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Resumen

En esta investigacion se reporta la sintesis, funcionalizacion con microondas vy
caracterizacion de carbones basados en grafeno (GNSF) y residuos de cebolla (CCAF)
activados a tres diferentes temperaturas (CCA4F, CCA6F y CCA8F para 400, 600 y 800 °C,

respectivamente), utilizados como catalizadores anddicos en CCMs.

El tratamiento mecanoquimico del grafito en presencia de tiourea y ZnCl, modifico la
estructura cristalina produciendo el catalizador GNS dopados con heteroatomos, mientras
que los catalizadores CCAF presentaron una estructura amorfa autodopada con heterodtomos
de N y S. Por su parte, la funcionalizacién con calentamiento intermitente por microondas
promovié desorden estructural en catalizadores con estructuras cristalinas (GNSF) a
diferencia de catalizadores con estructuras amorfas (CCAF); sin embargo, la formacion de
grupos funcionales en los catalizadores no fue favorecida. Ademas, la activacion con ZnCl;
formd estructuras mesoporosas con un tamafio de poros promedio desde 2 (CCAF) hasta
11.38 nm (GNSF). Sin embargo, el area superficial de CCA4F, CCA6F y CCA8F (1468,
1611 y 1269 m? g, respectivamente) fueron superiores alrededor de 20 veces mas en
comparacion con GNSF (69.7 m? gb).

Durante la caracterizacion electroquimica se utilizé como sustrato agua residual farmacéutica
(ARF) altamente recalcitrante. La densidad de corriente (j) increment6 en anodos con capa
catalitica (en el orden CCA8F>CCAG6F>GNSF>CCA4F) en comparacion con anodos sin
capa catalitica. Por otra parte, una biopelicula de Bacillus subtilis (B. subtilis) crecida sobre

los &nodos mejoré la actividad electroquimica en comparacion con otras investigaciones.

En particular, CCA8F con una biopelicula de B. subtilis fue el bioAnodo mas activo y la
generacion de energia eléctrica aumentd durante la operacion en la CCM, obteniendo una
densidad de potencia méaxima de 30.72 mW m. Después de la operacion en la CCM, se
analizo la morfologia del bioanodo, donde se mostrd una biopelicula de bacterias del ARFy
la estabilidad de la capa catalitica. Por lo tanto, CCA8F y B. subtilis pueden ser considerados
para aplicaciones anddicas en CCMs con generacion de energia eléctrica y tratamiento de

sustratos recalcitrantes simultaneamente.
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Abstract

In this research, the synthesis, microwave-assisted functionalization and characterization of
graphene (GNSF) and onion waste-based (CCAF) activated at three different temperatures
(CCA4F, CCAG6F y CCAS8F for 400, 600 y 800 °C, respectively) carbons used as anode

catalysts in MFCs have been reported.

The results showed that the mechanochemical treatment of graphite in presence of thiourea
and ZnCl, modified its crystalline structure producing the heteroatoms (HA)-doped GNS
catalyst, while CCA catalysts presented a self-doped amorphous structure with N and S HA.
The structural disorder was promoted with functionalization of intermittent microwave
heating to catalysts with crystalline structures (GNSF) unlike catalysts with amorphous
structures (CCAF); however, the formation of functional groups was not favored. In addition,
activation with ZnCl, promoted the formation of mesoporous structures with average pore
size from 11.38 (GNSF) to around 2 nm (CCAF). However, specific surface areas of CCA4F,
CCAGF and CCAS8F (1468, 1611 and 1269 m? g%, respectively) were about 20 times higher
than GNSF (69.7 m? g%).

Highly recalcitrant pharmaceutical wastewater (PWW) was used as substrate during the
electrochemical characterization. The current density (j) increased at anodes containing
catalyst layers (in the order CCA8F>CCAG6F>GNSF>CCAA4F) compared to anodes without
catalytic layer. On the other hand, a biofilm of Bacillus subtilis (B. subtilis) grown on the

anodes improved the electrochemical activity in comparison with other research.

CCAB8F with a biofilm of B. subtilis was the most active bioanode and the generation of
electric power increased during MFC operation, obtaining a maximum power density of
30.72 mW m2. After of MFC operation, a biofilm of PWW microorganism grown on the
catalyst and preservation of catalytic layer of bioanode was observed. Therefore, CCA8F and
B. subtilis can be considered for anodic applications in MFCs with power generation and

treatment of recalcitrant substrates, simultaneously.
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Capitulo 1. Introduccién

La creciente demanda energética para el tratamiento de aguas residuales (TAR) representa
una problemética compleja e interrelacionada con otros aspectos urbanos para muchos
gobiernos locales, debido al crecimiento demografico y el alto nivel de vida que demanda la
poblacion [1]. En particular, las aguas residuales farmacéuticas (ARFs) son generalmente
toxicas y contienen compuestos recalcitrantes dificiles de remover con procesos bioldgicos
tradicionales, los cuales son costosos y demandan energia [2]. Una solucidn a estas limitantes
es la implementacion de sistemas alternativos sustentables para disminuir el uso y

contaminacion de los combustibles fosiles [3].

Las celdas de combustible microbianas (CCMs) son dispositivos que convierten la materia
organica de las aguas residuales en energia eléctrica, mediante el uso de bacterias [4]. Existen
microorganismos electroquimicamente activos (MEA), capaces de degradar aguas residuales
generando energia eléctrica y efluentes tratados [5]. La conversién directa de energia quimica
a eléctrica aumenta la eficiencia de conversion de las CCMs comparadas con los motores de
combustion interna [6]; ademas, ofrece otras ventajas en términos energéticos, ambientales,
econdmicos y operacionales [7]. Sin embargo, todavia se requieren avances adicionales para

promover esta tecnologia a gran escala.

Las investigaciones sobre CCMs han permitido el desarrollo de nuevas arquitecturas de la
celda, catalizadores de bajo costo y la integracién con otras tecnologias de remediacion, para
aumentar su desempefio [8]. En afios recientes, se han desarrollo de catalizadores utilizados
como anodos, debido a que es ahi donde se lleva a cabo la transferencia de electrones que
posteriormente son transportado hacia el catodo. El uso de catalizadores carbonosos tratados
termoquimicamente, y en su caso dopados con heterodtomos (HA), permite obtener las
caracteristicas deseadas para promover las reacciones bioelectroquimicas, resultando ser una

forma efectiva para mejorar el rendimiento de las CCMs [9].

Por tal razdn, en esta investigacion se desarrollaron catalizadores carbonosos funcionalizados
a partir de: i) grafeno dopado con HA de N y S (GNSF); v ii) residuos de cebolla (CCAF).
Empleando tales catalizadores, se fabricaron biodnodos con B. subtilis como MEA. Los
biodnodos se utilizaron en una CCM como dispositivo bioelectroquimico para generar
energia eléctrica y remediar ARF de forma simultanea.
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Capitulo 2. Antecedentes

Las CCMs se basan en el uso de MEA para degradar la materia organica contenida en un
sustrato y producir energia eléctrica, por lo que se consideran una fuente de energia
prometedora para el TAR. Los beneficios de las CCMs, con respecto a las tecnologias
tradicionales de TAR, pueden expresarse en términos energéticos, ambientales, econdmicos
y operacionales. Por ejemplo, en la Tabla 2.1 se presenta una comparacion de TAR a partir

de CCMs y lodos activados en términos energeticos, econémicos y ambientales.

Tabla 2.1. Comparacion de TAR a partir de CCM y lodos activados en términos energéticos,
econdémicos y ambientales [8].

Beneficios CCM Lodos activados
” Energia generada (kWh/ kg-DQO) 0.1 0
Energeticos Energia consumida (kWh/ kg-DQO) 0.04 0.55
Econémicos Costos de inversion ($/ kg-DQO) 3 0.1
Costos de operacién ($/ kg-DQO) 0.0005 0.12
Ambientales Rendimiento de lodos (VSS/ g-DQO) 0.1 0.6

Hernandez-Fernandez et al. [10] describieron que las principales ventajas de las CCMs,
cuando se implementan en el TAR son: (a) conversion directa de energia del sustrato a
electricidad; (b) menor produccion de lodos en comparacion con los procesos de digestion
anaerdbica y lodos activados; (c) resistencia al estrés ambiental y monitoreo en tiempo real;
(d) produccién de energia limpia sin necesidad de separacion, purificacion y conversion de
los productos energéticos; (e) ahorro de energia, ya que consumen alrededor del 10% de la
energia producida para su operacion; y (f) aplicacion generalizada en lugares con
infraestructura eléctrica insuficiente. Ademas, las CCMs se pueden integrar como unidad de
pretratamiento, postratamiento o de forma paralela con otros sistemas de tratamientos para

mejorar la eficiencia de remocion de contaminantes y producir energia eléctrica [11].

Por otro lado, las CCMs son una tecnologia incipiente presentando diversas areas de
oportunidades y desafios en sus componentes. Logan y Rabaey [12] mencionan que el
principal desafio para el escalamiento de una CCM es la baja produccion de energia eléctrica
y, ademas, la comercializacién se ve limitada debido al elevado costo de los electrodos y

materiales asociados.




2.1. Fundamentos de una celda de combustible microbiana

En la Figura 2.1 se presenta el esquema tipico de una CCM de camara doble tipo H (utilizada
para evaluaciones de los componentes a escala de laboratorio), la cual esta compuesta por
una cdmara anddica y una catodica, separadas por una membrana de intercambio protonico
(MIP) [13]. Cabe destacar que existen otros disefios de las CCMSs que pueden operar a mayor

escala en modo continuo y por lotes, pero se necesitan utilizar catalizadores mas selectivos.

Resistencia

Figura 2.1. Estructura tipica de una CCM de camara doble.

Los electrones son generados por la respiracion de los MEA y se transfieren a la superficie
del &nodo, lo cual puede ocurrir por diferentes mecanismos de transferencia extracelular de
electrones (TEE) [14]. Estos electrones fluyen a través de un circuito externo y reaccionan

en el catodo durante la reaccion de reduccion de oxigeno (RRO).

Las ecuaciones (2.1) y (2.2) muestran las reacciones electroquimicas de anodo y catodo que
tienen lugar en una CCM que utiliza glucosa como sustrato en la cdmara anddica y oxigeno
disuelto en un electrolito alcalino de la camara catddica, con sus respectivos potenciales

estandar:

Anodo: CgH;,0 + 6H,0 — 6CO, + 24H* + 24e~  E®=0.014v  (21)

Catodo: O, + 2H,0 + 4e~ 2 40H-  E°=0.401V (2.2)




La descarga de electrones y generacion de energia eléctrica en las CCMs se rige por varios
factores fisicos, bioldgicos y operativos. El voltaje experimental de estas celdas es inferior a
su valor termodindmico por tres tipos de irreversibilidades: polarizacion por activacion,
pérdidas 6hmicas y polarizacion por concentracion [15]. En la Figura 2.2 se presenta una
curva de polarizacién idealizada, utilizada para comprender la influencia de las resistencias

externas e internas que provocan las pérdidas irreversibles.

)
T qug
& 8
. o =
o]
SRS
= o 5 2
= Pérdidas - o
= | S o
@ ; . (=B
= ohmicas
—
(=]
-

Polarizacion por
activacion

Densidad de corriente (mA m'z)

Figura 2.2. Curva de polarizacion voltaje vs densidad de una celda de combustible,

mostrando las principales pérdidas por irreversibilidades.

De acuerdo con Oliveira et al. [16], la polarizacion por activacién es dominante a bajas
densidades de corriente como resultado de la energia de activacion necesaria para que las
especies reaccionen. En el caso de las CCMs, se genera una barrera de energia o polarizacion
por activacién inducida por la dificultad que poseen los microorganismos para transferir
electrones al &nodo. Dicha barrera puede minimizarse mediante la mejora de la
biocompatibilidad, aumento en el espacio bacteriano y aumento de la transferencia de

electrones con catalizadores alternativos para el anodo [17].




Al alcanzar un rango medio de densidades de corriente, las pérdidas predominantes son las
ohmicas, debido principalmente a la resistencia ionica y eléctrica. Estas pérdidas pueden
reducirse acortando la distancia entre los electrodos, aumentando la conductividad idnica de
los electrolitos y minimizando resistencias de contacto entre los diversos elementos de la
celda [18]. Por otra parte, las principales pérdidas a densidades de corriente altas son
resultado de la polarizacion por concentracion, provocada por la incapacidad para mantener
la concentracion inicial del sustrato y las limitaciones de transporte de masa. Esta pérdida se
puede reducir con la agitacion, incrementando la presion de gases y optimizando el disefio
de la CCM [16].

Las diferentes condiciones de operacion también tienen influencia significativa sobre el
rendimiento de las CCMs. Con respecto al efecto de la temperatura, Li et al. [19] reportaron
que valores de aproximadamente 38 °C son ventajosos, especialmente al inicio del procesos
y posteriormente la CCM puede operar a temperaturas mas bajas sin una reduccion

considerable del rendimiento.

También, las CCMs deben operar a una tasa de carga organica Optima para evitar la
produccion de metano y conseguir un mejor desempefio. Ademas, un aumento en el flujo del
sustrato induce a un incremento en la potencia de salida, pero provoca una disminucion del
tiempo de retencion hidraulica, y por ende, una disminucion de la eficiencia de eliminacion

de la demanda quimica de oxigeno (DQO) [20].

Oliveira et al. [16] reportaron que un &nodo acidificado puede afectar la estabilidad de la
biopelicula y, por consiguiente, la potencia de la celda. En general, se considera que una
ventana de pH comprendida entre 6 y 9 es adecuada para el crecimiento de biopeliculas
estables y electroquimicamente activas; sin embargo, existen microorganismos que presentan
mejor desemperio fuera de el intervalo mencionado. De manera opuesta, una disminucion en
el pH (al considerar un electrolito con pH cercano a la neutralidad) de la cdmara catddica

beneficia la RRO, y consecuentemente, la CCM genera mayor densidad de corriente.

2.2. Desempeiio de las celdas de combustible microbianas

El desempefio de las CCMs se puede determinar evaluando pardmetros energéticos como

voltaje de circuito abierto (VCA), potencia (P) y corriente (I); y pardmetros de eficiencia de
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tratamiento bioldgico como remocion de DQO, demanda bioquimica de oxigeno (DBO) o
carbono organico total (COT) [21].

Las curvas de polarizacion caracterizan las celdas de combustible en términos de generacion
de energia. EI término polarizacion representa el cambio del voltaje desde su estado de
equilibrio debido al flujo de corriente. Zhao et al. [22] detallaron cuatro opciones para la
obtencion de curvas de polarizacion o voltaje de la celda-corriente (Vcelda-1): (2) variacion de
resistencia externa, (b) polarizacion potenciodinamica, (c) descarga galvanostatica, y (d)
descarga potenciostatica. Sin embargo, la primera opcion es la mas empleada para obtener

las curvas de polarizacién, que permiten determinar el VCA e | de las CCMs.

El VCA es la fuerza electromotriz (Fem) de la celda que se mide cuando el &nodo y el catodo
no estan conectados entre si; es decir, es el voltaje maximo que se obtiene de una celda con
resistencia infinita y sin flujo de corriente [23]. No obstante, cuando la CCM es conectada a
una resistencia externa de valor conocido R genera una corriente | que se calcula utilizando

la ley de Ohm, ecuacion (2.3):

Vcelda
[ = 2.3
R 23)

Por su parte, el Vcda (cuyo valor varia en funcion de la resistencia R aplicada) se mide
directamente de la diferencia de potencial entre el &nodo y el catodo de la celda, obteniendo
asi una curva de polarizacion. A partir de estas curvas de polarizacion Veceda-1 se pueden
obtener curvas de potencia P-I, la cual permite comparar el desempefio de celdas de
combustible [24].

Sin embargo, los parametros de 1 y P se deben normalizar con respecto al &rea geométrica
del anodo (Aanodo) 0 €l volumen de sustrato (Vsustrato). De este modo, se obtienen densidades
de corriente y de potencia geométricas o volumétricas (ja y jv; Pa Y Py, respectivamente). Esto
se lleva a cabo para realizar célculos ingenieriles de escalamiento y comparar el desempefio
de celdas con diferentes configuraciones y volimenes [21]. Estos parametros se calculan
empleando las ecuaciones (2.4 - 2.7).




Vcelda

jo=—— 2.4
Ja R * Aénodo ( )
Vcelda
=— 2.5
v R * Vgystrato (2:9)
Py = jo * Veelda (2.6)
Py = ji, * Veelda (2-7)

También, se pueden utilizar otras técnicas electroquimicas para comprender los fenémenos
que ocurren en la CCM y asi mejorar su desempefio. Por ejemplo, las técnicas
voltamperomeétricas se utilizan para deducir los mecanismos de transferencia de electrones
entre los MEAs y el &nodo, para la caracterizacion de biopeliculas y evaluar las cinéticas de

las reacciones bioelectroquimicas [25].

2.3.  Anodos para celdas de combustible microbianas

El anodo es el electrodo que recibe los electrones generados por el metabolismo de los MEA,
a partir de la oxidacion de los compuestos organicos. El crecimiento de microorganismos en
la superficie del &nodo depende de la biocompatibilidad entre ambos, de esta manera, el
anodo puede aceptar los electrones con la menor resistencia [26].

Por lo tanto, la seleccién de un catalizador adecuado mejora la transferencia de electrones
entre los MEA y el &nodo, e incrementa la eficiencia de generacion de energia eléctrica en la
CCM [27].

Los catalizadores usados como anodos deben ser conductores eléctricos, ademas de tener alta
resistencia a la corrosion, biocompatibilidad, estabilidad quimica con el sustrato y area

superficial elevada [15].

Diversos materiales carbonosos y metalicos poseen dichas caracteristicas. Por ejemplo, los
materiales carbonosos son atractivos por su bajo costo y biocompatibilidad [28]; mientras
que los materiales metalicos son conductores, robustos y en algunos casos relativamente
econdémicos, aungue todavia presentan algunos desafios para mejorar su resistencia a la
corrosion [29]. En la Figura 2.3 se presenta una linea de tiempo de los avances que se han

realizados en el desarrollo de anodos.
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Figura 2.3. Linea de tiempo de los principales desarrollos de &nodos en CCM [29].

En la Figura 2.4 se exhiben los materiales tradicionales de carbono que se han utilizado como
anodos en CCMs [30]. Una desventaja de los materiales tradicionales es que poseen baja
porosidad y reducida area superficial, por lo que se han utilizado como soporte para
catalizadores carbonosos que posean las caracteristicas deseadas, y asi, mejorar la TEE y el
rendimiento de las CCMs [31].

La presencia de heteroatomos (HA) y polimeros conductores en los catalizadores mejoran la
biocompatibilidad, debido a que los grupos funcionales poseen cargas que favorecen la
interaccion con los MEA [32]. También, los tratamientos térmicos incrementan el area
superficial y rugosidad, que en principio proveen mas espacio para el crecimiento de los
MEA y una TEE mas rapida [33]. Otra modificacion para mejorar el rendimiento de una
CCM consiste en la funcionalizacion de catalizadores carbonosos con una solucion de

metanol y tratamiento térmico en un horno de microondas [34, 35].




Figura 2.4. Materiales tradicionales de carbono usados en CCMs: (A) papel de carbono,
(B) placa de grafito, (C) tela de carbono, (D) malla de carbono, (E) grafito granular, (F)
brocha de carbono, (G) fieltro de carbono y (H) carbdn vitreo reticulado [30].

2.3.1. Grafeno

El grafeno, descubierto por Novoselov et al. [36], es un material plano bidimensional de un
atomo de espesor conformado por atomos de carbono con hibridacion sp?, dispuestos en una
celosia de panal de abeja. Una monocapa de grafeno es conocida por aglomerarse y formar
multicapas a través de interacciones de Van der Waals con caracteristicas sobresalientes
como gran area superficial y excelente resistencia mecanica, que pueden aumentar la
biocompatibilidad con los MEA [37]. Ademas, los grafenos pueden modificarse con
tratamientos térmicos y funcionalizacién quimica para obtener sitios activos que mejoran el

rendimiento catalitico y la TEE [33].

Por otra parte, los grafenos dopados con HA representan una alternativa conveniente debido
a su estabilidad quimica, desempefio electroquimico y viabilidad econémica sobre los
costosos catalizadores basados en Pt [38]. Cabe destacar que los grafenos codopados (por lo
general, con dos HA) presentan mayor actividad catalitica que los dopados con un HA [39].
Ademas, estos beneficios se realzan al utilizar un método de sintesis verde (por ejemplo,
sintesis mecanoquimica) para la fabricacion de estructuras novedosas con propiedades

guimicas mejoradas [40].

Yiy Shen [41] discutieron diversos métodos para producir grafenos. En particular, destacan
que la molienda por bolas es adecuada para la exfoliacion de hojuelas de grafito, dando lugar

a la sintesis de grafeno.




2.3.2. Biocarbones

Recientemente, anodos tridimensionales han mostrado mejor rendimiento que los anodos
bidimensionales debido a su area superficial [42]. Diversos residuos de biomasa pueden ser
transformados en carbdn (biocarbdn) con estructura tridimensional porosa, 10 que mejora su
biocompatibilidad para aplicacion en CCMs; al mismo tiempo, resuelve en parte el problema
de disposicion de desechos solidos [43]. Los biocarbones son candidatos prometedores a
catalizadores para anodos; ademas son de menor costo que catalizadores como Pt o Pd,

aunque todavia requieren mas evaluaciones [44].

En este grupo se clasifican los residuos de cebolla. De esta biomasa la piel, las primeras capas
y los extremos contienen flavonoides, carbohidratos, compuestos azufrados, azlcares,
vitaminas, aminodcidos, acidos fendlicos, &cidos organicos y minerales [45]. Esta
composicion podria brindar propiedades cataliticas interesantes a los biocarbones obtenidos

a partir de estos residuos.

Esto es relevante, ya que Sharma et al. [46] establecieron que los residuos de cebolla
presentan un problema para la industria procesadora porque: (i) no son adecuados como
forraje para animales debido a su fuerte olor acre caracteristico; (ii) no se pueden utilizar
como fertilizantes debido al rapido desarrollo de agentes fitopatégenos como Sclerotium
cepivorum; y (iii) su eliminacién en vertederos resulta en altos costos econdmicos y de un

impacto ambiental severo.

De acuerdo con la literatura, se ha empleado cebolla entera para sintetizar catalizadores
carbonosos dopados para anodos [47] y catodos de CCMs [47, 48]; por otro lado, la piel de
la cebolla se ha utilizado para sintetizar biocarbones con aplicacion como adsorbentes de
metales pesados [49, 50], colorantes [51] y catalizadores tipo ndcleo-coraza para la RRO
[52]. El unico estudio donde se han utilizado residuos de cebolla con un objetivo similar al

de esta investigacion, presento la sintesis de puntos cuanticos de carbono fluorescente [53].

2.4. Catodo en celdas de combustible microbianas

El catodo también es un componente determinante en el desempefio de las CCMs ya que
como se menciono, en este electrodo tiene lugar la RRO. Los catalizadores utilizados en

catodos se pueden clasifican en tres grupos: i) metales del grupo del platino (MGP), ii)
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catalizadores carbonosos o libres de metal; y iii) catalizadores libres de MGP [31]. Los MGP
son los catalizadores con mayor actividad catalitica para la RRO a valores de pH muy
alcalinos o muy acidos, aunque se ha planeado limitar su uso debido a su alto costo [7]. Por
su parte, los compuestos nanoestructurados de carbono son considerados como una
alternativa prometedora por su actividad catalitica y las caracteristicas que se mencionan en
la seccion 2.3 [54].

También se han desarrollado biocatodos (electrodos que utilizan microorganismos como
biocatalizadores para la reaccion catodica) que mejora la viabilidad econdmica y ambiental
de las CCM [5, 15]. El uso de biocatodos ha permitido la expansion de aplicaciones de las
CCMs como la produccion de hidrogeno, remediacion de compuestos recalcitrantes, fijacion

de CO», remocidn de nutrientes y recuperacion de metales, entre otros [55].

2.5.  Microorganismos para celdas de combustible microbianas

La mayoria de los microrganismos usan la respiracion para convertir la energia bioguimica
en adenosin trifosfato (ATP) por medio de una serie de reacciones intercelulares, en las cuales
ciertas proteinas actian como intermediarios para transferir electrones hacia el aceptor final

de electrones.

Por su parte, los MEAs emplean la TEE como mecanismo de transferencia de electrones a la
superficie de un aceptor sélido, como el anodo. Torres et al. [56] detallaron los fundamentos
y la cinética de los mecanismos de TEE: (a) transferencia directa de electrones, (b)
metabolitos intermedios como lanzaderas de electrones a través de pares redox; y (c) matriz

solida conductora que transportan los electrones (Figura 2.5).

Los MEA son un componente importante en el desempefio de una CCM, y es fundamental
que formen una biopelicula en la superficie del &nodo (biopelicula electroquimicamente
activa, BEA), para promover la transferencia de los electrones y la actividad bioelectrogénica
[26].

Con base en Zhang et al. [11] las biopeliculas son agregados de células vivas y muertas,
sustancias poliméricas extracelulares y numerosas materias organicas e inorganicas formadas

por redes bioquimicas complejas.
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Figura 2.5. Esquema de tres mecanismos de TEE utilizados por MEA: (a) transferencia
directa de electrones, (b) lanzaderas electronicas y (¢) matriz sélida conductora. En cada
mecanismo, se indican por numero los procesos cinéticos relevantes para la produccién de
corriente en la respiracion bacteriana: (1), uso del sustrato; (2) produccién de electrones;
(3a) transporte de lanzadera de electrones entre el MEA y el &nodo; (3b) transporte de
electrones a través de una matriz conductora sélida; y (4) interfaz de transferencia de
electrones al anodo [56].

Una biopelicula relativamente gruesa puede dificultar el flujo de electrones; por lo tanto, para
generar una mayor potencia de salida en una CCM se requiere un espesor Optimo de

biopelicula [15]. Hasta el momento, el espesor dptimo no se ha determinado.

Existen MEA que pueden ser encontrados en efluentes industriales y ambientes naturales.
Una parte de estos microorganismos se pueden cultivar en laboratorio y emplearse como
monocultivos o como cultivos mixtos. Por ejemplo, algunos estudios se han realizado con
monocultivos de Geobacter sulfurreducens, Rhodoferax ferrireducens, Aeromonas
hydrophila, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas otidis, Escherichia coli, Shewanella
oneidensis y Shewanella haliotus; mientras los cultivos mixtos son obtenidos principalmente

de biorreactores anaerdbicos [57].

En particular, Bacillus subtilis (B. subtilis) es una bacteria Gram positiva (BGP) no patdgena,
considerada como organismo modelo para la investigacion fundamental y aplicada, ya que
posee la capacidad de esporular, formar biopeliculas y adaptarse a las condiciones fluctuantes

durante cambios ambientales [58].
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La pared celular de BGP esta generalmente compuesta de 90% de peptidoglicano y 10% de
acido teicoico. Este acido permite que el microorganismo se adhiera a la superficie del &nodo,
contribuyendo a la formacion de la biopelicula [59]. En la Tabla 2.2 se presenta un resumen

de las investigaciones donde se ha empleado B. subtilis como MEA en CCMs.

Tabla 2.2. Estudios en los que se ha empleado B. subtilis como MEA en CCMs.

Sustrato Tipo de CCM Ref.

Glucosa Camara doble [60, 61]
Glucosa Cémara simple [62]
2, 4-diclorofenol Camara doble [63]
Glicerol Camara simple [64]
Agua Sintética Camara simple [59]
Agua Sintética Céamara doble [65]
Agua Residual Domeéstica Cémaﬁsggr?(;eer?t% n flujo [66]
Agua Residual Farmacéutica Camara doble (67]
Agua Residual Farmacéutica Camara doble [68]

Nimje et al. [60], [61] demostraron por primera vez el uso de B. subtilis en una CCM de
camara doble utilizando glucosa como sustrato. También, Nimje et al. [62] utilizaron glucosa
como sustrato para que B. subtilis produjera energia eléctrica. De acuerdo al reporte de
Hassan et al. [63] B. subtilis es una bacteria potencialmente exoelectrogénica al usar un
sustrato de 2,4 diclorofenol. El glicerol también se ha utilizado como sustrato en una CCM

de cdmara simple [64].

Por otra parte, agua residual sintética ha sido empleada como sustrato en CCMs de camara
simple y doble por Modestra y Mohan [59] y Liu et al. [65], respectivamente. Sin embargo,
Ismail y Jaeel [66] reportaron el primer trabajo utilizando agua residual doméstica y B.
subtilis. Recientemente, Carrillo-Rodriguez et al. [67] y Garcia-Mayagoita [68] emplearon
B. subtilis para evaluar la generacion de energia eléctrica a partir de un sustrato complejo
como ARF.
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2.6. Sustratos para celdas de combustible microbianas

Diversos compuestos organicos pueden utilizarse como sustratos en las CCMs para la
generacion de energia eléctrica. Los principales combustibles metabdlicos (carbohidratos,
acidos grasos y aminoécidos) son mondmeros de las aguas residuales complejas. El uso de
sustratos simples ha sido la eleccidn de investigadores que se centran en diferentes aspectos

fundamentales de las CCMs que operan con monocultivos.

Pandey et al. [7] enlista algunos de los principales sustratos simples que se han utilizado:
hexosas, pentosas, derivados de azlcares, alcoholes, polialcoholes, aminoacidos, compuestos

heterociclicos nitrogenados, &cidos organicos, entre otros.

Por su parte, las aguas sintéticas (de composicion quimica controlada) son sustratos simples
que contienen micronutrientes, entre otros compuestos. Por otro lado, las aguas residuales
(por ejemplo, las aguas residuales farmacéuticas, ARFs) estan conformadas por una variedad
de compuestos organicos entre otros elementos, algunos de los cuales podrian disminuir el

rendimiento de las CCM:s.

De acuerdo con Wang y Ren [69], el primer estudio de CCMs que utiliz6 aguas residuales
como sustrato fue reportado en 2004, y desde entonces se han publicado diversos estudios
que muestran la produccion de energia eléctrica a partir de una gran variedad de aguas
residuales. En la Tabla 2.3 se resumen algunos estudios desarrollados por diversos grupos de
investigacion empleando varios tipos de aguas residuales en CCMs, asi como otros elementos

en su configuracion.

Cabe destacar que las ARFs pueden contener solventes organicos, catalizadores, aditivos,
reactivos, intermediarios, materias primas e ingredientes farmacéuticos activos, que
aumentan la carga de DQO, salinidad y toxicidad [70]. La presencia de estas sustancias
toxicas y recalcitrantes resulta en una baja eficiencia de remocion de DQO al utilizar métodos

bioldgicos tradicionales, como lodos activados [71].
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Tabla 2.3. Desempefio de CCMs con diferentes aguas residuales. Modificado de [7].

Tipo de < Pa Rem
Agua residual Inoculo CCM Anodo//Cétodo (MWm?) DQO
Residuos Lodo
acidogénicos . Camara doble Fieltro de carbdn 432 > 87
A anaerobio
lixiviados
_ Agua
Destileria de residual de  Camara doble Papel de carbono 124 88.4
alcohol S
destileria
Agua , .
Cerveceria residual de Cgmara Fibra de 669 20.7
. simple carbono//Pt/C
cerveceria
Molino de yuca Cnl:il)t('t\go Céamara doble  Placas de grafito 1771
Agua .
Celulosa residual Camara Papel de 1070
domésti simple carbono//Pt/C
omeéstica
Cultivo de
Industria lactea caldo Camara doble  Placas de grafito 202 71.8
aislado
Membrana de .
Doméstica aclzi(i/i%sos flujo Brggr::irdbeoalgra 481 77.9
ascendente
Ind_ustrla de L_odo Céamara doble  Placas de grafito 230
alimentos activado
Lodo Reactor de Grafito
Melaza . flujo granular//Papel 1410 53.2
anaerobio
ascendente de carbono
Aceite de palma Pseudo- Cémara doble Grafito 451
monas
. Agua .
Indus_trla residual Cgmara Papel de carbono 228
porcina . simple
porcina
Farma(;eutlca Consorc_lo Cgmara Placas de grafito 205
recalcitrante anaerobio simple
Lodo Tela de
Matadero . Camara doble carbdn//Malla de 578
anaerobio Tiy Pt

Sin embargo, la concentracion elevada de DQO permite que las ARFs sean un candidato

potencial para tratarlas en las condiciones anaerdbicas de CCMs. En la Tabla 2.4 se resumen

las investigaciones que han utilizado ARFs como sustrato en CCMs.
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Tabla 2.4. Uso de ARFs como sustrato en CCMs.

Sustrato Inéculo Tipo de CCM Ref.
ARF sintética Consorcio anaerobico Camara simple [72]
ARF Consorcio anaerdbico Céamara simple (73]
ARF Consorcio anaerdbico Camara simple [74]
ARF Consorcio anaerdbico Céamara simple [75]
ARF B. subtilis Camara doble [67]
ARF B. subtilis Cémara doble [68]

Wen et al. [72] han reportado que la materia organica toxica y biorefractaria contenida en las

ARFs podria ser utilizada como sustrato en una CCM, con una mezcla sintética de glucosa y

penicilina. Por otra parte, un efluente industrial farmacéutico recalcitrante, caracterizado por

su composicion compleja y alta toxicidad fue utilizado como sustrato en una CCM de cadmara

simple con indculo de consorcio anaerébico [73]. También fue reportado el uso de ARF

obtenida de la produccion de farmacos esteroideos [74].

Velvizhi y Mohan [75] reportaron un sistema de CCM que mejoro el tratamiento de ARF de

baja biodegradabilidad con relacion al tratamiento anaerébico convencional. Igualmente,

Carrillo-Rodriguez et al. [67] y Garcia-Mayagoita [68] han reportado el uso de ARF como

sustrato para la generacion de energia eléctrica en una CCM de camara doble con bioanodos

de B subtilis, como se describi6 en el apartado 2.5.
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Capitulo 3. Justificacion

El tratamiento de aguas residuales es la necesidad de saneamiento mas basica para proteger
el ambiente y las reservas de agua, que sirven como fuentes de agua potable para la poblacion.
Los procesos de tratamientos de agua residuales actuales son energéticamente demandantes,
liberan gases del efecto invernadero y producen un excedente de lodos, los cuales deben

tratarse o disponerse adecuadamente [76].

Actualmente, la sociedad es cada vez mas consciente de que las aguas residuales podrian ser
una fuente valiosa de energia (contienen entre 3 y 10 veces mas energia que la necesaria para

su tratamiento) en lugar de “desperdicio” [16].

En particular, las ARFs pueden tener un impacto negativo sobre el ambiente y la salud
humana, ya que contienen una variedad de compuestos recalcitrantes que los procesos
bioldgicos tradicionales en las plantas de tratamiento de aguas residuales (TAR) no pueden
eliminar. Sin embargo, se ha demostrado que las CCM poseen una buena eficiencia de

remocion de DQO y generacion de energia eléctrica al tratar ARFs.

Por su parte, B. subtilis es una bacteria electroquimicamente activa, aunque sigue siendo
necesario conocer su efectividad al utilizar sustratos de composicion compleja como ARF.
Por otro lado, muchos de los beneficios ambientales y energéticos de la CCM aln no se han
demostrado en instalaciones reales debido a la baja generacion de potencia, al uso de
materiales costosos y con baja eficiencia catalitica de las reacciones involucradas; es decir,
existen diversas areas de oportunidad para lograr la comercializacion de las CCMs. Una de
éstas es el desarrollo de catalizadores anddicos que mejoren el desempefio de las CCMs y

que sean de bajo costo.

Por tal razon, es de interés el desarrollo de catalizadores carbonosos basados en grafeno y
biocarbon obtenido de residuos de cebolla que podrian presentar las caracteristicas deseadas

como anodos, para una CCM que opera con ARF y B. subtilis.
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Capitulo 4. Objetivos

4.1. Objetivo General

Desarrollar anodos basados en catalizadores carbonosos modificados superficialmente
mediante métodos térmicos, mecanicos y de funcionalizacion quimica para la generacion de

energia eléctrica y el tratamiento de ARF en una CCM.

4.2. Objetivos Especificos

» Evaluar la actividad catalitica de anodos con catalizadores carbonosos y bioanodos
con biopelicula de B. subtilis mediante técnicas electroquimicas utilizando ARF

como electrolito.

» Analizar el desempefio del bioanodo mas activo en una prueba de larga duracion en

una CCM para la generacion de energia eléctrica y el tratamiento de ARF.
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Capitulo 5. Metodologia

5.1. Reactivos

En la Tabla 5.1 se presentan los reactivos empleados durante el desarrollo de esta

investigacion con sus respectivos proveedores y usos.

Tabla 5.1. Reactivos con sus respectivos proveedores y usos.

Reactivo Proveedor Uso
HCI (37 %)
Hojuelas de grafito (malla 100 . . Sintesis de
J Tiougrlea (99(%) : Sigma-Aldrich catalizadores
ZnCl; (98 %)
Peptona de caseina
Extracto de levadura BDBioxon Preparacion de medio
Agar de cultivo
NaCl (99 %) Sigma-Aldrich
Gas nitrégeno (99%) Infra Caracterizacion
Gas oxigeno (99%) electroquimica
Electrodo de difusién de gas BASF
2-propanol (99.9 %) Baker Preparacién de
Nafion (5% p/v) Sigma-Aldrich
— - electrodos
Pt/C (relacidn catalizador:soporte de E-TEK
20:80 % e.p.)
Membrana de Nafion® 117 lon Power
H20:2 (30 %) Baker Activacion de
KOH (90% . : membrana
H,S02 ((95 CV?;) Sigma-Aldrich
Agua desionizada Suminorte Preparacion de

soluciones

5.2. Residuos de cebolla

Los residuos de cebolla conformados por la piel, las primeras capas y los extremos; fueron
separados de cebollas moradas obtenidas en un mercado local de Ramos Arizpe, México.
Posteriormente, los residuos fueron secados a 105 °C por 24 h y luego fueron triturados en
un procesador de alimentos para reducir el tamafio. Estos residuos de cebolla morada (RC)

se utilizaron como materia prima para obtener los biocarbones.
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5.3. Agua Residual Farmacéutica

El agua residual farmacéutica (ARF) se recolectd empleando el método de muestra
compuesta establecido en la Norma Mexicana “Aguas Residuales-Muestreo” (NMX-AA-
003-1980). Las muestras se obtuvieron del efluente directo de la fabrica (sin tratamiento
previo), las cuales fueron trasladadas al laboratorio en un bafio de hielo y se almacenaron en
un congelador a -18 °C. Tres dias antes de utilizar el ARF, la muestra fue descongelada y
almacenada a 4 °C. Antes de usar una porcidon de la muestra compuesta se equilibro
térmicamente a temperatura ambiente y se midié el pH (obteniendo un valor de 9.2) para

realizar calculos descritos en proximas secciones.

5.4. Microorganismo

Se empled B. subtilis como MEA. Las colonias de B. subtilis se sembraron en placas Petri
desechables con agar nutritivo LB (composicion: 10 g L™ peptona de caseina, 5 g L™ extracto
de levadura, 10 g L't NaCl, 15 g L™ agar, pH final 7 £ 0.2) a 30 + 2 °C por 48 h. Enseguida,
las colonias aisladas de la placa Petri fueron inoculadas en un matraz Erlenmeyer con caldo
nutritivo LB (composicion: 10 g L™ peptona de caseina, 5 g L™ extracto de levadura, 10 g L°
1 NaCl, pH final 7 + 0.2) y se encubaron aerébicamente con movimiento orbital y temperatura
de 28 + 2 ° durante 72 h. El agar y caldo nutritivo se esterilizaron a 121 °C durante 15 min

antes de sembrar B. subtilis.

5.5. Sintesis de catalizadores carbonosos

5.5.1. Grafeno dopado con nitrogeno y azufre

Para la sintesis de grafeno dopado con nitrégeno y azufre (GNS) se pulverizd una mezcla de
hojuelas de grafito, tiourea y ZnCl, con una relacion en peso 1:1:1 en un molino de bolas
(Retsch PM200) a 300 rpm durante 8 h, con pausas de 30 min por cada hora de molienda
[77]. Larelacion en peso entre bolas y mezcla fue de 15:1, respectivamente. Posteriormente,
el polvo recuperado fue pirolizado a 500 °C durante 1 h, con una rampa de calentamiento de
10 °C min™*. El polvo obtenido fue lavado con una solucién de HCI 1 M y agua desionizada,

filtrado al vacio y secado a 60 °C durante 24 h.
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5.5.2. Biocarbon a partir de residuos de cebolla

El biocarbon a partir de residuos de cebolla se sintetizé de la siguiente manera: los residuos
secos de cebolla morada (RC) se carbonizaron a 400 °C durante 90 min con una rampa de
calentamiento de 5 °C min™ en atmésfera de N,. Los RC carbonizados se mezclaron con
ZnCl; en una relacion en peso de 1:2, respectivamente, y se adicionaron 50 mL de agua
desionizada por cada gramo de RC carbonizado [78]. La mezcla se mantuvo en agitacién

constante durante 4 h a 60 °C.

Posteriormente, la pasta obtenida fue secada a 110 °C durante 18 h. La mezcla seca se pirolizé
durante 2 h con una rampa de calentamiento de 10 °C min? y atmosfera de N2 a tres
temperaturas diferentes: 400 °C (CCA4), 600 °C (CCA6) y 800 °C (CCAS8). Las muestras se

filtraron, lavaron y secaron a las mismas condiciones que el GNS.

5.5.3. Funcionalizacion de catalizadores carbonosos

Los catalizadores GNS y CCA fueron funcionalizados mediante calentamiento intermitente
por microondas al dispersar lotes de 300 mg en 30 mL de metanol 0.15 M [34, 35]. Cada lote
fue sonicado durante 30 min en un bafio de ultrasonido y luego con agitacién magnética por
1 h a temperatura ambiente para obtener una mezcla homogénea. Posteriormente, la mezcla
se tratd térmicamente en un horno de microondas durante 8 min, agitacion constante, reflujo

y pulsos de calentamiento y enfriamiento de 25 y 15 s, respectivamente.

Enseguida, los polvos obtenidos fueron filtrados, lavados con agua desionizada y secados a
60 °C durante 24 h. Por altimo, se calcinaron a 200 °C durante 30 min y se molieron en un
mortero de agata. La nomenclatura para los catalizadores funcionalizados fue: GNSF,
CCA4F, CCAGF y CCASF.

5.6. Fabricacion de &nodos y catodos
Se utilizaron piezas de electrodo de difusién de gas como soporte con area geométrica de 2
cm? (1 x 2 cm). En su parte posterior se fijo un alambre de cobre, cuya funcion es la de

contacto eléctrico, empleando tinta de plata.

Enseguida, se delimit6 un area expuesta de 1 cm? con resina epoxica. Se prepararon tintas

cataliticas de cada uno de los catalizadores carbonosos funcionalizados, Nafién y 2-propanol
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con una relacion catalizador: Nafion: 2-propanol de 5 mg: 64 pL: 64 uL, respectivamente.

Las tintas se dispersaron en un bafio de ultrasonido por 30 min.

A continuacion, se depositd por separado el area expuesta de los soportes con las tintas
catalitica utilizando la técnica de deposicion por goteo con micropipeta. Por ultimo, los

anodos se colocaron en un desecador previo a su uso.

Para la fabricacion del catodo se emple6 el mismo procedimiento que los &nodos,
depositando una tinta catalitica de Pt/C comercial, Nafién y 2-propanol; con una relacion de

10 mg Pt/C cm™: 69 pL: 69 L, respectivamente.

5.7. Formacion de biodnodos

Los anodos se introdujeron en caldo nutritivo LB inoculado con B. subtilis en condiciones
anaeradbicas, agitacion orbital constante y temperatura de 30 £ 2 °C durante 6 dias; obteniendo

un bioanodo con una biopelicula sobre la superficie del &nodo.

5.8. Caracterizacion fisicoguimica

La cristalinidad de los catalizadores se evalué mediante de difraccion de rayos x (DRX)
utilizando un difractometro Bruker (D2 PHASER) con una lampara de Cu Ka (A=1.54184
A), en un intervalo de angulo de difraccion doble (20) de 10 a 100°. La caracterizacién de la
estructura molecular de los catalizadores carbonosos se realizd mediante la técnica de
espectroscopia Raman con un microscopio Thermo Scientific (DXR Raman Microscope),

una fuente de 633 nm y lente objetivo de 50x.

También, se realizd una identificacion de los grupos funcionales de los catalizadores
carbonosos por espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) en modo de
reflexion total atenuada (RTA) en un espectrometro Bruker (Tensor Il) con cristal de
diamante. El analisis termogravimétrico (ATG) de los catalizadores se realizd en un
analizador SDT Q600 con un flujo de N, de 50 mL min™ y con una rampa de calentamiento
de 10 °C min™.

Para los catalizadores funcionalizados se determind el rea superficial por el método BET
(Brunauer-Emmet-Teller) utilizando la técnica de adsorcién de nitrogeno y desgasificando
las muestras a 200 °C por 12 h en un analizador Autosorbl (Quantachrome Instruments).

También, se empleé un microscopio electrénico de barrido (MEB) con acoplamiento de
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espectroscopia de energia dispersiva (EDS, por sus siglas en inglés) (Philips XL 30) para
analizar la morfologia y composicion quimica de los catalizadores carbonosos,
respectivamente. Los catalizadores y los &nodos se montaron en un portamuestra de aluminio

con una cinta de cobre y se cubrieron con una pelicula conductora.

Por su parte, para analizar la morfologia de los biodnodos, éstos se sumergieron en una
solucion de formaldehido al 2%, en etanol al 70% v/v, durante 12 h a 4 °C. Enseguida, los
bioanodos fueron deshidratados en serie con etanol al 70, 80, 90 y 100 % durante 2 min en
cada solucion. Los bioanodos deshidratados se colocaron en un desecador durante 24 h. Por
altimo, se montaron y recubrieron de igual forma que los &nodos para ser evaluados en un
MEB.

5.9. Caracterizacion electroquimica en media celda
Se utiliz6 voltamperometria ciclica (VC) con un bipotenciostato (Bio-Logic SAS, VSP-300),
atmosfera de N2, 100 mL de ARF como electrolito y tres electrodos: de trabajo, de referencia

del tipo Ag/AgCl en soluciéon de NaCl 3M y un contraelectrodo de Pt.

Los electrodos de trabajo evaluados fueron los anodos y sus respectivos bioanodos, es decir,
anodos con capa catalitica de cada uno de los catalizadores carbonosos funcionalizados, sobre
los cuales se crecié una biopelicula de B. subtilis. Los electrodos de trabajo fueron
sumergidos por 18 h en ARF, previo a la evaluacion en media celda.

Los voltamperogramas ciclicos (VCs) fueron obtenidos en una ventana de potencial de 50 a
1200 mV con respecto al Electrodo Reversible de Hidrogeno (RHE, por sus siglas en inglés)
y una velocidad de barrido de 20 mV s, El potencial del electrodo de referencia Ag/AgCl

3M se convirtié al potencial del RHE utilizando la ecuacién de Nernst (5.1):

ERHE = EO + 0059 * pH + EAg/AgCl (5,1)

donde Egyi es el potencial del RHE, E° es el potencial estandar del electrodo de referencia
Ag/AgCI 3M (209 mV), el pH del electrolito ARF (9.2) y E4g/agc: €S €l potencial medido

durante la prueba.
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5.10. Caracterizacion electroquimica en celda completa

5.10.1.Montaje de la CCM
A partir de los resultados de VC, se seleccioné el bioanodo més activo para la evaluacion de

su desempefio en una CCM de cdmara doble como se muestra en la Figura 5.1.

Las camaras de la CCM fueron separadas con una membrana de Nafion® 117 de 25 cm? (5 x
5 cm). Esta membrana fue activada con el siguiente procedimiento: se colocé en H2.02 10%
v/v durante 1 h a 60 °C, se lavé con agua hirviendo por 30 s, luego se coloco en H2SO4 0.5

M a 85 °C por 1 h y se lavo nuevamente con agua hirviendo durante 5 min.

Posteriormente, la membrana fue sumergida en KOH 6M durante 19 h, se lavo con agua

desionizada hirviendo y, por Gltimo, se sumergio en agua desionizada a temperatura ambiente

para su uso.
O
Electrodo 3 #
de difusién Capa 8

de gas catalitica MEA

m

- i
™~ N
&
Bioanodo B =
/ ® 2 5
_O% DDOD_
Camara anodica Camara catddica

Figura 5.1. Estructura de una CCM: 1) Bio&nodo, 2) Sustrato (ARF), 3) N2, 4) Cétodo, 5)
Electrolito (KOH), 6) O2, 7) MIP. Se muestra también el montaje para su caracterizacion:
8) Resistencia variable, 9) Potenciostato. En el diagrama de la izquierda se presenta la
configuracién del bioanodo.

A la camara anddica se afiadieron 250 mL de ARF, que fueron burbujeados con N para
promover un ambiente anaerdébico durante la evaluacion. El biodnodo fue sumergido en el

ARF a temperatura ambiente 18 h antes de su evaluacion en la CCM.
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Por su parte, en la camara catddica se utilizaron 250 mL de KOH (con pH igual al ARF)
como electrolito, donde se burbuje6 oxigeno para llevar a cabo la RRO al colocar el catodo

descrito en la seccion 5.6. La CCM operd en un proceso por lote a temperatura ambiente.

5.10.2.Curvas de polarizacion y de densidad de potencia

Con ayuda del bipotenciostato Bio-Logic SAS, VSP-300 se determinod primeramente el VCA
entre el bioanodo y el céatodo; es decir, el Vcda €n ausencia de resistencia externa.
Posteriormente, el valor Vceiga S€ 0btuvo para cada una de las resistencias externas (10 kQ, 5
kQ, 1.21 kQ y 1 kQ) aplicadas con una celda Dummy universal. Los datos VCA Y Vcelda S€

recolectaron después de transcurrir 10 min de medicion.

Con la ecuacion 2.4 se determind la densidad de corriente ja, mientras que la densidad de
potencia P, fue calculada a partir de la ecuacion 2.6. Estos datos permiten obtener curvas de
polarizacion (Vceida-ja) Y curvas de potencia (Pa-ja) al inicio de la prueba (dia 1), dia 2, dia 7
y final de la operacion de la CCM (dia 14).

5.10.3.Pruebas de larga duracion en la CCM
La estabilidad de la CCM para generar energia empleando ARF como sustrato se evaluo al
medir el valor de Vceda durante 14 dias. Esto se llevo a cabo conectando una resistencia

externa de 10 kQ utilizando el mismo bipotenciostato mencionado en la seccion anterior.

5.11. Caracterizacion de ARF

Se caracteriz6 el ARF inicial (agua antes de su uso en la CCM), asi como de muestreos a los
dias 2, 7 y 14 (final) obtenidos de la CCM, para determinar el desempefio del biodnodo para
su tratamiento. En la Tabla 5.2 se muestran los andlisis para las muestras obtenidas durante

la prueba de larga duracion en la CCM.
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Tabla 5.2. Analisis para las muestras de la prueba de larga duracion en la CCM.

Analisis Norma Muestra (dia)

pH NMX-AA-008-SCFI-2016 1,2,7y14

Conductividad NMX-AA-093-SCFI-2000 1,2,7y14

DQO NMX-AA-030/2-SCFI-2011 1,2,7y14
DBO NMX-AA-028-SCFI-2011 lyi4
Nitratos NMX-AA-079-SCFI-2001 1y14
Fosforo total NMX-AA-029-SCFI-2001 ly1i4
Sulfatos NMX-AA-074-SCFI-2014 1y14
Alcalinidad NMX-AA-036-SCFI-2001 lyi4
Cloruros NMX-AA-073-SCFI-2001 1y14
Sélidos disueltos totales NMX-AA-034-SCFI-2015 1ly14
So6lidos suspendidos totales NMX-AA-034-SCFI-2015 1lyl4
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Capitulo 6. Resultados y discusion

6.1. Rendimientos de sintesis de los catalizadores

En la Tabla 6.1 se presentan los rendimientos (por procesos y totales) de la sintesis de los
catalizadores GNSF y CCAF. EIl rendimiento en cada proceso se calcul6é a partir de un
balance de materia, multiplicando por 100 al cociente del peso inicial y el peso final de los

materiales.

En el proceso de molienda del GNS se recuperé el 97.6 % e. p. de los materiales iniciales,
mientras el porcentaje restante qued6 adherido sobre la superficie del vial y bolas de &gata.
Por otra parte, después del proceso de carbonizacion de los RC se obtuvo 36.52 % e. p. de

biocarbdn, mientras el porcentaje restante corresponde a los compuestos volatiles.

El proceso de activacion presenta los rendimientos mas bajos en cada uno de los
catalizadores, debido a la descomposicion del material por la temperatura de pirdlisis y la
remocion de impurezas durante el lavado con HCI y agua desionizada. En este proceso, el
GNSF obtuvo un rendimiento de 45.66 % e. p. debido principalmente a la descomposicion
térmica de la tiourea. En el caso de los CCAF, el rendimiento disminuye ligeramente con el

aumento de la temperatura de pirolisis.

Tabla 6.1. Rendimientos de la sintesis de los catalizadores.

GNSF CCA4F CCAG6F CCASF
Proceso
(%0e.p)

Molienda 97.60 ND? ND ND
Carbonizacion ND 36.52 36.52 36.52
Activacion 45.66 21.08 19.72 18.50
Funcionalizacion 98.08 93.50 92.59 02.78
Rendimiento total 43.71 7.20 6.67 6.27

2 No determinado.

Por otro lado, durante el proceso de funcionalizacion, el GNSF y los CCAF tuvieron
rendimientos de 98.08 y aproximadamente de 93 % e. p., respectivamente. Por altimo, el
producto de cada proceso de sintesis de los catalizadores GNSF y CCAF se asumié como el
rendimiento total. Para el GNSF, el rendimiento total fue de 43.71 % e. p., debido

principalmente a la descomposicion térmica de la tiourea; mientras los rendimientos totales
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para los CCAF fueron de 7.2 % e. p. y menores, disminuyendo con el aumento de la

temperatura atribuido a los compuestos volatiles que componen los RC.

6.2. Propiedades fisicoquimicas de catalizadores

6.2.1. Analisis de composicion quimica

La composicion quimica de los catalizadores funcionalizados y sus fuentes de carbono se
presenta en la Tabla 6.2. EI Grafito tiene una composicion de 94.12y 5.88 (% e.p.)de Cy
O, respectivamente. EIl proceso de molienda mecanica de Grafito con tiourea y ZnCl;
modifica la composicion quimica de GNSF para obtener 86.96 y 5.66 (% e. p.) de C y O,
respectivamente, ademas de los dopantes Ny S (4.95y 1,25 % e. p., respectivamente).

Si bien se trata de un analisis semi-cuantitativo, estos resultados sugieren el dopaje de grafeno
con los heterodtomos (HA) de N y S durante la molienda mecanica. Se ha reportado que la
presencia de N crea sitios activos y disminuye la resistencia a la trasferencia de electrones,
mientras que S puede aumentar la densidad de carga asimétrica de los atomos de C y

potenciar las propiedades generadas con la incorporacion de N [79].

Tabla 6.2. Composicion elemental de los catalizadores carbonosos funcionalizados y sus
fuentes de carbono.

. O N S Cl Si Otros
Catalizadores )
. 9412+ 588+ b
Grafito 0.132 013 ND ND ND ND ND
GNSF 8496+ 566+ 495 + 1.25+ 0.29 + 188+ 1.01+
0.07 0.44 0.24 0.08 0.04 0.14 0.07
60.07+ 3394+ 324+ 0.60 + 215+
RC 029 044 008 003 D ND 513
CCAAE 8657+ 818+ 3.7+ 0.42 + 1.13 + ND ND

018 011 011 001 004
8054+ 557+ 321+ 040+ 129+

CCAGF 0.1 008 012 00l 005 ND  ND
8066+ 554+ 297+ 048+ 135%

CCABF 009  0.06 0.1 003 004 ND  ND

4 Error estandar con n=5
b no determinado
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Por su parte, RC esta compuesto de 60.07, 33.94, 3.24,0.60y 2.15 (% e.p.)de C,O,N, Sy
otros elementos (Ca, K y Mg), respectivamente. Cabe resaltar que estos residuos contienen
de forma natural los HA de N y S promovidos durante el dopaje de GNS por molienda

mecanica.

Al activar a 400 °C (CCA4F), los contenidos de C y N aumentan (este Gltimo ligeramente)
con respecto a RC, mientras que los de O y S disminuyen. EI aumento de la temperatura de
activacion en CCA6F y CCA8F provoca un ligero incremento en C, con una disminucion en
los contenidos de O y N en comparacion con CCA4F. El incremento en el contenido de
carbono con la temperatura puede atribuirse a una mayor carbonizacién y a la volatilizacién

de los otros elementos detectados en RC.

Por otro lado, la disminucion en el contenido de O y N puede deberse a la ruptura de los
enlaces en la estructura de los CCAF. Mientras tanto, la variacion en el contenido de S es
limitada en los tres catalizadores. Cabe mencionar que se detectd Cl en concentraciones
similares en los catalizadores CCAF, lo que se atribuye al uso de ZnCl, como agente

activante.

6.2.2. Difraccion de rayos x

En la Figura 6.1 se muestran los patrones de DRX de los catalizadores carbonosos y sus
fuentes de carbono. En la Figura 6.1a, el Grafito tiene tres picos de difraccion en los angulos
20 =26.5° 54.7° y 87°, asignados con base en la tarjeta JCPDS 41-1487 a las reflexiones de
los planos (002), (004) y (006) de carbdn, respectivamente [80].

Por su parte, GNS presenta una menor intensidad relativa en sus reflexiones, atribuida a la
exfoliacion por la molienda de bolas y la activacién quimica. Del mismo modo, la
funcionalizacion causé una disminucién en las intensidades relativas para los planos del
GNSF. Por ejemplo, al tomar como referencia el reflejo del plano (002) del Grafito, la
intensidad relativa en el GNS y GNSF disminuy6 a 3.56 y 0.47 %, respectivamente, dando
evidencia de la disminucion el grado de cristalinidad.

En el inserto de la Figura 6.1a, se puede observar el patron de difraccion del GNSF con picos
en angulos 20 =26.5° y 54.6°; y una banda ancha a 20 = 44° correspondiente a las reflexiones

de los planos (002), (004) y (101), respectivamente. La presencia de reflexiones adicionales
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al plano (101) es causada por la molienda de bolas [81]. Sin embargo, la reflexion alrededor
de 20 =21° y otras reflexiones de baja intensidad relativa en el patron de difraccion del GNSF
se podrian atribuir a impurezas de cuarzo (JCPDS 46-1045) obtenidas del proceso de
limpieza del molino de bolas. Cabe destacar que la reflexion mas intensa del cuarzo
(correspondiente al plano (011) en 20 = 26.6°) podria traslaparse con la reflexion del plano
(002) del GNSF.

En la Figura 6.1b se presentan los patrones de difraccion de RC, CCA y CCAF. Los RC
muestran una estructura cuasi-amorfa, con una banda ancha alrededor de 26 = 21.5°, atribuida
a los planos cristalograficos de celulosa: (110) pico de celulosa Ia. y (200) pico de celulosa
IB [82]. Después del proceso de activacion de RC, el pico ancho se traslada a &ngulos mas

altos debido a la reduccion de la distancia interplanar provocada por el tratamiento térmico.
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Figura 6.1. Patrones de difraccion de los catalizadores carbonosos y sus fuentes de
carbono: (a) grafito, GNS y GNSF y (b) RC, CCAy CCAF.

Los CCA y CCAF tienen una estructura amorfa con dos bandas anchas de difraccion en
angulos 20 = 23.9° y 44°, correspondiente a las reflexiones de los planos (002) y (101) de
carbon, respectivamente. La temperatura de activacion no tiene un efecto determinante en los
patrones de DRX de los catalizadores, a diferencia de lo reportado por Alonso-Lemus et al.
[83], donde la intensidad relativa de las reflexiones de biocarbones obtenidos a partir de cuero

aumenta con una temperatura de activacion mas alta. Asimismo, la funcionalizacion por
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calentamiento con microondas tampoco modifica notablemente las intensidades relativas de
las reflexiones de los CCAF, a diferencia de lo que se observa en el caso de GNSF. Esto

sugiere que la funcionalizacién no tiene un efecto en estructuras amorfas.

6.2.3. Espectroscopia Raman

Los espectros Raman de Grafito, GNS y GNSF se presentan en la Figura 6.2a. Las bandas
D, Gy 2D a 1340, 1590 y 2680 cm™, respectivamente, son caracteristicas en materiales de
Grafito y Grafeno [40]. La banda G corresponde a la estructura grafitica sp?, mientras la
banda D esta relacionada con los defectos en la estructura grafitica sp®. La relacion entre las
bandas D y G (Ip/lg) es utilizada para medir el nivel de desorden en la estructura grafitica de
materiales carbonosos. La relacion Ip/lg es baja para el grafito (0.04), indicando que posee
una estructura altamente ordenada (esto coincide con el andlisis de DRX para Grafito, Figura
6.1a).

Al comparar los espectros Raman de GNS y Grafito, se observa un aumento en la intensidad
enlabanda D'y, por lo tanto, en la relacion Ip/lg (0.84 para GNS). Este aumento es provocado
por una reduccion en el tamafio de cristalita y el dopaje inducido por la sintesis de GNS [84].
Ademés, a un lado de la banda G aparece la banda D' alrededor de 1620 cm™, la cual es
caracteristica de grafeno de pocas capas y esté relacionada con desorden en la estructura
grafitica [85].

Los espectros GNS y GNSF son similares, aunque la relacion Ip/lg es mayor en este ultimo.
Esto indica que la funcionalizacion provoca un desorden en la estructura del GNS.
Finalmente, el Grafito presenta una banda 2D asimétrica alrededor de 2700 cm, mientras
gue GNS y GNSF tienen bandas simétricas, una caracteristica que confirma la exfoliacion de

grafito en grafeno [86].

En la Figura 6.2b se presentan los espectros Raman de los catalizadores de la serie CCA 'y
CCAF. Las bandas D y G en estos biocarbones son mas amplias que en GNS y GNSF, lo
cual es caracteristico de estructuras amorfas [87]. La relacion Ip/lg incrementa con el
aumento de la temperatura de activacion (1.32 y 1.33 para CCA8 y CCAS8F, respectivamente)
indicando que altas temperaturas de activacion y la presencia del activador quimico ZnCl»,

promueven una estructura grafitica mas desordenada.
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Por otro lado, la funcionalizacion de los CCA no tiene efecto relevante en su relacién Ip/lg,

tal y como se observo en el caso de GNS, lo que sugiere que se trata de estructuras mas

estables.
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Figura 6.2. Espectros Raman de los catalizadores carbonosos y sus fuentes de carbono: (a)
Grafito, GNS y GNSF y (b) RC, CCAy CCAF.

6.2.4. Andlisis por espectroscopia infrarroja

En la Figura 6.3 se presentan los espectros IR de Grafito, RC y sus respectivos catalizadores
carbonosos. En la region de 2400 — 1800 cm™ se observan los picos caracteristicos del cristal
de diamante utilizado para el andlisis en el modo ATR. Los espectros de Grafito, GNS y
GNSF se muestran en la Figura 6.3a, los cuales presentan bandas en las regiones de 3100
2900 cm™ y 1150-1050 cm™ atribuidas a las vibraciones de los enlaces C-H y C-0,

respectivamente.

Estas bandas no se modifican después de la sintesis de GNS, aunque su intensidad disminuye
con la funcionalizacion para obtener GNSF. Las caracteristicas de los espectros indican que
la sintesis de GNS y su funcionalizacion para desarrollar GNSF, no promueven la formacion

de grupos funcionales superficiales en estos catalizadores.
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Figura 6.3. Espectros IR de las fuentes de carbono y sus catalizadores carbonosos: (a)
Grafito, GNS y GNSF; (b) RC, CCA y CCAF.

En el espectro IR de RC (Figura 6.3b) se observan bandas en las regiones de vibracion de
enlaces —~OH (3600-3200 cm™), C-H (3100-2900 c¢m™), C=0 (1785-1700 cm™), C=C
(1680-1620 cm™), C—C (1500-1300 cm™) y C-O (1150-1050 cmY), caracteristicos de los
materiales lignoceluldsicos [88]. Después del proceso de activacion, la mayoria de las bandas

presentes en RC desaparecen o disminuyen su intensidad.

Por su parte, CCA4 presenta una ligera inflexion en la banda del enlace —OH, asi como la
banda debida a enlaces C=C de grupos aromaticos; mientras que CCA6 y CCAS8 tienen
bandas de baja intensidad debidas a enlaces C=C y C—-O. Cabe destacar que CCA6 y CCA8
no presentan la sefial debida a enlaces —OH, indicando que la hidrofobicidad de estos
catalizadores es mayor en comparacion a RC y CCA4 [89]. No obstante, la funcionalizacion
para obtener los catalizadores CCAF promueve la formacién de enlaces C-H de grupos
metilos y con una intensidad de las bandas que se incrementa conforme aumenta la

temperatura de activacion.

6.2.5. Analisis termogravimétrico

En la Figura 6.4 se muestran las curvas de ATG de Grafito, RC y sus catalizadores. Este
analisis se realizdé unicamente a los catalizadores sin funcionalizar. En la Figura 6.4a se
observa que Grafito es estable térmicamente, ya que presenta una pérdida de peso
despreciable (< 1%).

X T —




Mientras tanto, GNS presenta regiones de pérdidas de peso notables, causadas por la
evaporacion de la humedad adsorbida (= 100 °C) y la descomposicion térmica de la tiourea
(entre 300 y 700 °C), utilizada como fuente de N y S. La descomposicion térmica resulta
favorable, ya que a partir de 300 °C genera especies reactivas de N y S, como NH3z, H2S y

CSa, que pueden reaccionar con los sitios defectuosos del grafeno producidos con la molienda

de bolas, y asi completar el proceso de dopaje [90].
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Figura 6.4. Curvas de ATG de catalizadores carbonosos y sus fuentes de carbono: (a)
Grafito y GNS; (b) RC y CCA.

En la Figura 6.4b, RC pierde peso significativamente a medida que la temperatura aumenta.
Primero por la evaporacion de humedad adsorbida (= 100 °C) y enseguida por la

descomposicion térmica de los compuestos volatiles como carbohidratos, lipidos y proteinas.

Por su parte, los CCA presentan la primera pérdida de peso debido a la evaporacion de
humedad, resaltando que la pérdida de peso de CCA4 es mayor que en CCA6 y CCA8. Esto
sugiere que el CCA4 es higroscopico, lo que puede relacionarse con la banda del enlace —
OH en su espectro FTIR (Figura 6.3b).

También, CCA4 presenta otra pérdida de peso a partir de 500 °C debido a la descomposicion
térmica de los compuestos no volatiles a temperaturas menores. Este comportamiento
también se observa, aunque en menor medida, en el caso de CCA6 que comienza a perder

peso al superar su temperatura de activacion.
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Por su parte, CCA8 muestra una mayor estabilidad térmica probablemente debido a que su
temperatura de activacion provoca la remocion de diversos elementos, entre ellos compuestos

no volatiles.

6.2.6. Analisis de morfologia por Microscopia Electrénica de Barrido

En la Figura 6.5 se muestran micrografias de los catalizadores funcionalizados GNSF,
CCA4F, CCA6F y CCA8F. GNSF posee una morfologia heterogénea con particulas de forma
irregular y aparentemente rugosas, asi como una amplia distribucion de tamafio de particula
(Figura 6.5a).

Ademas, se observa porosidad provocada por la activacion con ZnCl,. La presencia de
particulas de mayor tamafio (aproximadamente 40 um) podria disminuir el area superficial

de GNSF, aunque estan acompariadas de particulas de menor tamafio.

De modo similar, CCA4F, CCA6F y CCAS8F (Figuras 6.5b-d) presentan una morfologia
heterogénea y amplia distribucion de tamafo de particula. Las particulas tienen superficie
rugosa, que en algunos casos asemeja ldminas apiladas. En todos los casos se aprecia
porosidad, atribuida al uso de ZnCl, como agente activante.

Figura 6.5. Micrografias de catalizadores carbonosos funcionalizados: (a) GNSF, (b)
CCAA4F, (c) CCAG6F y (d) CCAS8F.
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6.2.7. Adsorcion de gases
En la Figura 6.6a se presenta la isoterma de adsorcién/desorcion de GNSF, la cual es del tipo
IV(a) segun la clasificacidn de la IUPAC [91]. Isotermas de este tipo son caracteristicas de

materiales mesoporosos.

La isoterma del tipo 1VV(a) presenta histéresis (cuando las curvas de adsorcion y desorcion no
coinciden), la cual ocurre si el diametro de poro excede un cierto ancho critico [92]. Cada
tipo de histéresis esta relacionado con caracteristicas particulares de la estructura de poro y
el mecanismo de adsorcién. Segun la clasificacion de la IUPAC, GNSF presenta un ciclo de
histéresis H3, la cual esta asociada a agregados de particulas similares a placas, poros con
forma de ranura 0 macroporos que no estan completamente llenos de adsorbato a presion
atmosférica [92, 93]. Estas caracteristicas coinciden con las observadas en la Figura 6.5a para
GNSF.

En la Figura 6.6b se observa la distribucion de tamafio de poro de GNSF durante la
adsorcion/desorcion de N2 basado en el modelo Barret-Joyner-Halenda (BJH). En el proceso
de desorcion, la distribucion indica la presencia principalmente de mesoporos con un maximo
cerca de 4 nm. Sin embargo, el resto de los puntos no se aproximé a cero en un intervalo de

tamafio mas amplio, lo que indica que también existen mesoporos de mayor tamafio.
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Figura 6.6. Isoterma de adsorcion (a) y distribucion de tamafio de poro (b) de GNSF.
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En la Figura 6.7a, la forma de las isotermas de los catalizadores CCAF indica que son del
tipo 1V(a) (clasificacion de la IUPAC), similares a la isoterma del GNSF. CCAGF es el
catalizador que mas adsorbe N, sequido de CCA4F y por ultimo CCAS8F. Esto indica que la
temperatura de activacion no tiene un efecto en la cantidad de N2 adsorbido. Los catalizadores
CCAF presentan ciclos de histéresis del tipo H4, tipicos en carbones micro-mesoporosos o

de poros estrechos en forma de ranura [92, 93].
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Figura 6.7. Isotermas de adsorcién (a) y distribucion de tamafio de poro (b) de los
catalizadores CCAF.

En la Figura 6.7b se observa la distribucion de tamafio de poro de CCAF durante la
adsorcion/desorcion de N.. En el proceso de desorcion, la distribucion esta dominada por
mesoporos con un maximo cercano a 3.5 nm, menor que GNSF. Sin embargo, los puntos de
la curva de desorcion en la region de microporos no se aproximaron a cero. Esto indica la
existencia de microporos, lo cual es confirmado por la forma de las isotermas en la regién

P/Po < 0.4 y la histéresis tipo H4.

En la Tabla 6.3 se presentan los valores de las propiedades texturales de los catalizadores
funcionalizados. En el caso de adsorbentes porosos, el area superficial (Sget) puede dividirse
en superficie externa (Sexterna, superficie fuera de los poros) y superficie de microporo (Smicro,

superficie de todas las paredes de los poros) [91].
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El Sget de GNSF es de 69.7 m? g%, con un 7.89% de Smicro (5.5 m? g1). El volumen total de
poros (Vi) de GNSF es de 0.1983 cm? g*. El GNSF presenta un tamafio promedio de poro
(Dp) de 11.38 nm, y con base en la clasificacion de la IUPAC, posee una estructura

mesoporosa (tamario de poros entre 2 y 50 nm).

Tabla 6.3. Propiedades texturales de los catalizadores carbonosos funcionalizados.

Catalizador SBET_a Smicm_ b Ve - Do’
(m*g?) (m*g?) (cm®g?) (nm)
GNSF 69.7 5.5 0.1983 11.38
CCA4F 1468 827 0.7533 2.053
CCAGF 1611 842 0.8216 2.04
CCA8F 1269 473 0.7488 2.36

2 Area superficial calculada por el método de Brunauer-Emment-Teller (BET).

b Evaluado por el método t-plot
“Volumen total de poros determinado a partir del nitrégeno adsorbido a P/P¢=0.99.

d Diametro promedio de poros de adsorcion.

Por su parte, los catalizadores CCAF poseen una Sger mas de 20 veces mayor que GNSF.
Con la activacion a 400 °C se obtiene CCA4F con 1469 m? g* de Sget, 827 m? g de Smicro,
0.7533 cm® g de Vi y Dp de 2.053 nm. Al aumentar la temperatura de activacion a 600 °C,
CCAGF se incrementan Sget (1611 m? g%, Smicro (842 m? g*) y V (0.8216 cm?® g'), mientras
que DP (2.04 nm) disminuye para CCAGF.

Por el contrario, en el caso de CCAS8F, disminuye Sget (1269 m? g%), Smicro (473 m? g1 y Vi
(0.7488 cm?® @), incluso por debajo de CCA4F, mientras que la temperatura de activacion
de 800 °C provoca un aumento en Dp (2.36 nm), lo que resulta en la disminucion del Sget
[94]. Considerando el hecho de que Dp es cercano a 2 nm (Tabla 6.2), los catalizadores CCAF

también pueden considerarse mesoporosos.

6.3. Analisis de morfologia de anodos

Las micrografias de MEB en las Figuras 6.8a-d muestran la morfologia de los anodos
conteniendo una capa catalitica de GNSF, CCA4F, CCA6F y CCAS8F, respectivamente (vista

superior).
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Figura 6.8. Micrografias de anodos de catalizadores carbonosos funcionalizados: (a-d)

vista superficial, (e-h) vista transversal.

En general, los catalizadores conservan la morfologia descrita en la Figura 6.5, lo que era de
esperarse ya que la preparacion de la tinta catalitica y su respectivo depdsito por goteo sobre
el soporte se realizaron en condiciones quimicas suaves. Esta morfologia porosa es adecuada

para favorecer el crecimiento de la biopelicula de B. subtilis en los anodos.
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Por su parte, los diferentes componentes de los &nodos se pueden observar en las micrografias
de seccion transversal, Figuras 6.8e-h. De la parte inferior a la superior: i) soporte integrado
por tela de carbon conteniendo la capa de difusion (principalmente de politetrafluoroetileno,
PTFE); ii) capa catalitica con un espesor de aproximadamente 30 um. Estas caracteristicas

son mas claramente observadas en la Figura 6.8e.

6.4. Caracterizacion electroquimica en media celda
En la Figura 6.9a se presentan los voltamperogramas ciclicos (VCs) del Soporte (es decir, sin
catalizador, ver descripcién en Metodologia) y Soporte con biopelicula de B. subtilis,

empleando agua residual farmacéutica (ARF) como electrolito.

La densidad de corriente (j) generada por el Soporte es baja, con un par redox (picos de baja
intensidad a 0.96 y 0.52 V vs RHE, en los barridos positivo y negativo, respectivamente). El
pico en el barrido negativo es ancho, lo que puede deberse a un comportamiento de la tela de

carbon que integra el electrodo a difusion de gas.

En presencia de B. subtilis, j se incrementa con un cambio de pendiente a cerca de 0.42 V en
el barrido positivo. Igualmente, se tiene un pico de j de baja intensidad a 1.02 V, lo que
sugiere actividad catalitica de B. subtilis para promover las reacciones bioelectroquimicas de

materia organica contenida en el ARF.

El &nodo de GNSF en la Figura 6.9b genera valores mas altos de j que el Soporte. Ademas,
el par redox esta mejor definido (con picos ligeramente desplazados en potencial), lo que se
atribuye a la actividad catalitica del material carbonoso. Con el biodnodo GNSF + B. subtilis
se modifica la forma del VC, donde se observa un cambio en la pendiente de j. En el barrido
positivo la pendiente comienza a incrementarse a potenciales cercanos a 0.22 V vs RHE, con
un pico de oxidacion apenas apreciable (cercano a 1.02 V). Por su parte, en el barrido
negativo se observa el pico ancho de j (con un maximo cercano a 0.38 V), atribuido al
Soporte. Ello sugiere que, a pesar de la presencia de capa catalitica y biopelicula, el Soporte
pude estar en contacto con el ARF. En general, j del bioanodo GNSF + B. subtilis es mas alta

en comparacion con la generada por GNSF sin biopelicula.
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En la Figura 6.9c, tanto el &nodo CCA4F como el bioanodo CCA4F + B. subtilis tienen una
baja actividad catalitica, con valores de j ligeramente superiores a los del Soporte. Si bien se
aprecia un par redox, su capacidad para promover las reacciones bioelectroquimicas de ARF

es muy baja

Por su parte, el &nodo conteniendo CCAG6F (Figura 6.9d) genera valores de j mayores a los
de GNSF y CCA4F, ademas de un par redox claramente definido con picos a 0.97 y 0.53 V
vs RHE. Es decir, este biocarbon muestra actividad bioelectroquimica para las reacciones

que ocurren con la materia organica del ARF.

La forma del VC del bioanodo CCAG6F + B. subtilis se modifica hacia un comportamiento
cuasi-capacitivo, generando valores de j méas altos a potenciales entre 0.3-1.2 V (barrido
positivo) y 0.5-0.05 V (barrido negativo) en comparacion con el anodo. Este comportamiento
se debe a un incremento en actividad bioelectroquimica del biodnodo promovido por B.

subtilis.

Cabe destacar que en el VC del biodnodo no se observa el par redox, lo que se relaciona con
el crecimiento de biopelicula de B. subtilis sobre el catalizador, inhibiendo la aparicion de
picos de j. Este comportamiento es acorde con lo reportado por Babauta et al. [95], donde al
remover una biopelicula de S. oneidensis MR-1 de la superficie de un electrodo de carbon

vitreo, aparece un par redox en una solucion buffer.

Por ultimo, el &nodo con el catalizador CCA8F (Figura 6.9¢e) tiene un comportamiento cuasi-
capacitivo, con un par redox apenas apreciable con picosa 0.97 y 0.53 V vs RHE. En general,
la forma del VC de CCAS8F no solo cambia, sino que ademés genera una j mas alta, con

relacion a CCAGF en la figura previa.

En el caso del bioAnodo CCAS8F + B. subtilis, el VC muestra que j se incrementa con una
pendiente, generando valores mas altos a potenciales entre 0.52-1.2 V (barrido positivo) y
0.68-0.05 V (barrido negativo) comparado con CCAS8F sin biopelicula. Las caracteristicas
de CCAS8F + B. subtilis son las de un bioanodo con actividad bioelectroquimica para

promover las reacciones de materia organica contenida en el ARF.
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Al comparar el desempefio de los biodnodos CCA8F + B. subtilis y CCAG6F + B. subtilis, se
observa que el primero genera mayores valores de j a los potenciales mas positivos, asi como

ligeramente superiores a potenciales mas negativos.

Modestra y Mohan [59] reportan que mayor j en el barrido anddico indica un aumento en las
reacciones de oxidacion o una transferencia de electrones mas rapida, mientras que un
incremento en el sentido catodico puede deberse a la reduccidn de intermediarios metabdlicos

acumulados.

Ademas, CCA8F + B. subtilis tiene una mayor pendiente de incremento de j y de acuerdo
con Liu et al. [65], un cambio de pendiente puede deberse a la participacion de citocromos
tipo ¢, que mejoran la transferencia de electrones por emplear un mecanismo de transferencia
directa. Con base en estas caracteristicas de actividad bioelectroquimica en ARF, el bioanodo

CCAB8F + B. subtilis ha sido seleccionado para ser evaluado en las pruebas de CCM.

6.5. Caracterizacion del desempefio de la celda de combustible microbiana

En la Figura 6.10 se presentan las curvas de polarizacion Vcelda-ja Y las curvas de Pa-ja (ver

ecuaciones 2.4-2.7), correspondientes a los dias 1, 2, 7 y 14 de prueba de la CCM.

0.35 T T T T T T T T T T T T T 35 T T T T T T T T T T T T T
a —=—Dia | b —=—Dial |
0.30 ——Dia2 A 30+ ——Dia2 |
—&—Dia 7 ——Dia7 |
0.25 —v—Dia 14 ] 251 —v—Dia 14

] 5l 4
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Figura 6.10. Curvas de polarizacion Vceida-ja @) Y curvas Pa-j. b) de la CCM a temperatura
ambiente. Biodnodo: CCA8F + B. subtilis. Electrolito: ARF satura con N.. Catodo: Pt/C en
KOH con pH=9.2, con burbujeo de O,. Membrana: Nafion® 117 modificada.
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El dia 1 de la caracterizacion presenta un VCA de 0.23 V, con una j» maxima de 0.21 A m
(Figura 6.10a). Después de 24 h de operacion (dia 2), el VCA se incrementa ligeramente
(0.24 V) lo mismo que ja a partir de un valor de Vceiga cercano a 0.10V. Al transcurrir 7 dias
de operacion, VCA y ja maxima se incrementan con respecto al dia 2, mientras que
continuando con la prueba VCA disminuye ligeramente y j. aumenta (dia 14 comparado con
dia 7), como se muestra en la Tabla 6.4. Cabe mencionar que la forma basicamente lineal
observada en las curvas de polarizacion indica que las pérdidas 6hmicas son las predominante
enla CCM [16].

En la Figura 6.10b se muestra como P, es muy similar en los dias 1 y 2, incrementandose
durante la prueba (ver Tabla 6.4), generando un valor maximo de 30.72 mW m™. Esta
variacion en el desempefio de la CCM con el tiempo puede atribuirse al metabolismo
dinamico de los MEA.

Tabla 6.4. Pardmetros energéticos durante la operacion de la CCM.

Dia de operacion VCA (V) ja maxima (A m?) Pa (MW m?)
1 0.23 0.21 14.63
2 0.24 0.26 14.05
7 0.32 0.27 24.84
14 0.30 0.31 30.72

Estos valores de densidad de potencia maxima son superiores en comparacion con otros
reportados en la literatura, utilizando B. subtilis y una configuracion de CCM de camara

doble, similar a la empleada en esta investigacion (Tabla 6.5).

Cabe destacar que el valor maximo de ja generado por el bioAnodo CCAS8F + B. subtilis
utilizando un sustrato de composicion compleja como ARF procedente del efluente directo
de la planta, es mas alto comparado con otras investigaciones que han empleado sustratos de

composicion simple como glucosa [60, 61], 2,4-diclorofenol [63] y agua sintética [65].

Igualmente, en el estudio desarrollado por Carrillo-Rodriguez et al. [67] se reporta una P,
mas baja utilizando ARF y un biodnodo de Pt/C + B. subtilis, en comparacion a la obtenida

en esta investigacion. Sin embargo, se debe comentar que Garcia-Mayagoita [68] reporta
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mejores valores de curvas Veeida-ja Y Pa-ja Obtenidas con ARF como sustrato y un bioanodo

de carbon mesoporoso ordenado (CMO) + B. subtilis.

Tabla 6.5. Estudios que emplearon B. subtilis como MEA en CCM de cdmara doble.

Capacidad Pa

Sustrato (mL) Anodo//Cétodo (MW m?) Ref.
Glucosa 800 Tela de carbono 0.00105 [60, 61]
2,4-diclorofenol 250 Tela de carbono 9.5 [63]
Agua sintética 72 Tela de carbono 6.9 [65]
ARF 300 (Pt/C)//(Pd-Ce02/GDz) 12.47 [67]
ARF 300 CMO//(Pt/C) 105 [68]
ARF 300 CCASFI//(Pt/C) 30.72 Esta

investigacion

En la Figura 6.11 se presenta el comportamiento de Vcega durante los 14 dias de operacion
de la CCM, aplicando una resistencia externa de 10 kQ. En los primeros dias de operacion,
el Vceda varia en el tiempo, lo que se atribuye a una etapa de adaptacion de los MEA que

interactdan con el biodnodo y ARF.

0'20 _I T I I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I_
0.18 | .

0.16 |- :

0.14
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=)
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T
1
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0.08 |- .

0.06 |-
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Figura 6.11. Comportamiento de Vceida tiempo durante los 14 dias de operacion de la CCM.
Resistencia externa: 10 kQ.
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Posteriormente, a partir del dia 4 de operacion se observa una oscilacion del Vceiga €n el
tiempo. Este fendmeno es similar a los reportados cuando se adiciona sustrato fresco, ya sea
simples [60] o compuestos [96]. Por ejemplo, Liu et al. [65] reporta un comportamiento
oscilatorio cada 90 h aproximadamente, al afiadir sustrato fresco (agua sintética) a una CCM

operando con un consorcio microbiano de Shewanella y Bacillus.

No obstante, en esta investigacion no se adiciond ARF fresca por lo que el comportamiento
ondulatorio de Vceda €n la Figura 6.11 puede deberse al metabolismo del B. subtilis con
reacciones en cascada (transformar los compuestos complejos del ARF a productos mas
simples, que luego fueron metabolizados) o por un efecto de la iluminacién y temperatura
del laboratorio durante la operacion de la CCM. Cabe destacar que el Vcega continuaba
incrementando al finalizar la operacion de la CCM, lo que sugiera la disponibilidad de

compuestos organicos en el ARF para ser metabolizados.

6.6. Caracterizacion morfologica de biodnodos

6.6.1. Bioanodos después de inoculacion

En la Figura 6.12 se presenta la morfologia de los biodnodos después del crecimiento de
biopelicula de B. subtilis por 6 dias. Cuando se emplea GNSF, se tiene una superficie cubierta
de B. subtilis (Figura 6.12a) demostrando una excelente biocompatibilidad, al igual que las

imagenes presentadas por Garcia-Mayagoitia et al. [34].

No obstante, la combinacion GNSF + B. subtilis no es altamente bioactiva, ya que una
biopelicula excesivamente gruesa podria limitar la transferencia de electrones como se
muestra en la Figura 6.9 [60, 62]. Por su parte, si bien catalizadores de la serie CCAF
presentan un menor recubrimiento de B. subtilis en su superficie (Figura 6.12 b-d), se

demuestra que existe biocompatibilidad de los biocarbones con la bacteria.

Los bioanodos desarrollados en esta investigacion presentan un mayor recubrimiento de
biopelicula que aquellos de tela de carbdn reportadas por Liu et al. [65]. Sin embargo, el
crecimiento de biopelicula no garantiza alta actividad bioelectroquimica como se muestra en
la Figura 6.9 para CCA4.
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Figura 6.12. Morfologia de biodnodos con capa catalitica de catalizadores carbonosos
funcionalizados y biopelicula de B. subtilis. Micrografias tomadas después de inoculacion

por 6 dias.
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Las micrografias a mayores magnificacion muestran la forma caracteristica tipo baston de B.
subtilis y confirma la formacion de una biopelicula en diferentes etapas segun lo descrito por
Vlamakis et al. [97].

GNSF presenta una biopelicula claramente con mayor grado de crecimiento con agregados
de B. subtilis de amplio tamafio, organizados por la matriz extracelular (Figura 6.12e).
Mientras tanto, los catalizadores CCAF desarrollan biopeliculas en un estado de crecimiento,
donde B. subtilis forman cadenas de células sin completar una matriz extracelular (Figura

6.12-h) como en el caso previo.

6.6.2. CCAS8F + B. subtilis antes y después de evaluacion en celda completa
En la Figura 6.13 se muestra la morfologia de un corte transversal del bioaAnodo CCA8F + B.

subtilis, previo a la prueba de larga duracion de la CCM.

AccV SpotMagn Det WD Bxp F———— 50ym AccV SpotMagn Det WD Exp F——— 5ym
“200kV25 500x SE 50 1 ICAASFT 200KV 25 5000x SE 50 1  ICAASFT

Figura 6.13. Micrografias de un corte transversal de bioAnodo CCA8F + B. subtilis antes

de su evaluacion en la CCM.

En la Figura 6.13a se pueden distinguir la capa catalitica y la tela de carbén (Soporte),
mientras en la Figura 6.13b se observa con mayor detalle la biopelicula de B. subtilis sobre
el catalizador, donde se distingue la presencia de unos hilos finos que se atribuyen a

polisacaridos generados por la bacteria durante su crecimiento.
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Asimismo, en la Figura 6.14 se presentan micrografias de vista superior y de corte transversal
del bioanodo después de ser utilizado en la CCM durante los 14 dias de operacion. En la
Figura 6.14a, la morfologia del biodnodo ha sido modificada con respecto a la mostrada en
la Figura 6.12e. Al analizar la superficie a mayores aumentos, se observa el crecimiento de
particulas esféricas y la presencia de Bacillus que cubren al bioanodo (Figura 6.14b).
También, se presenta la morfologia de otra zona del biodnodo con caracteristicas similares
en las Figuras 6.14c-d.

. A
» Det WD Bxp
SE 54 1 FCCASFS -
W X

ot WD Exp ———1 20ym
54 1 FCCASFS
x

1 Det WD Exp
SE 65 1 FCCASFT

Figura 6.14. Morfologia de bioanodo CCA8F + B. subtilis después de la prueba de larga

duracion en la CCM: a-d) vista superior y e-f) vista de corte transversal.
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En particular, la Figura 6.14d muestra la formacion de particulas de forma esférica de mayor
tamafio, lo mismo que un mallado de bacterias con menor didmetro y mayor longitud que B.
subtilis. Estas bacterias proceden muy probablemente del ARF. La modificacién morfoldgica
del biodnodo, debida al crecimiento de bacterias podria relacionarse con la mejora en el

desempefio de la CCM en la prueba de larga duracion.

En la Figura 6.14e se muestra una micrografia del corte transversal del bioanodo. En general,
las caracteristicas son similares a las de la Figura 6.13a, lo que muestra la estabilidad de la

capa catalitica en el bioanodo después de su prueba en la CCM.

Con mayores aumentos (Figura 6.14f, aproximadamente 20 um de profundidad en Figura
6.14e) es posible confirmar una morfologia con la presencia de B. subtilis y bacterias
desconocidas formando un consorcio microbiano, similar al reportado por Liu et al. [65]

sobre tela de carbon.

Esto indica que el bioanodo es modificado por la presencia de bacterias hacia el interior de

la capa catalitica y no sélo en su superficie durante la operacién de la CCM.

6.7. Analisis de agua residual farmacéutica.

En la Tabla 6.6 se presentan los resultados del andlisis de ARF para los dias 1, 2, 7y 14 de
operacion de la CCM. El ARF es altamente recalcitrante, debido a que los valores del analisis
inicial son superiores a los reportados en diversos trabajos que han empleado ARF como
sustrato en una CCM [73-75, 98].

Mientras tanto, el pH se mantiene en condiciones alcalinas (pH>7), demostrando que B.
subtilis posee actividad bioelectroquimica utilizando ARF como sustrato sin tratamiento
previo. Este comportamiento fue reportado por Nimje et al. [64], donde B. subtilis se adapto
a condiciones alcalinas para utilizar glicerol como sustrato y generar mayor densidad de

potencia que en condiciones acidas.

[ s0 L




Tabla 6.6. Analisis de ARF en el dia inicial, 1, 7 y final de operacion de la CCM.

Parametro Dial Dia 2 Dia 7 Dia 14
pH 9.2 8.2 7.6 8.7

Conductividad (mS m™) 2870 2880 2800 2720
DQO (mg LY) 27603 22694 19202 ND?

DBO (mg LY 10433 ND ND 9233.3
Nitrégeno de nitratos (mg L) 6.13 ND ND 10.65
Fosforo total (mg L) 93.91 ND ND 38.84

lon sulfato (mg L) 1161 ND ND 1068.17
Alcalinidad total (mg CaCOs L) 3574 ND ND 4099
Cloruros (mg L) 10616 ND ND 9637
Solidos disueltos totales (mg L™?) 30540 ND ND 28000
Solidos suspendidos totales (mg L) 3320 ND ND 1880

4 No determinado

El tratamiento de ARF con la CCM se observa con la disminucién de la DQO durante los
dias 2 y 7 de operacion, equivalente al 17.8 y 30.4 % DQO removida, respectivamente. Sin
embargo, la DQO al final de la operacion de la CCM no pudo obtenerse por un manejo

inadecuado durante el andlisis.

Por otra parte, el nitrdgeno de nitratos aumenta 1.74 veces después de 14 dias en comparacion
con el valor inicial. La formacion de nitratos se favorece con en un ambiente oxidativo como
el de la cdmara anddica, los cuales se acumulan a pesar de que los microorganismos los

absorbieron y metabolizaron.

Sin embargo, el fésforo total contenido en ARF disminuye 2.42 veces al final de la operacion
de la CCM, debido que los microorganismos lo consumen. Asimismo, los sélidos disueltos
totales y los solidos suspendidos totales muestran una disminucion al final de la operacién
de la CCM.
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Conclusiones

Con base de los resultados obtenidos, se puede concluir que:

» La funcionalizacion con microondas modificé los catalizadores con estructura
cristalina como el GNSF y el area superficial de los CCAF se incremento 20 veces en
comparacién con el GNSF. Sin embargo, la mayor area superficial de los CCAF no
modifico el crecimiento de las biopeliculas de B. subtilis sobre la superficie del

catalizador.

» Los catalizadores CCA6F y CCA8F mostraron la actividad catalitica mas alta en
ARF, debido a su alta area superficial y a una mayor conductividad eléctrica (en
relacion con CCA4F)

» B. subtilis es un MEA con actividad para promover reacciones bioelectroquimicas de

materia organica en ARF.

» EIl biodnodo CCAB8F + B. subtilis fue el méas activo en ARF como sustrato. En la
prueba de CCM completa gener6 energia eléctrica, ademas de llevar a cabo su

tratamiento.
» La CCM mostré un comportamiento oscilatorio en cuanto a Vceda, aunque su
desempefio mejord durante la prueba. Esto fue atribuido a la formacion/consumo de

bacterias en la superficie del bioanodo, procedentes del ARF.

» EIB-CCAS8F, B. subtilis y el ARF tienen potencial para ser utilizados en aplicaciones
de CCMs.
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