformo desde
0.036 mg/L hasta 1.47 mg/L.

Para el muestreo de las celdas con concentracion inicial de 10 mg/L se tomo
una dilucion 1:20 para el tiempo cero, y se prosiguio subiendo la dilucion a 1:10 y 1:5,

1:5 fue la maxima dilucion para evitar vaciar la celda con multiples muestras
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VI RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Actividad 1. Disefio y construccion de una CCM equipada con biocatodo y
un electrodo de referencia.
La celda se construyd en los talleres del CINVESTAV de acuerdo a las
especificaciones detalladas en metodologia. En la Figura 6 se muestra en detalle el
disefio y la dimensién de la celda, con camaras de 30 x 30 x 30 mm, de material
acrilico de 5 mm de grosor. En la Figura 7 se muestra una imagen de la celda

finalizada. En total se construyeron 3 celdas idénticas para realizar corridas

simultaneas.
A ] B
::5 mm
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Figura 8. Esquema de forma y dimension de la celda. A) corte longitudinal de la

celda completa; B) corte transversal de una camara.
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Figura 9. Celda de doble camara finalizada.

Los elementos agregados a la construccion de la celda fueron: conexiones rapidas
1/4” a 1/8” en la parte superior e inferior para purga y alimentacion, dos barras de
grafito como colector eléctrico, y tapones de goma de 8 mm de diametro para

adaptar e intercambiar un electrodo de referencia.

6.1.1 Construccion del electrodo de referencia

La cristaleria del electrodo se realiz6 en los talleres de vidrio ubicados en el
Departamento de Quimica dentro del CINVESTAV. El electrodo Ag/AgCl se hizo en
el laboratorio como se describié en la seccién 5.2.1.2. En la Figura 8 se ilustra la
forma final del electrodo de referencia, donde en la camara superior se ubica el

alambre de plata con el depdsito y se acopla a una camara de amortiguamiento.
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Figura 10. Electrodo de referencia Ag/AgCI.

6.2 Actividad 2a. Obtencion de in6culos y preparacion de cultivos mixtos.

La obtencion de los indculos y la preparacién del extracto de cultivos mixto se
realizaron de acuerdo a lo descrito en la seccion 5.3.1. Una vez obtenido el extracto
de cultivo mixto, se llenaron dos reactores con el extracto a 3 L de volumen de
operacion, uno destinado a un cultivo misto desnitrificante y otro a un cultivo mixto

sulfato reductor.

6.3 Actividad 2b. Reactores inoculadores

Después del montaje de los reactores, se aplicaron dos semanas de alimentacion
con exceso de sacarosa como fuente de carbono, alimentando cada tercer dia,
terminado este periodo se continud la alimentacion de acuerdo a lo mencionado en la
seccion de metodologia. En la Figura 9A se muestran los reactores inoculadores a un

mes de su inoculacién, donde todavia no se aprecia una diferencia a simple vista, en
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comparacién con la Figura 9B, donde después de 6 meses es evidente el cambio de
coloracion de los reactores; el desnitrificante toméd un color claro, mientras que el

sulfato reductor tomo un color oscuro con tonalidades verdosas.

Figura 11. Reactores inoculadores. A) Después de un mes de adaptacion y B)

después de 6 meses de adaptacion.
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Al terminar el montaje se inicid el monitoreo de los diferentes parametros (eficiencia
de remocion de DQO, pH, eficiencia de remocion de nitratos, eficiencia de remocion

de sulfatos y alcalinidad. El plan de monitoreo esta descrito en la seccién 5.3.2 de

metodologia.

6.3.1 pH y alcalinidad
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Figura 12. Seguimiento del pH y la alcalinidad para ambos reactores inoculadores.
Rombo blanco, pH reactor sulfato reductor; Circulo negro, pH reactor desnitrificante;
triangulo blanco, alcalinidad reactor sulfato reductor; triangulo negro, alcalinidad

reactor desnitrificante.
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Se puede apreciar en la Figura 10 que ambos reactores aumentaron su pH a partir
de la inoculaciéon, al mismo tiempo, aumento su alcalinidad. Se decidio disminuir la
cantidad de NaHCO3; agregado bajando su concentracidén en el agua de alimentacion
hasta 0.2 g/L. Debido a que los cultivos mostraron que generan su propia alcalinidad
no se observo una disminucién notoria de la alcalinidad o pH, sin embargo, no siguio

Su aumento.

6.3.2 Nitratos

En la Figura 11 se muestra la nnos, durante el inicio del monitoreo del reactor
desnitrificante la nnos fue mayor a 90%. Sin embargo, estaba subestimada la
concentracion por lo que se ajustdé la concentracion de NOsz en el agua de
alimentacion, y se aument6 a un 25% en exceso, con lo cual la eficiencia de
remocion de NOj™ al dia 168 fue del 78%. Después del ajuste de alimentacién a los

168 d, la eficiencia de remocién promedio fue de 76.18 + 2.17 %.
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Figura 13. Monitoreo de eficiencia de remocion de nitratos en reactor inoculador
desnitrificante. La flecha roja indica el punto de ajuste de concentracion de NaNOs.

6.3.3 Sulfatos

La eficiencia de remocién de SO,? se ha mostrado abajo del 50%, como se aprecia
en la Figura 12, después de una revision de las concentraciones de alimentacion, se
descubrié que se estaba alimentando con un 57% de exceso. Se ajusto la fuente se
sulfato para limitar un exceso al 25%, debido al ajuste, disminuy6 la concentracion de
S04? en la alimentacién. Sin embargo, en los 20 dias posteriores no disminuyé la
concentracion de sulfatos de salida, o que se refleja como una disminucién en la
eficiencia de remocién después del ajuste. La eficiencia de remocion de sulfatos a lo

largo del monitoreo fue en promedio 41.66 + 0.37.
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Figura 14. Eficiencia de remocion de sulfatos en reactor inoculador SR. El punto rojo

indica el punto de ajuste de concentracion de Na,SOj,.
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6.3.4 Demanda quimica de oxigeno
En la Figura 13 se muestra el monitoreo de la npgo. Se puede apreciar que el reactor
desnitrificante removié mas materia organica, esto se mantuvo durante toda la etapa
de adaptacion.

Pese a que el comportamiento de los reactores mostrd variaciones no se
observo un patrén. La npgo promedio durante la adaptacion fue 83.49 = 5.26 % ER

para el reactor desnitrificante y 62.06 = 7.39 % ER para el reactor desnitrificante.
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Figura 15. Eficiencia de remocion de DQO en ambos reactores inoculadores.
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6.4 Actividad 3. Enriquecimiento de bacterias electroquimicamente activas
Durante el periodo de enriquecimiento se realizaron mdltiples pases. El
enriguecimiento de bioanodo tuvo mayor velocidad de respuesta por lo que se
realizaron mayor numero de pases, en el periodo de monitoreo se llevaron a cabo
seis pases para el bioanodo, mientras que para el biocatodo solo se hicieron cuatro
pases.

En la Tabla 8 se resumen los indices de enriquecimiento por pase tanto para
bioanodo como para biocatodo. El indice de enriguecimiento (€) se calculé como
menciono en la seccion 5.3.3 de metodologia.

Tabla 8. indice de enriquecimiento en cada pase en enriquecimiento catodico y

anadico.
€ (MM Fe*?d™)
Pase0 Pasel Pase2 Pase3 Pase4 Pase5 Paseb6
BA 1.29 0.79 0.38 8.28 24.11 24.83 10.99
BC 0.19 6.44 2.69 0.25 0.15
BC+FC 0.02 551 4.47 4.62 4.85

En la Figura 14 se muestra la evolucién de la concentraciéon de Fe*? en cada pase
para el enriguecimiento anddico. Se observa que en los primeros tres periodos la
actividad de reduccién de Fe** no despegd, por lo que las lecturas se extendieron
hasta 12 dias. Fue hasta el pase 3 cuando la actividad reductora despego,
obteniendo un € de 8.28 mM Fe*?/d, y alcanzando un maximo en el pase 5 con 24.83

mM Fe*?/d.



64

35 - 35 1
A) B)
28 - 28 1
S - g
521 521
o 5
w14 - 214 -
e9.. .. [ ]
L _...,_.,......... .......... [ ] 7 @ L4
o .0 09 & o
. 0 ,.
0 3 6 9 12 0 3 6 9 12 15
Tiempo (d) Tiempo (d)
35 - 35 [
C) D)
28 - 28 1
z g
521 521
= N
+ + -
£ 14 w14 .
71 7
@@ o
B A L IBN J
S iy | = ]
0 3 6 9 12 0 3 6 9 12
Tiempo (d) Tiempo (d)
35 35
) E) F)
28 | 28 1 d
S | g
521 é21
g 5
2 14 1 @14
@ -.'-
77 T4 e r )
'
0 . ! 0 | T |
0 3 6 0 3 6 9
Tiempo (d) Tiempo (d)
35 4
G)
28 -
S92
521
¥
g *
[ oy
0 T .
0 3 6

Tiempo (d)
Figura 16. Resumen de pases de enriquecimiento anddico. A) pase 0; B) pase 1; C)

pase 2; D) pase 3; E) pase 4, F) pase 5; G) pase 6.
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En el caso del enriquecimiento catodico, mostr6 un comportamiento distinto
cuando se incubo con fuente de carbono y cuando no se afiadio fuente de carbono,
en la Figuras 15 muestra la evolucion de Fe™ para la incubacién sin fuente de
carbono y en la Figura 16 la incubacion con fuente de carbono. En el enriquecimiento
sin fuente de carbono, la desaparicion de Fe* disminuyé con cada pase; en
contraste, los viales incubados con fuente de carbono mostraron un leve decremento
en el primer pase, pero mantuvieron un indice de enriquecimiento estable en los
pases siguientes, siendo el pase 1 donde se alcanz6 el méaximo indice de
enriquecimiento de 5.51 mM Fe*? d™.

Este comportamiento en el enriquecimiento catddico se puede deber al
mantenimiento de la biomasa, el metabolismo quimolitoautotrofico no puede producir
suficiente biomasa en el tiempo de incubacion para contrarrestar el lavado de
biomasa con cada pase a un vial nuevo, mientras que los viales con fuente de
carbono, el metabolismo heterotrofico que aporta la presencia de acetato de sodio,
alcanzé para mantener un indice de enriquecimiento pase tras pase, sin embargo,

tampoco fue suficiente para mostrar un incremento en la actividad de oxidacion de

Fe*?
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Figura 17. Resumen de pases de enriguecimiento catddico sin fuente de carbono. A)

pase 0; B) pase 1; C) pase 2; D) pase 3; E) pase 4.
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Figura 18. Resumen de pases de enriquecimiento catddico con fuente de carbono.

A) pase 0; B) pase 1; C) pase 2; D) pase 3; pase E).
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6.5 Actividad 4. Operacion en celda con cultivos enriquecidos
6.5.1 Validacién de monitoreo de voltaje con Arduino UNO
Después de 4 dias de operacion de la celda, con lecturas de Arduino UNO vy el
multimetro comercial, el voltaje cay6 a las 96.5 h. En la Figura 19 se muestra el

voltaje con ambos dispositivos.
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Figura 19. Voltaje medido con Arduino UNO vs multimetro ESCORT 3146A
Pese a que el error absoluto promedio fue de 0.73 mV, el error relativo aumenta a
medida que disminuye el voltaje. Sin embargo, al permanecer constante durante toda
la corrida el error absoluto promedio, podemos predecir un error relativo menor a 1%
cuando se trabaje con voltajes arriba de 80 mV y menor a 2% trabajando arriba de
los 40 mV, los cuales son facilmente alcanzados con las CCM. Con estos resultados,

aunado a la facilidad de captura de datos con Arduino directo a planilla de software
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Excel (Microsoft®) se tomé la decisién de utilizar el Arduino UNO en el monitoreo de

voltaje en las pruebas posteriores.

6.5.2 Ensayo bioelectroquimico de cultivos enriquecidos en-celda
Después de la etapa de enriquecimiento electrogyimico de los cultivos, se realizé un
ensayo en-celda para evaluar el efecto de enriquecer los cultivos en el desempefio
de la celda.

Las celdas para el ensayo se montaronfde acuerdo a lo descrito en la seccién
de metodologia.

En la Figura 20 se muestra la evolugion del voltaje de las tres celdas durante
los tres periodos. En ella se aprecia que gunque en el periodo I, con Rey de 5600 Q,
la celda 3 con in6culos no enriquecigos fue la que mostr6 mayor voltaje, sin
embargo, al ir disminuyendo la Rex, la cglda 3 pierde actividad eléctrica, mientras que

celdas 1y 2 muestran mejores resultaglos a medida que baja la resistencia.
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Figura 20. Voltaje duranteflos tres periodos. Celda 1: BA/DN; Celda 2: BA/BC; Celda

3: SR/DN
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El resumen de los parametros eléctricos se muestra en la Tabla 10. Es notable como
parametros electroquimicos como la potencia volumétrica y densidad de corriente
aumentan con cada periodo. La maxima potencia volumétrica la alcanzé la celda 1,
con un 41.13 W/m?®, seguido de la celda dos con 13.1 W/m?, siendo la celda 3 la de

peor resultado con solo 4.78 W/m?.

Tabla 9. Parametros eléctricos de las tres celdas durante los tres periodos

Periodo  Epom (e imec, Mo
| 5600 Q
Celda 1 0.09 141.51 0.80 815.46
Celda 2 0.04 13.68 0.25 253.52
Celda 3 0.16 914.16 2.04 2072.65
1 1000 Q
Celda 1 0.34 5486.89 11.83 12016.32
Celda 2 0.02 191.84 2.21 2246.84
Celda 3 0.05 540.39 3.71 3771.05
11 100 Q
Celda 1 0.23 41132.01 104.04 105682.20
Celda 2 0.16 13104.19 57.80 58714.56
Celda 3 0.02 478.80 4.67 4742.68

Oon et al. (2016) reportaron 699 mW/m?® y 3.48 A/m® trabajando con nitrato como
aceptor de electrones y una Rex de 1000 Q;comparandolo contra nuestros
resultados a la misma Reyx (periodo Il), la celda 1 obtiene resultados mayores con
548 W m™y 12.01 A m*, sin embargo, los resultados de las celdas 2 y 3 son
menores. (Zhang et al. 2011), trabajando con un biocatodo aerobio, reportaron una

PVmax de 99 W/m?® con una Rex de 100 y una combinacién de cepillo de fibras y
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granulos de grafito, cuando utilizaron solamente granulos de grafito, como en el
presente trabajo, su PVmax disminuye a 72.84 W/m?®, con lo que sigue siendo mayor a
lo obtenido en este trabajo.

Aunque se comprob6 el mejoramiento del desempefio de celda con inéculo de
bioanodo enriguecido, en el caso del enriquecimiento catédico no fue posible
confirmarlo, ya que el desempefio de celda 1 (biocatodo no enriquecido) fue mayor a
la celda 2 (biocatodo enriquecido).

Un factor que puede resultar crucial y ha sido poco abordado es la carga de
biomasa en celda. En este experimento las concentraciones de los inéculos fueron
(en mg/L): BA 125, BC 110, SR 450 y DN 1035. En base a lo anterior, las celdas
inoculadas con mostraron un mejor desempefio que aquellas inoculadas con SR,
aunqgue la carga de biomasa fue 260 % mayor para el inéculo SR, esto confirma los
beneficios del enriquecimiento del bioanodo. En el biocatodo la celda 2 no pudo
superar el desempefio de la celda 1 con inéculo no enriquecido, esto indica que el
cultivo desnitrificante es capaz, hasta cierto punto, de soportar la corriente generada
en el biodnodo enriquecido. La potencia volumétrica promedio de la celda 1 fue de
18.41 W/m?® la cual fue méas del doble que la producida por la celda 2 (7.36 W/m?).
Sin embardo, la carga de biomasa fue casi 10 veces mayor en el catodo de la celda 1
que en la celda 2. Esta no proporcionalidad entre la energia generada y la carga de

biomasa podria indicar una mayor actividad en el in6culo enriquecido.
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6.6 Actividad 5. Aclimatacion de los cultivos enriquecidos BEA a tetracloruro
de carbono

En el ensayo 1 de aclimatacion (realizados en reactores con 0.5 V de
operacion), debido al sistema de alimentacién semi-continuo, hubo dificultades para
monitorear la remocion de TC, ya que las pérdidas por volatilidad fueron muy altas.

Ademas, después de cerca de dos semanas en el reactor en presencia de TC,
el cultivo de bioanodo perdié actividad reductora de Fe*>. Por lo que se opté por una
aclimatacién a TC en botellas serolégicos.

En el segundo ensayo (botellas seroldgicas, viales) se pudo dar mejor
seguimiento a la remocién de TC, y mostré6 aparentemente buenos resultados. El
primer pase, a concentraciones de 2.5y 5 mg/L de TC, mostré una buena eficiencia
de remocion (ER) del contaminante: 92 %ER para BA 2.5 mg/L TC, 87.6 %ER para
BA 5 mg/L TC, 61 % ER para BC 2.5 mg/L TC y 47 %ER para BC 5 mg/L TC.
Aunado a esto, la técnica de aclimatacion en viales, a concentraciones de 2.5y 5
mg/L de TC, también fue sido capaz de retomar la actividad hierro reductora/oxidante
de Fe, por lo que el método de aclimatacion en viales de enriquecimiento parece
facilitar el manejo y contencién del contaminante, muestreo, y conservar la actividad
reductora/oxidante de los cultivos; por lo que es una opcion mas factible para la
aclimatacion a un contaminante volatil.

En los siguientes pases de aclimatacion, aumentando las concentraciones de
TC, aumento la concentracion removida, sin embargo, la eficiencia de remocion no
mostréo aumento, al contrario, disminuyo al aumentar la concentracion, observando
en el pase 3 eficiencias de remocion de 46.4 % para BA 10 y de 36.7 % para BC 10.

Pese a que la cantidad removida aumenté a medida que continuaban los pases, la
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similitud con los resultados del control abidtico (Figura 21 y 22) ponen en duda la
capacidad de los cultivos de ejercer la decloracion reductiva dentro de los viales, y la
remocion se esté llevando a cabo por mecanismos abiéticos como fuga, volatilizacion
y por reduccién por Fe™, en el caso de este (ltimo se puede apreciar con la
desaparicién del ion Fe*? en la aclimatacién de BC tanto en biético como en abiético.
Erbs et al. (1999) reportaron la reduccion de TC por hidroxidos de Fe™-Fe™ de
manera eficiente, sin embargo, no fueron capaces de reducir los metabolitos menos

clorados, inclusive detectaron la formacion de hexacloroetano por unién de radicales
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Figura 21. Seguimiento de remocion de TC y evolucién de Fe (ll) en el pase 3 de
aclimatacion de BA.

Ayala-Luis et al. (2012), en un estudio mas reciente con hidréxidos de Fe*’-Fe*?, si
lograron una remocion eficiente de sus metabolitos, solo con aparicion de CF como

el 6% de los productos.



74

15 P
—¢— CT BC 10
== CT BC abibtico
- 10
12 ---A-+ Fe(ll) BC 10
--@®-- Fe(ll) BC abidtico g
3 3
> 9 ?
&
= 6 £
[\
26 :
L] | 4 &.
3 L] .... ...A..
| o - _
LA A 2
...
0 . '0..‘ .......... .-.: .. O
0 5 10 15 20
Tiempo (d)

Figura 22. Seguimiento de remocién de TC y evolucion de Fe (ll) en el pase 3 de la

aclimatacion de BC.

También se ha reportado la reduccién de TC por Fe®. Chen et al. (2008) trabajaron
con particulas bemetélicas de Al/Fe®, removieron el 97% de una concentracién inicial
de TC de 31.7 mg/L en 60 h, obteniendo como productos solamente 9% de CF, 17 %
de diclorometano como productos clorados.

Debido a que la reduccion de TC por especies férricas ha sido reportada y a
gue la remocion en viales inéculados fue similar a la de los controles abioticos, no se
pudo confirmar la participacion de la actividad microbiana en la remocion de
tetracloruro de carbono dentro de los viales de aclimatacion. En la Tabla 9 se
muestra el resumen de remocion y eficiencia de remocién por pase durante la

aclimatacion.
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Tabla 10. Resumen de la remocion de TC durante todos los pases de viales. *NR: no

replica.
Remocion  Eficiencia de
Pase Muestra (mg/L) remocion (%)
0 BA25 1.96 + NR 92.80 + NR
0 BAS 3.30x NR 87.62 £ NR
0 BC25 1.82 + NR 61.80 + NR
0 BC5 1.36 £ NR 47.17 £ NR
1 BA25 1.73 +NR 94.63 + NR
1 BAS 1.21 + NR 26.83 + NR
1 BC5 2.71 £ NR 55.29 + NR
1 BC10 8.68 £+ NR 66.75 + NR
2 BAS 1.98+0.72 21.85+5.95
2 BC10 791+024 51.37+0.74
3 BA10 8.07+£0.36 46.40 + 0.67
3 BC10 6.20+1.47 45.41+12.3

* BA: cultivo anddico; BC: cultivo catodico; NR: sin réplica; 2.5, 5 y 10: concentracion

de TC.

6.7 Actividad 6. Operacion de celdas en presencia de tetracloruro de carbono
6.6.1 Desempefio electroquimico de las celdas en presencia de tetracloruro de
carbono
En esta actividad se evaluaron los cultivos seleccionados en su degradacion de
tetracloruro de carbono, y su desempefio en celda. Los cultivos seleccionados fueron
BA para el bioanodo y BCTC para el biocatodo.

El periodo de adaptacion en celda se realiz6 bajando resistencias externas
gradualmente, de acuerdo a lo descrito en metodologia. Sin embargo, El desempefio
de las celdas fue mucho mas bajo de lo esperado, con voltajes promedios debajo de

los 50 mV, operando con 1000 Ohm como resistencia externa (Figura 21).



76

0.08
Configuracién 1
=== Configuracién 2
0.06 hg, J
s e Configuracién 3
>N
: '&f — = Configuracién 4
< 0.04 1 %%
L

0.00

Tiempo (h)

Figura 23. Voltaje de las configuraciones 1, 2, 3 y 4 en la operacion en presencia de
TC.

Se observo que el voltaje de las configuraciones 2, 3y 4 cay6 hasta 0 mV a partir del
6 dia, mientras que la configuracién 1 operé hasta 10 dias sin llegar a 0 mV, aunque
manteniéndose a un voltaje bajo. Se realiment6 las configuraciones 1y 3 para ver si
la caida de voltaje era debida a la falta de sustratos, no obstante, el voltaje no subié.
Esto parece indicar que el cultivo catddico quedd incapacitado por la presencia del
contaminante. Sin embargo, a los 6 dias la concentracion de TC es muy baja para

todas las configuraciones, de algun metabolito o subproducto de gran toxicidad.

6.6.2 Remocion de tetracloruro de carbono con las diferentes configuraciones
de operacion

Pese al bajo desempefio electroquimico se inicid el monitoreo de remocion de
tetracloruro de carbono. En la Tabla 11 se muestra el resumen de las lecturas de

concentracion de TC (tetracloruro de carbono) y CF (cloroformo) en todas las
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configuraciones de operacion. No se incluyen los tiempos O debido a que por
problemas de mezclado, fue dificil obtener la concentracién calculada, por lo que se
definieron como 10 mg/L de TC al tiempo inicial de cada configuracion de operacion.
Las configuraciones de operacion fueron las mostradas en la Figura 1.

Es observable que en los primero dos dias ocurrieron los mayores cambios en

la concentracion de contaminante, en los dias posteriores las concentraciones de
tanto TC como CF fueron practicamente estables o no mostraron un patrén de
aumento ni remocién posterior.
En el dia uno se observa que todas las configuraciones muestran una gran
disminucion en la concentracion de TC. Para evaluar si esta remocion es debida a
factores fisicos, como volatilidad, se corrieron dos controles abidticos, uno en celda y
otro en viales herméticamente cerrados.

La concentracion de TC y CF en el control abidtico en viales fue constante
hasta el dia 3, donde comenzé a disminuir TC. La concentracion de CF fue
inexistente durante el control en viales, esto prueba que no hubo transformacién de
TC a CF, y la remocion de TC a partir del dia 3 se puede deber a que se acumulé TC
en el espacio generado por el muestreo previo, y pudo haber escapado al momento

al introducir o retirar la jeringa.
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Tabla 11. Concentracidn de tetracloruro de carbono y cloroformo durante seis dias de operacion para las diferentes

configuraciones de operacion, en mg/L.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
Configuracién TC CF TC CF TC CF TC CF TC CF TC CF
1 (Anodo) 055+ | 4.78+ ] ] 0024+ | 224+ | 0012+ | 264+ | 0076+ | 436+ | 0.065+ | 2.99 +
0.095 | 052 0012 | 2.03 | 0003 | 128 | 0082 | 113 | 0018 | 1.42
] 028+ | 120+ | 011+ | 252+ 0.027 + | 0.69+
2 (Catodo) 0.022 | 0.073 | 0.006 | 0.011 - - 0.000 | 0.013 - - - -
3 (Anodo) 194+ | 207+| 010+ | 372+ ] 0037+ | 272+ ] ] 0.035+ | 3.28+
1.19 177 | 0.017 | 0.045 0.003 | 0.49 0.000 | 0.053
] 017+ | 233+ 0.043+ | 2.38+ 0.039+ | 219+
3 (Catodo) |1.89£NR| <003 | 551 | 074 ; - 0.024 NR ; - 0.000 | 0.080
] 100+ | 223+ 0077+ | 262+ 0042+ | 152+ 0.033+ | 214+
4 (Catodo) 0.47 0.56 NR NR ; - 0.002 | 0.15 ; - 0.000 | 0.018
5 (0Cv 625+ 591+ | 009+ | 3.05+ | 0.06+ | 3.69< i ) ) i i )
Anodo) 261 | 0013 | 0.008 | 0.80 | 0.001 | 0.063
5 (0CV 841+ | 156+ | 022+ | 162+ |0.081+|1.80« i ) ) i i )
Catodo) 0.98 0.32 NR NR | 0040 | 1.22
775+ 383+ | 0.70+ | 0.31+ | 0.69 +
6 (Celda) 054 | 0601 557 NR | 0023 | 0.003 - - - - - -
Abibtico en 6.42 + 2.07 +
Viales 10.00 | <003 | 10.00 | <003 | %7g | <0.03 - ; oz | <003 - -

*TC,; tetracloruro de carbono; CF: cloroformo, NR: sin réplica.
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En el caso del control abidtico en celda, muestra una disminucion en la
concentracion de TC, sin embargo, mucho menor a las corridas con bioanodo o
biocatodo. La concentracion de TC al dia 1 para el control abiotico en celda fue
similar a la encontrada en la celda operada en circuito abierto tanto en anodo como
catodo. La baja concentracién de CF mostrada en la celda abiética pueden deberse a
remanentes de corridas anteriores que hayan provocado cierta aparicion de CF,
aungue la concentracién se mantuvo baja y no aumentd con el tiempo.

En las configuraciones con biodnodo y biocatodo activos se observaron
patrones que se repiten de acuerdo al tipo de in6culo. Las configuraciones con TC en
el anodo fueron las que mostraron aparicion de CF a con mayores concentraciones.
Siendo la configuracion 5 (bioanodo en OCV) donde se alcanzé la mayor
concentracion de CF con 5.91 + 0.013 mg/L a las primeras 24 hr, seguido por la
configuracion 1 (solo biodnodo con TC), con 4.78 + 0.51 mg/L a las 24 h 'y
configuracion 3 (biodnodo, TC en ambas camaras) con 3.72 + 0.04 las 48 h. Esto
puede indicar que la configuracion 5, al no transferir electrones al catodo, tuvo
mayor eficiencia en utilizar el TC como aceptor de electrones, llevandose a cabo la
reduccion de TC como una respiracion anaerobia. Sin embargo, La concentracion de
CF no mostré patrones convincentes de desaparicién, con altibajos en los dias
siguientes, por lo que se puede intuir que el cloroformo sea un compuesto mas dificil
de eliminar que el tetracloruro de carbono, ademas cuenta con una solubilidad en
agua 10 veces mayor que el TC, por lo que su eliminacion fisica no se presentara por
volatilizacion. Este resultado concuerda con lo reportado por de Best et al. (1998),

quienes trabajando con cultivo mixto en condiciones sulfato reductoras, encontraron



80
que las bacterias sulfato reductoras eran capaces de reducir TC a CF y DCM, siendo
CF el principal producto, y DCM no aparecio hasta la cuarta semana. Sin embargo,
una reduccion posterior se lo atribuye a otro grupo de bacterias.

En el caso del biocatodo, se encontr6 que las configuraciones con TC
Gnicamente en el catodo mostraron mayor eliminacion de TC que su contraparte
anddica en las primeras 24 h, la configuracién 2 obtuvo la menor concentracion del
contaminante a las 24 h con 0.28 + 0.022 mg L. Ademas de que la aparicién de CF
fue menor que la obtenida en las camaras anddicas, manteniéndose a una
concentracién menora 2 mg L™,

Teniendo en cuenta la perdida de TC por dia en el control abiético en celda,
podemos estimar una pérdida base, debida a manejo de celda y alta volatilidad de
TC, por dia de 3.22 mg/L. Con esta pérdida base podemos calcular una remocion
neta de TC, con lo que podemos discriminar lo que se transformé a cloroformo y lo
gue se llevé a otros productos. En la Tabla 12 se hace el resumen de la eficiencia de
remocién de TC por configuracion, ademas se incluye que porcentaje de la remocion
se transform6 a CF y cuanto a otros productos, se tomaron las concentraciones a 24
h para hacer los célculos eficiencia de remocién d™.

La remocion neta se calculé con la siguiente ecuacion:

TC;

Eficiencia de remocién d™! = x100 Ec.11

Donde:
TC; = concentracién de TC inicial
TCoan = concentracion de TC alas 24 h

Pb = perdida base (3.22 en este caso)
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Tabla 12. Resumen de remocién de TC y produccion de otros compuestos.

Ef|C|¢pC|a de Produccion de CF  Otros productos
remocion de TC
(%) (%)
(%/d)
Configuracion 1 62.3 76.73 23.27
Configuracion 2 65 18.46 81.54
Configuracion 3
(Anodo) 48.4 42.77 57.23
Configuracion 3
(Cétodo) 48.9 - 100.00
Configuracion 4 57.8 38.58 61.42

De acuerdo a los resultados de la Tabla 12 podemos detectar ciertos patrones. En
las configuraciones con camara anddica podemos observar que el principal producto
es el cloroformo, mientras que en el catodo se obtuvo en mayor proporcién otros
productos. Esto podria explicar la caida de voltaje en las celdas con TC en cadmara
catddica, al producirse un subproducto de mayor toxicidad que TC y CF que haya
afectado en gran medida el cultivo catédico, que aun con medio nuevo no pudo

recuperar su actividad electroquimica.
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VII CONCLUSION
El ensayo electroquimico de los cultivos enriquecidos mostré que el enriquecimiento
catédico mejora de gran manera el desempefio electroquimico de la celda, y es hasta
nuestro conocimiento la primera vez que se utiliza bioanodo enriquecido en una
celda de doble camara.

No se pudo comprobar el beneficio del enriquecimiento catédico en el
desemperio electroquimico de la celda, se necesitan mas estudios con mayor control
en la técnica de enriquecimiento catodico.

La etapa de aclimatacién no mostr6 avance en la remocion de TC, ya que los
resultados no sobrepasaron el control abiotico. Aunado a esto es de mencionar que
el cultivo anddico perdid actividad tras el periodo de aclimatacion, por lo que la
presencia prolongada de TC parece afectar de mayor manera al cultivo anddico.

La remocién de TC en celda fue mayor a lo obtenido en aclimatacion, con
actividad de remocion tanto en dnodo como en céatodo. El principal producto del
anodo es el cloroformo. Las operaciones en catodo muestran una reduccion mas alla
del cloroformo, pero se asume que hay produccion de algan metabolito o
subproducto de alta toxicidad.

En trabajos proximos se pueden incluir etapas que favorezcan la produccion
de biomasa, ya que la serie de presiones selectivas forzaron de gran manera los
cultivos, y no tuvieron tiempo para recuperarse. Por lo que factores como carga de
biomasa pueden tener un papel clave y pueden ser abordados.

Con los resultados obtenidos se puede mencionar que se logré una remocion
de gran parte del contaminante. Es la primera vez, a nuestro conocimiento, que se

evalla la remocion de TC en un sistema bioelectroquimico. EI BES mostré que la
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reduccion electroquimicamente asistida en catodos logr6 mayor reduccién de TC y

CF que la respiracion anaerobia reportada hasta el momento en nuestra busqueda
bibliografica.

Este dispositivo puede funcionar en operacion continua, ya que la acumulacion

de productos afecta el desempefio.
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VIl PERSPECTIVAS
El presente trabajo mostré que la digestion bioelectroquimicamente asistida fue
eficiente en la remocion de TC. Sin embargo, no se confirmé que el enriquecimiento
ni la aclimatacion mejoraran el desempefio del biocatodo. Esto se puede deber en
parte a que las etapas de enriquecimiento y aclimatacion, al ser presiones selectivas
de larga duracion, terminaron afectando el cultivo. En estudios futuros con biocatodo
enriquecido, sera conveniente incluir etapas de recuperacion del cultivo, para evitar
gue bajen el desempefio, pierdan biomasa o pierdan toda actividad.

Lo anterior se puede observar en el desempefio electroquimico, donde en las
pruebas en celda después del enriquecimiento tuvieron alto desempefio. En cambio,
después de someter los cultivos a la aclimatacion y a mayor tiempo de presion
selectiva, el desempefio electroquimico fue muy pobre en la operacién con TC.

Una alternativa que se puede abordar al seguir trabajando con
enriguecimiento de biocatodos es el enriqguecimiento en celda. De esta manera, con
un voltaje impuesto se facilita la polarizacién, los cultivos se adaptan a la celda en
menos tiempo y se acortan los periodos de enriquecimiento en viales.

Para estudios posteriores de reduccién bioelectroquimicamente asistida para

el tratamiento de efluentes, se puede considerar trabajar en operacién CEM.
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