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Resumen

En este trabajo, Carbén Mesoporoso Ordenado (CMO) fue sintetizado utilizando la
técnica de autoensamble en fase acuosa y evaluado como catalizador de anodo
para aplicacion en Celdas de Combustibles Microbianas (CCMs). Como precursor
de la biopelicula anddica se utilizd Bacillus subtilis (B.subtilis). EI desempeiio
electroquimico del CMO fue comparado con el de Vulcan XC-72 y hojuelas de
Grafito, ambos comerciales. Ademas, algunas muestras de los materiales
carbonosos fueron funcionalizados con metanol (MeOH) como agente quimico, para
evaluar el efecto de los grupos funcionales adsorbidos sobre la superficie en su
actividad catalitica. Los electrodos utilizados tanto en media celda como en CCM
fueron fabricados depositando los catalizadores carbonosos en tela de carbon por
la técnica de pincel.

La formacion de una biopelicula por B.subtilis en algunos de los electrodos se
determiné por analisis de MEB. La caracterizacion por Raman confirmo las sefiales
de las bandas G y D de las muestras carbonosas. Por su parte, los patrones de
DRX mostraron los picos de reflexion caracteristicos de materiales carbonosos. Por
otro lado, los estudios de textura por BET confirmaron que el CMO tiene una
estructura mesoporosa.

La caracterizacion electroguimica de los electrodos en media celda por Voltametria
Ciclica (VC), empleando Agua Residual Farmacéutica (ARF) como electrolito,
mostré una actividad catalitica mas alta en el caso del CMO conteniendo la
biopelicula de B.subtilis. El desempefio del CMO fue mejor comparado con el Vulcan
y el Grafito. La actividad catalitica del CMO se incrementé con su funcionalizacion.

Anodos basados en CMO funcionalizado, CMO y Vulcan XC-72 (estos Ultimos sin
funcionalizar) conteniendo biopelicula de B.subtilis, fueron caracterizados en una
CCM. Como electrolito en la cAmara anddica se utilizé6 ARF. En la camara catddica
se empled un cétodo de Pt/C en un electrolito de KOH con pH = 9. El desempefio
de la CCM se incrementd notablemente al utilizar CMO funcionalizado + B.subtilis
como anodo, generando un voltaje de circuito abierto y una densidad de corriente
significativamente mas altos que los otros dos anodos carbonosos. Mas aun, la
actividad catalitica de CMO funcionalizado fue incluso mas alta que la de un anodo
basado en Pt/C comercial.

La evaluacion catalitica indic6 que el CMO funcionalizado con MeOH es una
alternativa atractiva como electrocatalizador anddico para aplicaciones en CCMs.
No solo por su comportamiento electrocatalitico, sino también por su bajo costo y
su biocompatiblidad para el crecimiento de microorganismos.



Abstract

In this work, Ordered Mesoporous Carbon (OMC) has been synthesized via self-
assemly in aqueous phase and has been evaluated as anode catalyst for Microbial
Fuel Cells (MFC’s) applications. Bacillus subtilis (B.subtilis) was employed as
precursor for the formation of a biofilm. The electrochemical performance of OMC
had been compared to that of commercial Vulcan XC-72 and Graphite flakes.
Moreover, some samples of the carbonaceous materials were functionalized using
methanol (MeOH) as chemical agent, in order to evaluate the effect of surface
functional groups on their catalytic activity. The electrodes used both in half cell and
in MFC were fabricated depositing the carbonaceous materials on the carbon cloth
using the painting technique.

The formation of a biofilm by Bacillus subtilis on some of the electrodes was
determined from SEM analysis. Raman characterization confirmed the presence of
G and D bands of the carbon samples. Meanwhile, the XRD analysis showed the
reflection patterns characteristic of carbonaceous materials. On the other hand,
textural studies by BET showed that OMC has a mesoporous structure.

The electrochemical characterization of the electrodes in half cell by Cyclic
Voltammetry (CV), employing pharmaceutical waste water (PWW) as electrolyte,
showed a higher catalytic activity with the anodes based on OMC, compared to
Vulcan and Graphite. Even more, the catalytic activity of OMC was increased after
functionalization.

Anodes based on functionalized OMC, OMC and Vulcan XC-72 (the latest with no
functionalization) containing the biofilm of B.subtilis were characterized in a MFC.
PWW was used as electrolyte in the anodic chamber. In the cathodic chamber, the
electrode was a Pt/C cathode in KOH electrolyte (pH =9.6). The performance of the
MFC was increased when equipped with an anode based on functionalized OMC +
B. subtilis biofilm, generating an open circuit voltage and a current density
significantly higher compared with the other two carbonaceous anodes. Even more,
the catalytic activity of functionalized OMC was higher than that of an anode based
on commercial Pt/C containing B. subtilis.

The evaluation of catalytic activity showed that OMC functionalized with MeOH is an
attractive alternative as anode electrocatalyst for MFC’s applications. Not only for its
electrocatalytic behavior, also for its low cost and its biocompatibility for the growth
of microorganisms.



Introduccioén



Introduccioén

En las ultimas décadas, los combustibles fésiles han sido la principal fuente de
energia eléctrica en las diversas actividades del ser humano, pero estos recursos
son limitados. Ademas, su uso y quema producen contaminantes que contribuyen
en su mayoria al calentamiento global. Buscando solucionar esta problematica,
durante los ultimos afios se han desarrollado tecnologias para reducir el uso de
hidrocarburos mediante la aplicacién de fuentes de energia renovables. En este
sentido, el uso de biomasa residual, a partir de la cual se puede obtener energia sin
dafar el medio ambiente, es una de las tecnologias alternativas que pueden ser

consideradas.

Las Celdas de Combustible Microbianas (CCMs) son una tecnologia emergente,
gue puede ayudar a combatir dos de los problemas mas criticos que enfrenta la
sociedad actual: la crisis energética y disponibilidad de agua no contaminada. Las
CCMs son dispositivos que utilizan microorganismos, capaces de producir energia

eléctrica a partir de energia quimica presente en un sustrato [1].

Las CCMs son dispositivos capaces de convertir la energia quimica presente en un
sustrato y convertirla en energia eléctrica con la ayuda de la reaccién catalitica de
microorganismos [2]. Esta integrada por tres elementos: un anodo, un catodo y un
electrolito. En el compartimento anddico, se colocan microorganismos que
convierten la energia quimica presente en un sustrato (por ejemplo, aguas

residuales) en electrones [3].

Estos dispositivos se distinguen de otros sistemas de generacion de energia porque:
i) operan eficientemente a temperatura ambiente e incluso a bajas temperaturas; ii)
producen menor cantidad de CO: que cualquier tecnologia actual que utilice
combustibles fosiles; y iii)) no necesitan aporte de energia siempre que el catodo

abidtico sea aireado pasivamente o sea un biocatodo. [4].

Ademas pueden contribuir a la biorremediacion de agua contaminada con
compuestos xenobidticos o metales pesados, debido a que los microorganismos
pueden transferir electrones hacia el electrodo (dnodo) y reducir diferentes



compuestos [4]. El agua residual contiene energia en forma de materia organica
biodegradable. Dicha energia puede ser obtenida al remover o degradar los

materiales organicos presentes en el agua [5].

Las CCM han generado expectativas en la comunidad cientifica ya que es posible
producir energia limpia mediante la explotacion de la biomasa que existe en las
aguas residuales domeésticas e industriales. Al utilizar la materia organica como
combustible, se consigue una depuracion de las aguas contaminadas
simultdneamente con la produccién de energia [4]. Dentro de las aplicaciones donde
se pudiera utilizar las CCM se pueden mencionar: i) biorremediacion de U (VI) in
situ, ii) reduccion de Cr (VI), iii) eliminacion de Cl de diversos solventes clorados, iv)

reduccion de perclorato y v) reduccion de nitrato.

En la actualidad, las CCM son objeto de investigacion ya que se trata de dispositivos
novedosos. Los estudios se han enfocado en mejorar los diversos componentes de
estos sistemas, para mejorar su potencial tanto para produccién de energia eléctrica

como para tratamiento de aguas residuales [6].

Lo anterior es relevante ya que como se ha mencionado, el desarrollo de
dispositivos con funciones de degradacién para la obtencion de residuos de alto
valor, asi como la produccion simultanea de energia eléctrica, es de gran

importancia para lograr el avance sustentable de la sociedad.

Ademas, cabe sefalar que dentro de las modificaciones que se le han realizado a
las CCMs, se ha propuesto el utilizar materiales de bajo costo que sean amigables
con el medio ambiente. Ademas, que tengan biocompatibilidad con el
microorganismo electroactivo, ya que esto permite la transferencia de electrones del

sustrato hacia el anodo [7].

Los materiales carbonosos presentan una buena opcion para las CCM, ya que los
grupos funcionales con oxigeno, se encuentran en la superficie, ayudando a proveer
sitios de contacto fisico con la bacteria, permitiendo la formacion de una biopelicula

sobre el electrodo [8].



En este proyecto se evaluaron matrices carbonosas de Grafito, Vulcan XC-72 y
Carbon Mesoporoso Ordenado (CMO) como catalizadores para optimizar la
capacidad de Bacillus subtilis (B.subtilis) para la generacion de energia asi como la
remediacién de agua residual. Por lo mismo, como sustrato se utilizé agua residual
farmacéutica (ARF). El desempefio de los catalizadores se caracterizé mediante

voltamperometria ciclica (VC) y pruebas de desempefio en una CCM.



Justificacion

Las CCMs, son dispositivos capaces de convertir energia quimica presente en un
sustrato en energia eléctrica, con ayuda de microorganismos electroactivos,
capaces de realizar reacciones cataliticas utilizando el medio en el que se
encuentran [2]. Se distinguen de otros sistemas de generacion de energia porque
operan a temperatura ambiente, son menos contaminantes a comparacion de otras
tecnologias actuales que utilizan combustibles fésiles; y no necesitan aporte de
energia siempre que utilicen un catodo aireado o biocatodo [4].

Una problematica de este tipo de dispositivos es que utilizan catalizadores basados
en platino u otros metales nobles, lo que incrementa su costo. . Ademas, en algunos
casos este tipo de catalizadores tienen baja biocompatibilidad con los
microorganismos que se inoculan en el sustrato. Una de las alternativas para
resolver la primer problemética, es la utilizacion de catalizadores carbonosos (como
el Carbén Mesoporoso Ordenado, CMO), que ofrecen tener una buena
compatibilidad con los microorganismos, para generar y transferir electrones desde

el anhodo hacia el catodo.

Otra problematica es que las CCMs utilizan principalmente medios sintéticos como
sustratos y microorganismos que son electroactivos [9, 10, 11]. Sin embargo, en
muchos casos se emplean condiciones anaeorobias estrictas para su crecimiento
y formacion de biopelicula sobre los electrodos [12, 11]. En este sentido, se puede
estudiar el uso de Agua Residual Farmacéutica (ARF) sin ningun tratamiento como
sustrato, con la finalidad de obtener resultados reales de la energia que puede

obtenerse de la misma.

Finalmente, se puede proponer un microorganismo como B.subtilis, poco estudiado
en este tipo de aplicaciones, para crecer una biopelicula en los anodos, con el
objetivo de promover la reaccion bioquimica y la transferencia electrénica. El
B.subtilis es un microorganismo electroactivo anaerobio facultativo, lo cual ayuda a

gue crezca en condiciones mas reales



Utilizando las ventajas de los materiales carbonosos y el microorganismo antes
mencionado, se llevaron a cabo pruebas de evaluaciébn de desempefio

electrocatalitico en media celda y en una CCM.

Objetivos
Objetivo General

Evaluar el desempefio electroquimico de materiales carbonosos como anodos tanto
en media celda como en una Celda de Combustible Microbiana, utilizando Agua

Residual Farmacéutica como electrolito.
Objetivos Particulares

e Sintetizar Carbon Mesoporoso Ordenado (CMO) por la via de termdlisis.

e Desarrollar catalizadores basados en CMO, asi como Vulcan XC-72 y Grafito
comerciales.

e Caracterizar fisicoguimicamente los materiales carbonosos.

e Estudiar el comportamiento de Bacillus subtilis y su biocompatibilidad con los
materiales carbonosos para el crecimiento de una biopelicula.

e Caracterizar el Agua Residual Farmacéutica (ARF) y estudiar su uso como
sustrato para aplicacion en CCMs.

e Evaluar el desempefio electroquimico de los catalizadores sin y con
biopelicula como anodos en media celda conteniendo ARF.

e Evaluar el efecto de funcionalizar los materiales carbonosos con metanol en
su actividad catalitica.

e Estudiar la capacidad de generacion de energia en una CCM utilizando ARF.

e Evaluar el desempefio de los catalizadores como anodos en una CCM.



Capitulo 1. Antecedentes



1.1 Fundamentos de las CCM

Una CCM es un dispositivo que convierte la energia bioquimica en energia eléctrica
con la ayuda de la reaccién catalitica de microorganismos [2]. Se encuentra
integrado por tres elementos: un &nodo, un catodo y un electrolito. En el
compartimento anddico, se colocan microorganismos que convierten la energia

guimica presente en un sustrato (por ejemplo, aguas residuales) en electrones [3].

La configuracion de las CCM permite aprovechar dichos electrones para generar
energia eléctrica. Esto es posible bajo un pH adecuado, cantidad de sustrato
suficiente y la presencia de catalizadores tanto en anodos como en catodos.
Ademas es necesaria la formacion de una biopelicula en el a&nhodo por parte de los
microorganismos, ya que ésta ayuda a una transferencia de electrones adecuada

desde el sustrato hacia el electrodo, como parte el metabolismo de la bacteria.

Los microorganismos transfieren electrones producidos por su actividad metabdlica
al anodo de la CCM. Este proceso contribuye a degradar la materia organica
representada como sustrato o combustible [13]. Las CCM pueden operar con
diferentes carbohidratos simples o con aguas residuales complejas, representando
una alternativa prometedora para la produccién de energia renovable [5], asi como

para recuperar productos de alto valor que se encuentran como desechos [14].

Las CCM se distinguen de otros sistemas de generacion de energia porque: i)
operan eficientemente a temperatura ambiente e incluso a bajas temperaturas; ii)
producen menor cantidad de CO: que cualquier tecnologia actual que utilice
combustibles fosiles; y iii) no necesitan aporte de energia siempre que el catodo

abidtico sea aireado pasivamente o sea un biocatodo [4].

Una CCM convencional consiste de una cadmara anddica y una camara catddica
separadas por una Membrana de Intercambio Proténico (MIP). Los
microorganismos en el anodo oxidan la materia organica generando protones (H")
y electrones. La Ecuacién 1.1 representa la reaccion tipica de glucosa como

sustrato:



Anodo: CeH1206  _Mcroorganismos  §CO, + 24H* + 24e”  (1.1)

Al llevarse a cabo la reaccién, el dnodo actia como un aceptor artificial de
electrones externo para los microorganismos. A su vez, los electrones son
transferidos al catodo, a través de un circuito externo donde tiene lugar la Reaccion

de Reduccion de Oxigeno (RRO) de acuerdo a la Ecuacion 1.2:

Catodo: 602+ 24H* + 24e° 12H,0 (1.2)

1.2 CCM de dos compartimentos

Los catalizadores mas comunmente utilizados como anodos estan basados en
diferentes materiales como cobre, platino, grafito u otros. [15]. El separador, que es
una membrana que impide el paso de electrones de la cAmara anddica a la catddica
pero es permeable a los protones, puede ser de varios tipos: i) Membrana de
Intercambio de Cationes (MIC), i) Membrana de Intercambio de Aniones (MIA), iii)
Membrana Bipolar (MB), iv) Membrana de Microfiltracion (MM) y v) Membrana de
Ultrafiltracion (MU), entre otras [16].

El Nafion®, un copolimero de tetrafluoroetileno sulfonado comercial, es el mas
utilizado en las CCM debido a su alta conductividad i6nica y excelente estabilidad
guimica y mecéanica [17]. En la Figura 1.1, se muestra un esquema de la

configuracién de una CCM de doble camara.
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Figura 1.1 Celda de Combustible Microbiana de doble cdmara [15].

1.3Anodos para CCM

Los catalizadores del anodo juegan un papel importante en la potencia generada
por las CCM, ya que la generacion de electricidad depende principalmente de su
actividad catalitica y de la biopelicula formada en dicho electrodo [18].
Recientemente se han realizado desarrollos para modificar la composicion de los
electrodos con el objetivo de mejorar la potencia de salida de las CCM. La mayoria
se han basado en el mejoramiento de la conductividad de los materiales utilizando
nanocatalizadores, como materiales carbonosos (nanotubos de carbono, grafito,

grafeno, entre otros) y polimeros conductores [19].

El uso de catalizadores carbonosos en los anodos de las CCM ha llamado la
atencion debido a su alta actividad catalitica y conductividad eléctrica, buena
estabilidad quimicay su bajo costo, comparado con metales nobles como el platino
[20, 8].
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En el anodo, la superficie del catalizador carbonoso debe tener grupos funcionales
para tener sitios de contacto con la solucién del electrolito conteniendo las bacterias.
Sin embargo, ello no garantiza la formacion de una biopelicula adecuada para
promover la transferencia de electrones entre los microorganismos y el anodo. Una
biopelicula ideal debe ser anclada firmemente a la superficie carbonosa y proveer

patrones de transferencia de electrones.

Una superficie rugosa en el anodo no solo provee sitios apropiados para el acomodo
de las bacterias, sino que también crean los estimulos necesarios para que éstas
produzcan sus propios nanoalambres (pil)), que las ayuden a enlazarse y proveer

puentes de transferencia de electrones [21, 22].

Chen et al (2015), reportaron que un mejor control de la morfologia del anodo de
carbono se logra utilizando materiales porosos. Se puede asumir que si el carbén
tiene poros distribuidos uniformemente y de tamafo apropiado puede ser de utilidad
para la colonizacion microbiana, lo que contribuiria a mejorar el desempefio de la
CCM [8].

Los materiales del electrodo son elegidos con base en sus propiedades fisicas para
una buena actividad catalitica, pero ademas se debe tomar en cuenta la interacciéon
del microorganismo con el material, asi como su crecimiento, metabolismo y

fisiologia [23].

Los catalizadores de platino utilizados en las CCM, no son econdmicos y diversos
grupos de investigacion estudian diferentes materiales para ser utilizados en anodos
y catodos. Se han evaluado catalizadores comerciales como anodos en CCM
alimentadas con acetato. Uno de ellos fue un carbén activado libre de platino, que
fue caracterizado en una configuraciéon de media celda. Dicho catalizador generé

una corriente estable de -1.2 mA/cm? en pruebas de duraciéon de 100 dias [13].
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1.4Microorganismos en las CCM

Los microorganismos en las CCM juegan un papel importante en la transferencia de
electrones, un proceso que ocurre en la célula misma; por lo tanto, estudiar sus
interacciones, identificarlos y establecer su funciéon en este proceso, aporta al
conocimiento basico y al mejoramiento del desempefio de estos sistemas. Ademas,
se aprovechan consorcios microbianos eficaces para las funciones de generacion
de electricidad, remocion de materia organica y biorremediacion. A partir de
muestras ambientales sometidas a diferentes condiciones, se pueden evaluar

novedosos bioanodos [4, 24].

Se ha demostrado que el uso de cultivos mixtos en el anodo de la celda mejora la
capacidad de generacion de energia, ya que aportan subproductos que puedan ser
utilizados por otras poblaciones microbianas. Esto permite el establecimiento de
interacciones sintréficas que generan una biopelicula, la cual promueve la

generaciéon de una corriente eléctrica a partir de un sustrato [4].

La formacion de dicha biopelicula sobre el electrodo mejora la produccién de
electrones [25], e incrementa la conductividad por la acumulacién de especies
guimicas, incluyendo los iones [26]. Sin embargo, hay escasos estudios sobre las
implicaciones que tiene la formacion de esta biopelicula [27]. Se ha visto que una
biopelicula integrada tipicamente por Geobacter, tiene una relacion directa con el
material del electrodo y la transferencia de electrones, ademas de catalizar la
reaccion [27]. Si los electrodos no tienen una composicidn adecuada, la formacion
de la biopelicula es limitada o no se forma completamente sobre la superficie [28].

Como in6culo para las celdas se pueden emplear cultivos de una especie
microbiana o cultivos mixtos (consorcios). En el primer caso, se tiene la posibilidad
de modificar genéticamente la especie. Por ejemplo, en el caso de G.
sulfurreducens, se ha investigado el mecanismo de transferencia de electrones al
anodo y su capacidad de oxidar completamente un compuesto organico, para asi

contribuir mas efectivamente a la produccion de energia eléctrica [29].
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En los consorcios anddicos, las bacterias mas comunes pertenecen a los géneros
Shewanella, Geobacter, Proteobacter y Pseudomonas, destacando las especies S.
putrefaciens, P. aeruginosa, G. sulfurreducens y G. metallireducens. Hay diversos
estudios de especies bacterianas que realizan transferencia directa de electrones o

utilizan mediadores [2, 30].

De entre las propiedades que ofrecen estos microorganismos se puede mencionar
la presencia de pilis, que tienen una conductividad comparada a los metales, y
ofrecen la posibilidad de la produccién en masa de nanocables para promover el
intercambio de electrones. Para su desarrollo, alun se sigue investigando la
modificacién genética de su estructura para otorgarle nuevas funcionalidades y asi

obtener un mayor flujo de electrones en la CCM [7].

1.5Mecanismos de Transferencia de Electrones por el microorganismo

La Transferencia de Electrones Extracelulares (TEE), es un proceso complejo en
el cual los electrones son transferidos de exoelectrogenes a un electrodo [7], en la

figura 1.2 se muestran los diagramas de los tres posibles mecanismos:

1) Moléculas solubles transportadoras de electrones. Es sugerido para una gran
diversidad de microorganismos tanto gram-positivos como gram-negativos que
tienen la habilidad de producir lanzadores de electrones para promover la

transferencia de electrones hacia los electrodos.

Se ha demostrado recientemente que los mediadores microbianos influyen en el
desempeio de una CCM, ya que generalmente interfieren en la transferencia de
electrones extracelulares, un ejemplo es Geothrix fermentans, que puede reducir
oxido de hierro (I11) presente en alginato utilizando la via de lanzadores, que ademas

ayuda a promover la transferencia de electrones hacia los electrodos.

2) Proteinas activas-redox en la membrana celular. También llamado mecanismo

directo de transferencia de electrones hacia los electrodos, la bacteria puede

13



producir mediadores redox, a través de metabolitos primarios. Ha sido mayormente

estudiado en el caso de G.sulfurreducens.

3) Pilis conductivos.

En éste mecanismo, no se utilizan lanzadores, sino que

G.sulfurreducens, tiene una amplia gama de citocromos tipo ¢, expuestos en la

superficie celular. Estos citocromos se posicionan lo mas cercano a la superficie del

electrodo para una transferencia de electrones directa del citocromo hacia el

electrodo. De este modo, mejora la funcibn como enlace entre las células en

contacto con el electrodo y la superficie del electrodo.

Citocromotipo C
Proteina de
membrana

Microorganismo

Electrodo

a)

Matriz
extracelular

Molécula
transportadora
reducida

5

owsiues10001A

00000 o

Electrodo

AN
0 o0
0% o0

Molécula
transportadora
oxidada

b)

Electrodo

Pili )

conductor

Figura 1.2 Esquemas de mecanismos de transferencia de electrones

extracelulares. a) moléculas solubles transportadoras de electrones, b) proteinas

activas-redox en la membrana celular y c) pilis conductivos.

14



Un bioanodo debe tener una biocompatibilidad y una gran area superficial para
hospedar una gran cantidad de microorganismos [31]. En la Figura 1.2 se presentan

equematicamente los 3 mecanismos de TEE.

1.6Sustratos y Aguas Residuales

El sustrato constituye el combustible a partir del cual se genera la energia eléctrica
en una CCM. En sus inicios, se utilizaban sustratos simples como glucosa y acetato,
pero recientemente se han manejado sustancias menos convencionales con el fin
de recurrir a la biomasa presente en aguas residuales de diversos tipos, con lo que

es posible depurarlas y generar energia eléctrica [4].

Diversos sustratos se estan investigando actualmente para determinar su uso
potencial en las CCM. Algunos de ellos son las aguas residuales provenientes del
procesamiento de frutasy vegetales, suero de queso, melazas de destilerias, aguas
residuales de refinerias, aguas residuales de industrias farmacéuticas con

contaminantes recalcitrantes y residuos agricolas, entre otros [4].

La energia proveniente de las aguas residuales como fuente de energia renovable,
es uno de los temas clave de reciente investigacion para reducir la dependencia del
hombre a fuentes no renovables como los combustibles fésiles [32]. Dentro de las
aguas residuales, se ha indicado que aquellas provenientes de la industria
metallrgica pueden ser utilizadas como sustratos en el anodo de una CCM, ya sea
eliminando el sustrato organico o realizando un ajuste de pH [33]. Estos sustratos
ricos en tetrationato han sido degradados en sulfatos y protones. Ademas el
tetrationato puede ser utilizado como fuente de energia y electrones por bacterias
como Acidithiobacillus spp. y Ferroplasma spp., que son capaces de generar
electricidad en la CCM [33].

Las aguas residuales provenientes de la industria lactea, son ricas en carbohidratos
y también se pueden emplear en CCMs. Pueden tener un gran potencial para la

produccion de energia renovable mediante un proceso que lleva a su degradacion.
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Sin embargo, aun requieren de mucha investigacién para desarrollar tecnologias
gue sean costo-efectivas para mejorar la produccion de energia eléctrica a partir de
estos sustratos [34].

Por otro lado, uno de los sustratos con mayor potencial, son las aguas residuales
de la industria de los jugos de frutos, que se caracteriza por su alta
biodegradabilidad, ya que su contaminante principal es el azucar (glucosa y
fructosa). Por esta razon, este tipo de efluentes es una buena fuente organica para
la produccion de electricidad [35].

Como se ha mostrado, las CCMs pueden ser utilizadas para generar energia, pero
al utilizar los diferentes sustratos mencionados, también tienen como funcion el
llevar a cabo tratamientos de aguas residuales. Ello representa una ventaja
tecnolégica ya que los tratamientos convencionales solo han sido disefiados para
remover solidos suspendidos, asi como materia organica, nutrientes y patdégenos
[36].

Una caracteristica muy importante de las CCMs es la potencia de salida i.e. la
cantidad de energia eléctrica producida, la cual depende de la tasa de degradacion
del sustrato, la tasa de transferencia de electrones de la bacteria al anodo, la
resistencia del circuito, la transferencia de masa protonica en el liquido, el

desemperio del electrodo y las condiciones de operacion externas [37]

Recientemente los compuestos organicos en aguas residuales, se han convertido
en un punto focal por sus implicaciones significativas en el ecosistema y el alto
impacto en la salud publica [36]. Una CCM provee un ambiente para ambas
reacciones de oxidaciéon y reduccion en un sistema, que puede proveer un nuevo
acercamiento a la remocién de compuestos organicos heterogéneos. El mecanismo
microbiano-electro-fisico-quimico integrado puede mejorar la remocion de

compuestos organicos [38].
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Capitulo 2. Metodologia
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2.1Reactivos y materiales utilizados

Durante el desarrollo experimental se utilizaron los reactivos presentados en la

Tabla 2.1:

Tabla 2.1 Reactivos y materiales utilizados.

Nombre Proveedor Pureza/Presentacion
Carbonato de Sodio 99.50% pureza
Formaldehido 37% (e.p.) en agua
Resorcinol 99% pureza
Pluronic F127 Sigma-Aldrich N/.A
Etanol Anhidro
Acido Clorhidrico 37% pureza
Hidroxido de Potasio 97% pureza
Nafion® 5% (e.p.) en solucién
alcohdlica
Metanol Anhidro
Pirrol 98% pureza
Anilina 99.5% pureza
Acido Sulfarico 95-98% pureza
Vulcan XC-72 Cabot Corp N/A
Isopropanol J.T. Baker 99.96% pureza
Tela de Carbon BASF Fuel Cell Inc. N/A
Platino/Carbon E-TEK 20% metal:80%soporte
Membrana de Nafién ION Power Inc. N/A
Caldo Nutritivo BD Bioxon N/A
Agar Bacteriologico N/A

2.2Muestreo, conservacion y caracterizacion de Agua Residual

Farmacéutica (ARF)

El ARF fue proporcionada por la empresa DSM Sinochem Pharmaceuticals, ubicada

en la ciudad de Ramos Arizpe, Coah.

El tipo de muestreo que se empled en esta investigacion es por muestracompuesta
[39]. En el cual un litro de agua se colectd en frascos de plastico en diferentes
tiempos por 24 h, hasta completar cinco litros, las cuales posteriormente se
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mezclaron homogéneamente. Las porciones fueron mezcladas para obtener la
muestra compuesta. La colecta se hizo de forma manual, de manera directa al
efluente del agua residual farmacéutica. Posteriormente, la muestra de ARF se
almaceno y transport6 en una hielera que contenia hielo, para mantenerla libre de

cambios quimicos o fisicos que pudieran alterar su composicion.

Las porciones de agua colectadas se caracterizaron con dos aparatos para medir la
temperatura, pH, conductancia especifica y potencial de oxidacién y reduccion,
utiizando un pH metro marca Thermo Scientific modelo Orion Star A211 y un

conductimetro marca Thermo Scientific modelo Orion Star A212.

Después de realizar la caracterizacion fisicoquimica de la muestra compuesta de
agua, ésta se empleo en la media celda y en la cAmara anddica de la CCM. El resto
de la muestra se ha mantuvo a una temperatura de 2 °C para evitar crecimiento
microbiano y mantener la muestra en un estado 6ptimo, para su posterior utilizacion
[39].

2.3In6culo

Se empled la cepa B.subtilis, proporcionada por la Coleccion Nacional de Cepas
Microbianas y Cultivos Celulares, del Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (Cinvestav, Zacatenco). B.subtilis se
caracteriza por tener la habilidad de formar endosporas resistentes, que le permiten
tolerar condiciones ambientales extremas. Ademas puede producir una amplia
variedad de proteasas y otras enzimas, que le permiten degradar muchos sustratos
naturales, que al convertirlos, generan electrones que pueden ser aprovechados

para generar energia en una CCM.

Se prepararon dos matraces con medio de caldo nutritivo previamente esterilizado,
los cuales fueron colocados en una incubadora de movimiento orbital (marca Vichi
Modelo INO) por tres dias para el crecimiento de B.subtilis en medio liquido para la

obtencion del in6culo.
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Al mismo tiempo se prepararon tubos de ensaye de 10 mL y cajas Petri de 15 mL
con medio de cultivo de agar nutritivo, para tener crecimiento en medio solido, que
se dejaron incubando por tres dias en incubadora marca Vichi de movimiento orbital
modelo INO [40]. Al terminar el tiempo de incubacién se dejaron en refrigeracion

para mantener viable la cepa para futuros ensayos experimentales.

2.4Desarrollo de catalizadores para &nodos

2.4.1 Sintesisy funcionalizacién de Carb6n Mesoporoso Ordenado
(CMO)

El CMO se sintetiz6 por un procedimiento reportado por Morales-Acosta et al [41],
de auto-ensamble empleando la técnica de pirdlisis. Se realizé una solucion que
contenia 0.0445 g de Na2COs3 (catalizador basico), 8.81 g de resorcinol y 24.88 mL
de formaldehido, (los ultimos se utilizan como fuente de carbdn), y se dejé en
agitacion por una hora. Posteriormente, en una solucion aparte se agregaron 6.2 g
de copolimero Pluronic F127 y 25 mL de etanol, la cual se agité manualmente, y
finalmente se le agregaron 16 mL de agua desionizada para obtener una solucion
transparente. Esta mezcla se utilizé como templete para promover la formacion de

la estructura hexagonal del CMO.

Al terminar la hora de agitacion de la mezcla de formaldehido y resorcinol, se le
agrego la solucion de Pluronic 127 y se dejé en agitacion por una hora, hasta
obtener una solucion color miel. Finalmente se agreg6 8 mL de acido clorhidrico 2
M (catalizador &cido), para la formaciéon de las micelas y se dejé 1 h en agitacion.
Se dej6 en reposo por 24 h.

La carbonizacién de la resina elaborada a partir de los precursores se llevo a cabo
a 900 °C por 3 h, en una mufla cilindrica Thermo Scientific, modelo Thermolyne [41],
donde el producto obtenido fue un sdélido de coloracion negra. Enseguida, el CMO

fue molido en un molino planetario de acero inoxidable.
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2.4.2 Vulcan XC-72 y grafito

Tanto Vulcan XC-72 como hojuelas de grafito, ambos comerciales, fueron

evaluados como anodos para su uso en CCMs.

2.4.3 Funcionalizacién de materiales carbonosos

CMO, Vulcan y grafito fueron funcionalizados con metanol, para formar grupos en
su superficie que promuevan la adsorcion de especies que participen en el
intercambio de electrones. La modificacién superficial se llevd a cabo empleando
metanol como agente quimico. Se prepararon 3 muestras de 30 mL de solucién 0.15
mol L-1 de CHs3OH. A las mismas se agregaron por separado 300 mg de CMO,
Vulcan o grafito, para ser agitadas en bafio ultrasonico por 30 min. Enseguida, las

soluciones se agitaron magnéticamente por 1 h.

Posteriormente, fueron tratadas térmicamente por 8 min en un horno de microondas
doméstico modificado en el laboratorio, manteniendo agitacién. Se aplicaron pulsos
de calentamiento de 25 s on y 15 s off. Al terminar, los polvos se filtraron, lavaron y
secaron por 24 h. Posteriormente, las muestras secas se calcinaron a 200 °C por
30 min en una mufla Carbolite modelo RHF 1600. Finalmente fueron almacenados

en viales de vidrio, para su uso durante la experimentacion.

2.5Caracterizacion fisicoquimica de los catalizadores

2.5.1 Difraccion de Rayos X.

La técnica de DRX fue empleada para evaluar la estructura cristalina de los
catalizadores. Se obtuvieron patrones de difraccion entre 10 y 100° (28), en un
difractometro Philips Xpert MPD PW3040 (PANalytical), utilizando una lampara de

CuKa con una radiacion de A=1.5418.
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2.5.2 Microscopia Electronica de Barrido (MEB) y Espectroscopia

de Energia Dispersiva de Rayos X (EDS)

Los analisis de morfologia y composicidbn quimica se llevaron a cabo con las
técnicas MEB y de EDS, respectivamente. Se utilizé un microscopio Phillips XL30,
gue cuenta con un espectrometro. Las muestras fueron colocadas en un

portamuestras de aluminio y sujetas con cinta de cobre.

En el caso de las muestras con material biolégico, fueron recubiertas previamente
con Oro-Paladio, utilizando la técnica de sputtering sobre las mismas, para la

obtencion de una mejor imagen de la formacién de la biopelicula sobre el electrodo.

2.5.3 Espectroscopia de Infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR)

En este trabajo de tesis se utilizé un espectrometro Nicolet, modelo Espectra 550,

equipado con un aditamento de Reflexion Total Atenuada (ATR).

2.5.4 Espectroscopia Raman

Los espectros Raman fueron adquiridos a temperatura ambiente en un dispositivo
MicroRaman marca Horiba, modelo Xplora. Se utilizdé un laser de radiacion de 532
nm, con un filtro de 10 %. Los tiempos de exposicion fueron menores a 10 s para

evitar la oxidacion de la muestra.

2.5.5 Analisis de area superficial por el método de BET

Para determinar el area superficial de los materiales carbonosos, se utilizd
analizador Autosorb 1, marca Quantachrome Instruments. Las muestras fueron
desgasificadas por 12 h a 250 °C. Los analisis se realizaron a 77.35 K, usando

como adsorbato Na.
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2.6Fabricacion de los electrodos

Se fabricaron electrodos teniendo como matriz soporte tela de carbén, con area
geométrica de 1 cm?. La tela de carbdn comercial esta integrada de una malla, asi
como una capa de difusién con estructurade Teflon. A este tipo de tela es necesario
afiadirle una capa catalitica, es decir, el catalizador que se va a evaluar. Las
muestras fueron recubiertas en uno de sus lados con resina epoxica comercial, con
la finalidad de controlar el &rea de contacto del electrodo con el electrolito (ARF o
KOH con pH = 9.6).

Una vez que la resina se secO las muestras se pesaron en una balanza analitica,
con la finalidad de obtener el peso en seco del electrodo. La capa catalitica fue
afiadida a los electrodos al tratar por ultrasonido durante 30 min una solucion de
tinta catalitica con 5 mg del catalizador carbonoso correspondiente (Seccién 2.4),
asi como 64 pL tanto de Nafién® como de isopropanol. Enseguida, se deposité una
carga de catalizador de 5 mg cm? empleando la técnica de pintado con pincel.
Enseguida, los electrodos fueron pesados nuevamente, para verificar que
efectivamente se tuviera la cantidad de catalizador adecuada en la tela de carbon.
En la figura 2.1 se muestran los electrodos pintados con la tinta catalitica y el

ensamble de los portaelectrodos.

N Grafito

Figura 2.1 a) Electrodos pintados con tinta catalitica hecha a partir de los
materiales carbonosos; b) montaje de los porta electrodos hechos con alambre de
cobre colocados en matraces de 250 mL conteniendo el inéculo de la bacteria
para crecimiento de B.subtilis.
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2.7Formacion de biopeliculas en los electrodos de carbono

En seis matraces de 250 mL, se prepar6 caldo nutritivo estéril, para ser inoculado
con la bacteria B.subtilis, y se dejé en la incubadora por un tiempo de 6 dias a una
temperatura de 28°C. Cada uno de los electrodos fue colocado en cada uno de los
matraces, en un ambiente anaerobio, para permitir el crecimiento exclusivo de la

bacteria sobre los electrodos.

2.8Evaluacion de actividad cataliticade los catalizadores en media celda

La caracterizacion se llevo a cabo en media celda electroquimica de tres electrodos:
electrodo de trabajo, formado por los electrodos conteniendo cada uno de los
catalizadores carbonosos a evaluar; electrodo de referencia tipo Ag/AgCI (solucién:
NaCl saturado); y contraelectrodo de Pt. A la celda se afiadieron 80 mL de
electrolito (ARF o KOH de pH = 9.6). La actividad catalitica de los catalizadores se
evalu6 mediante la técnica de voltamperometria ciclica, empleando un
potenciostato Voltalab PGZ 301. Los VCs fueron adquiridos en un intervalo de
potencial entre 50 y 1200 mV con respecto al Electrodo Reversible de Hidrégeno
(RHE, Reversible Hydrogen Electrode). La velocidad de barrido (v) fue de 20 mV s°
1, Para obtener los potenciales con respecto al electrodo Ag/AgCl, se empleé la

ecuacion de Nernst:

Egng = E° +0.059(pH) + Eag jagc (2.1)
Donde:
ErHe= Potencial de Electrodo Reversible de Hidrogeno
E°= Potencial estandar del electrodo

Eag/agc=Potencial del electrodo de Ag/AgCl
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2.9Caracterizaciéon en Celda de Combustible Microbiana

Los electrodos conteniendo los catalizadores Vulcan, CMO y CMO funcionalizado,
en los cuales se crecio la biopelicula, fueron evaluados como anodos en la CCM.
Como comparacion, se evalué un electrodo conteniendo el catalizador comercial
Pt/C (donde C = soporte Vulcan XC-72), con relacion metal:soporte de 20:80
(%e.p.). En la figura 2.2 se muestra el esquema de la CCM que fue utilizada para la

evaluacion de los materiales carbonosos.

POTENCIOSTATO

Universal Dummy
Cell
100, 1000, 1KQ,
1.2 KQ, 5KQ

Anodo H H Catodo

Agua Residual
Farmacéutica

Camara anddica I Cdmara catodica

Membrana
de Nafion

Figura 2.2 Esquema de la CCM utilizada para la evaluacion de los catalizadores.
2.9.1 Activaciéon de lamembrana de Nafion®

Previo a las mediciones en la celda completa, se recortaron piezas de 25 cm? de
membrana de Nafion, las cuales se colocaron en peroxido de hidrégeno (H202) 10
% v/v durante 1 h a 60 °C. Posteriormente, se lavaron con en agua hirviendo por 30

s. Enseguida se colocaron en una solucién de H2SO4 0.5 M a 85 °C por 1 h, para
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posteriormente ser lavadas con agua hirviendo por 5 min. Las membranas ya
activadas se guardaron en un recipiente conteniendo agua desionizada para su

posterior uso.

2.9.2 Montaje de laCCM

La CCM utilizada tiene un disefio de celda de dos compartimentos, formado por una
camara anddica y una camara catddica, separados por una membrana de Nafion®

117. El disefio de se muestraen la figura 2.2.

En la camara anddica se agregaron 200 mL de ARF, a la cual se burbuje6 nitrégeno
para mantener las condiciones anaerobias durante las pruebas. En esta a camara
se colocaron los electrodos de Vulcan XC-72, CMO y CMO funcionalizado,
preparados segun lo descrito en la seccion 2.6. Como comparacion, se evalué el
electrodo de Pt/C.

En la camara catédica se afiadieron 200 mL de KOH con pH = 9.6, donde se
burbujed6 oxigeno para llevar a cabo la RRO. En esta camara se utiliz6 como catodo
un electrodo preparado con Pt/C comercial, similar al descrito en el parrafo anterior,

sin biopelicula.

2.9.3 Evaluacién individual de anodos y catodo en la CCM

Para evaluar el comportamiento individual de anodos y catodo en la CCM, se llevo
a cabo una evaluacion en un el montaje de tres electrodos. En la camara anddica,
se coloco el electrodo de referencia del tipo Ag/AgCl, mientras que los electrodos
de trabajo fueron los anodos de materiales carbonosos (evaluados por separado).

El contraelectrodo fue el catodo de Pt/C colocado en la caAmara catddica.

Por su parte, para la evaluacion del catodo éste fue el electrodo de trabajo y el
electrodo de referencia se coloc6 en la camara catodica. En este caso, el
contraelectrodo fue el &nodo. Las condiciones de atmosfera fueron las siguientes:
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se burbujeé con N2 la camara anddica y con O: la catddica. Se realizaron barridos

lineales de potencial (BLP) en una ventana de 1.2a 0.05V vs. RHE av=5mV s>,

2.9.4 Curvas de polarizacion de la CCM

El desempefio de la CCM, con un montaje de dos electrodos, es decir, &nodo y
catodo, se evalu6 al obtener las curvas de polarizacién con la ayuda de un
potenciostato. Primero, se determing el voltaje de circuito abierto de la celda (Eceida).
Después, se aplicaron diversas resistencias externas (Rex) contenidas en una
Dummy cell del mismo potenciostato (0.01, 0.1, 1, 1.2, 5y 100 KQ), para medir el
voltaje de celda correspondiente. Conociendo Rex: Y Ecelda, S€ calcularon los valores
de corriente generados por la CCM (lceida), mediante la Ley de Ohm segun la

ecuacion (2.2).

_ Ecelda
Icelda ~p (2-2)
celda
Eczelda
Peetga = AR (2.3)
anftext

Al normalizar la corriente con respecto al area geométrica del anodo (Aan), se
obtuvieron las curvas de polarizacion voltaje vs. densidad de corriente, 0 Ecelga VS.
Jecelda- Las curvas de densidad de potencia (Pceida) VS. jcelda fueron construidas al
obtener los valores de potencia de acuerdo a la ecuacion (2.3), normalizada con

respecto a Aan.
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Capitulo 3. Caracterizacion de Agua Residual y Evaluaciéon Fisicoquimica de
los Materiales Carbonosos
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3.1 Caracterizacion del agua residual

En total se obtuvieron seis muestras de un litro cada una que se mantuvieron en
congelacién hasta su uso. En la Tabla 3.1, se presentan los valores de pH,
conductancia especifica, potencial de Oxidacion y Reduccion y temperatura del
agua. Estos valores representan el promedio de mediciones al azar hechas por

triplicado de las muestras.

Tabla 3.1 Pardmetros fisicoquimicos del agua residual.

Parametro Resultado
pH 9.6
Conductancia especifica 23.56 mS/cm
Potencial de oxidacion y reduccion -154.7 mV
Temperatura 17 °C

3.2Caracterizacion fisicoquimica de los Materiales Carbonosos

3.2.1 Difraccion de Rayos X (DRX)

En la figura 3.1 se presentan los patrones de DRX correspondientes a los
electrocatalizadores Vulcan, Grafito y CMO no funcionalizados (JCPDS 41-1487),
en los que se observan dos reflexiones tipicas de materiales carbonosos: a 22.39°
y 44.07° (20) en el caso del Vulcan, atribuidas a los planos (002) y (101); en el
Grafito se presentan picos a 26.35° y 54.82° (20), debidos a los planos (002) y
(004); por su parte el CMO tiene las reflecciones a 24.21° y 43.81° (20) por la
presencia de los planos (002) y (101). Tanto Vulcan como CMO tienen patrones de
difraccion que indican un grado de amorficidad [42, 43, 44]. En contraste, el grafito
es altamente cristalino [45, 46, 47]. Cabe resaltar que tanto Grafito como CMO
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tienen un pico (002) méas angosto y relativamente mas intenso que Vulcan, lo que

sugiere mayor grafitizacion de esas estructuras [48].

(002)
Vulcan XC-72\
‘ (101)
3 | i
s :
N |
© ! :
m 1
© ! :
‘0 | ! (004)
[ I L ! A
8 1
< !
|

1
10 201 30 40 ' 50 60 70 80 90 100

20 grados,

.Figura 3.1 Patrones de difraccion de Vulcan XC-72, Grafito y CMO.

3.2.2 Espectroscopia Raman

En la figura 3.2 se muestran los espectros Raman obtenidos de los catalizadores
sin funcionalizar y después de la funcionalizaciobn. Se observan las bandas D
(asociada al grado de desorden) y G (atribuida al grado de grafitizacion u orden)
tipicas de materiales basados en carbén, las cuales la banda D se encuentran en
los rangos de 1320 a 1345 cm™, y la banda G en los rangos de 1577 a 1581 cm*
[49].
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Figura 3.2 Espectros Raman de materiales carbonosos: a y b) Vulcan XC-72y

Vulcan XC-72 Funcionalizado; cy d) Grafito y Grafito funcionalizado; e y d) CMO

CMO funcionalizado.

Las figuras a) y b) corresponden al Vulcan, que presenta dos bandas anchas

caracteristicas de este material debido a su amorficidad. La intensidad de la banda

D es mayor en relacion ala banda G, lo que indica un desorden alto [49]. La relacion

de intensidades Io/lc es de 1.20 para Vulcan no funcionalizado y 1.34 para Vulcan

funcionalizado, lo que indica que después de la funcionalizacién el Vulcan presenta

un mayor grado de desorden que el material sin funcionalizar. Las figuras c) y d)

muestran

los espectros del

Grafito sin funcionalizar

y

funcionalizado,

respectivamente. En ambos casos las bandas G son significativamente més

intensas que las D, indicando que se trata de un material ordenado [50]. La razén

In/lc es de 0.033 y 0.067 para Grafito no funcionalizado y funcionalizado,

respectivamente. Este resultado sugiere al ser modificado, el Grafito presenta un
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mayor desorden, aunque el valor es muy bajo comparado con Vulcan. Mientras
tanto, las figuras e) y f) corresponden a CMO sin funcionalizar y funcionalizado,
respectivamente. Los espectros muestran similitud con los de Vulcan, aunque las
relaciones Io/lc son 1.105 y 1.034, es decir, se trata de materiales mas ordenados
que el Vulcan [51]. Este resultado se correlaciona con el de DRX, ya que se confirma

un mayor grado de grafitizacion de CMO comparado con Vulcan.

3.2.3 Espectroscopia de Infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

En la Figura 3.3 a) se observa el espectro de IR de la tela de carbon, donde se
observa una sefial en 3231 cm™ debida a los grupos funcionales —O-H, y otra en
1586 cm atribuida a los anillos aromaticos C=C del Teflén que contiene la capa de
difusion de la tela. Ademas aparecen sefiales en 1311, 1101 y 880 cm™, que

corresponden a grupos —C-H, —C-O y =C-H, respectivamente.

En las Figuras 3.3 b) y c) se presentan los espectros de Vulcan XC-72 y Vulcan XC-
72 funcionalizado, respectivamente. En ambos aparecen sefiales que sugieren la
presencia de los grupos funcionales —C-O (1196 cm™) y =C-H (951 cm™) [52, 53].
En los espectros no se aprecian cambios significativos al funcionalizar el Vulcan con
etanol. Los espectros de Grafito y Grafito funcionalizado se presentan en las
Figuras 3.3 d) y e), respectivamente. En el caso del Grafito se presentan las bandas
de los grupos funcionales —C-O en 1211 cm™ y =C-H en 975 cm™!, mientras que en
el Grafito funcionalizado aparecen en 1187 cm™y 987 cm™. El Grafito funcionalizado
presenta una sefial a 3437 cm, caracteristica del grupo funcional —O-H, lo que

puede deberse a la funcionalizacién de este material con metanol.
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Figura 3.3 Espectros de FT-IR de los electrodos: a) tela de carbon sin catalizador;
b) Vulcan; c) Vulcan funcionalizado; d) Grafito; e) Grafito funcionalizado; f) CMO;

g) CMO funcionalizado

En las Figuras 3.3 f) se muestra el espectro de CMO, con bandas en 1208 cm™y
960 cm propias de los grupos funcionales —C-O y =C-H, respectivamente. Por su
parte, el CMO funcionalizado en la Figura g) tiene sefiales en 1220 cm™*y 971 cm*

debidas a los grupos funcionales —C-O y =C-H [41, 54].
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En los electrodos conteniendo Vulcan y CMO funcionalizados no se detecta la
presencia de grupos O-H, como ocurre en el caso de Grafito funcionalizado. Esto
se atribuye a que los estudios de FTIR se realizaron a electrodos de tela de carbén
con capa catalitica, lo que pudo ocasionar una interferencia en la identificacion de

las bandas.

3.2.4 Caracterizacion por Espectroscopia de Energia Dispersiva de
Rayos X (EDX)

Los resultados del analisis de composicion quimica de los catalizadores se
muestran en la Tabla 3.2. En general, los materiales estan compuestos de cerca de

90 % e.p. de carbono, con el resto de oxigeno.

Tabla 3.2 Composicion quimica de los catalizadores carbonosos.

Material carbonoso

Vulcan Vulcan XC-72 Grafito Grafito CMO CMO
Elemento | XC-72 Funcionalizado Funcionalizado Funcionalizado
C (%e.p.) 89.86 88.23 90.75 87.42 89.64 88.26
O (%e.p.) 10.14 11.77 9.25 12.58 10.36 11.74

3.2.5 Analisis de area especifica por el método de BET

En la Tabla 3.3 se muestran los resultados del analisis de textura por el método de
BET de Vulcan y CMO Los resultados indican un ligero efecto de la funcionalizacion
en el area superficial de Vulcan (228.8 y 213.6 m?/g antes y después de
funcionalizacién), valores acordes con la literatura [55] Lo mismo ocurre para CMO
(416.3y 407.2 m?/g antes y después de funcionalizacion), valores que se aproximan

a los reportados para materiales similares [51, 41].
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El diametro promedio de poro de Vulcan y CMO es el esperado para materiales
mesoporosos. En el caso de CMO es de 2.040 y 2.215 nm antes y después de
funcionalizacion, valores inferiores a los reportados previamente [51, 41]. Este
resultado confirma la formacién de una estructura mesoporosa siguiendo el

procedimiento de sintesis de CMO.

Tabla 3.3 Area superficial especifica y diametro promedio de poro de catalizadores
de Vulcan y CMO.

Material Carbonoso Superficie de éarea Diametro de poro
BET (m3/g) promedio (nm)

Vulcan 228.8 23.46

Vulcan Funcionalizado | 213.6 18.26

CMO 416.3 2.040

CMO Funcionalizado 407.2 2.215

3.2.6 Analisis por Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) de polvos

de los catalizadores.

En la Figura 3.4 se muestran las imagenes de MEB de los polvos de catalizadores,
tanto no funcionalizados como funcionalizados con metanol. El Vulcan no
funcionalizado y funcionalizado (Figuras a y b) presenta una morfologia formada por
particulas semi-esféricas, en concordancia con la referencia [49]. Por su parte, el
Grafito y el Grafito funcionalizado (Figuras ¢ y d) muestran la presencia de capas
laminares, una morfologia, tipica en este tipo de materiales [56]. Mientras tanto, la
morfologia tanto de CMO como de CMO funcionalizado (Figuras e y f) muestra la
presencia de particulas con forma irregular, donde destacan aquellas de forma
cubica. En conclusion, debido a que la modificacion superficial de los materiales
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carbonosos se realiz6 con metanol, un agente quimico suave, no se aprecian

diferencias significativas entre las muestras tratadas y aquellas sin tratar.

Figura 3.4 Imagenes de MEB de a y b) Vulcan XC-72 y Vulcan XC-72
funcionalizado, cy d) Grafito y Grafito funcionalizado, e y f) CMO y CMO

funcionalizado.

3.2.7 Analisis por Microscopia Electronica de Barrido (MEB) de los

electrodos.

En la Figura 3.5 se muestran las micrografias de MEB de los electrodos conteniendo
catalizador sin y con biopelicula de B. subtilis. Respectivamente: a 'y b) Vulcan; cy
d) Vulcan funcionalizado; e y f) Grafito; g y h) Grafito funcionalizado; iy j) CMO; ky
[) CMO funcionalizado.
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Figura 3.5 Imagenes de MEB de electrodos sin y con biopelicula: ay b) Vulcan; ¢
y d) Vulcan funcionalizado; e y f) Grafito; g y h) Grafito funcionalizado; iy j) CMO; k
y I) CMO funcionalizado.
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Se observa que los electrodos sin biopelicula (columna de imagenes de la izquierda)
presentan una morfologia como la descrita para cada catalizador en la seccién
3.2.6. Por su parte, en los electrodos con biopelicula (columna de imagenes de la
derecha) se presenta la formacion de una matriz extracelular sobre la superficie
parecida a redes de fibrilas [57]. Esta biopelicula est4d formada por el
microorganismo B.subtilis, el cual tuvo un proceso de crecimiento de 6 dias sobre
los electrodos. EI microorganismo crece formando colonias parecidas a tiras largas

[57], lo cual se pudo comprobar en las micrografias.

Los resultados muestran una biopelicula mas gruesa en los casos de Vulcan y CMO,
en comparacion con Grafito donde tiene un crecimiento incipiente. La matriz
extracelular se observa con un desarrollo mas estructurado sobre los electrodos
conteniendo Vulcan y CMO funcionalizados (Figuras d y 1), lo que sugiere que la

presencia de grupos funcionales promueve su formacion.
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Capitulo 4. Evaluacion Electroquimica de Catalizadores Carbonosos
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4.1Evaluacion en media celda

4.1.1. Comportamiento de electrodos con catalizadores de Grafito sin

funcionalizar y funcionalizado

En la figura 4.1 se muestran los VCs de los electrodos conteniendo a) Grafitoy b)
Grafito funcionalizado en dos electrolitos: i) Agua Residual Farmacéutica (ARF), y
i) KOH con pH = 9.6. Se presentan también los VCs correspondientes a los
electrodos donde se form6 una biopelicula de B. subtilis, en el electrolito de ARF.
En ambos casos, en ausencia de biopelicula el comportamiento en soluciones de
ARF y KOH es puramente capacitivo, es decir, no se observan corrientes
Faradaicas producto de reacciones redox. Llama la atencidon que en ARF, una
solucién novedosa en aplicaciones electroquimicas, se tengan VCs de forma cuasi-
rectangular y un potencial de retorno relativamente rapido. Ello indica que el ARF
no bloguea el comportamiento capacitivo del Grafito en ambas figuras.

En contraste, la forma de los VCs de los electrodos conteniendo B. subtilis es
diferente, un comportamiento electroquimico que indica un cambio de mecanismo
de reacciéon. Al formarse la biopelicula, se generan densidades de corriente (j)
debidas a reacciones redox, lo cual sugiere la transferencia de electrones de los
microorganismos a los catalizadores. Ademas, el potencial de inicio de la reaccion
se desplaza a potenciales mas positivos, en relacion al potencial en ausencia de

biopelicula.

Los valores de j generados por Grafito funcionalizado (figura b) son mas altos que
los de Grafito en la figura a), lo que indica un efecto positivo de la modificacion

superficial con metanol.
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Figura 4.1 VCs de los electrodos conteniendo a) Grafito y b) Grafito
funcionalizado, sin y con biopelicula de B.subtilis. Electrolitos sin biopelicula: ARF

y KOH con pH = 9.6. Electrolito con biopelicula: ARF. v=20mV s™.

4.1.2 Comportamiento de electrodos de Vulcan XC-72 y Vulcan XC-72

funcionalizado

En la Figura 4.2 se presentan los VCs de electrodos con capa catalitica de a) Vulcan
XC-72 y b) Vulcan XC-72 funcionalizado. Al igual que en el caso anterior, los VCs
de electrodos sin biopelicula se adquirieron en electrolitos de ARF y KOH con pH
= 9.6. Para los electrodos con biopelicula de B.subtilis se obtuvieron en ARF. Al
igual que el Grafito, en ARF y KOH, el comportamiento de los electrodos sin
biopelicula es capacitivo. Destaca que en solucibn de ARF los valores de j son
considerablemente mas altos que en KOH, lo que puede deberse al bajo pH de esta

ultima, destacando el Vulcan sin funcionalizar en la figura a).

El comportamiento del Vulcan cambia cuando el electrodo tiene la biopelicula
formada por B.subtilis en solucion de ARF, ya que se generan densidades de
corriente debidas a reacciones redox y el potencial de inicio se desplaza a valores
mas positivos. Este comportamiento es particularmente evidente en el caso de

Vulcan sin funcionalizar en la figura a). Sin embargo, los valores de j en presencia
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de biopelicula son del mismo orden que las generadas sin B. subtilis. A diferencia
del Grafito, el Vulcan no funcionalizado genera valores de j mas altos que aquellos
del material funcionalizado. Este resultado indica un efecto negativo de la

funcionalizacién del Vulcan con metanol para este tipo de reacciones.
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Figura 4.2 VCs de los electrodos conteniendo a) Vulcan y b) Vulcan
funcionalizado, sin y con biopelicula de B.subtilis. Electrolitos sin biopelicula: ARF

y KOH con pH = 9.6. Electrolito con biopelicula: ARF. v=20mV s™.

4.1.3 Comportamiento de electrodos con catalizadores de Carbon
Mesoporoso Ordenado (CMO) sin  funcionalizar vy

funcionalizado

En la figura 4.3 se muestran los VC’s de electrodos conteniendo a) CMO y b) CMO
funcionalizado, bajo las mismas condiciones que las descritas para Grafitoy Vulcan.
Ambos electrodos de CMO sin biopelicula presentan un comportamiento capacitivo.

El comportamiento electroquimico de los electrodos con biopelicula de B.subtilis
cambia, para generar densidades de corriente debidas a procesos redox en
electrolito de ARF. Igualmente, el potencial de inicio de la reaccion se desplaza a
potenciales mas positivos. Ello indica que se lleva a cabo un proceso de
transferencia electronica hacia los anodos de CMO debido a la formacion de una
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j (mA cm™)

matriz extracelular. Este comportamiento concuerda con lo observado en la figura
3.5 donde se aprecia la formacién de la biopelicula en el electrodo. En el caso del
CMO, la modificacion superficial con metanol tiene un efecto positivo ya que los
valores de j del material funcionalizado son mas altos que los del CMO sin

tratamiento.
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Figura 4.3 VCs de los electrodos conteniendo a) CMO y b) CMO funcionalizado,
sin y con biopelicula de B.subtilis. Electrolitos sin biopelicula: ARF y KOH con pH =

9.6. Electrolito con biopelicula: ARF. v =20 mV s,

Al comparar el desempeiio de los electrodos en las Figuras 4.1 a 4.3, los
catalizadores que muestran la mayor actividad catalitica al generar los valores de j
mas altos, son el Vulcan no funcionalizado y el CMO funcionalizado (Figuras 4.2 a

y 4.3 b, respectivamente).
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4.2 Caracterizacion de los catalizadores como anodos en una Celda de
Combustible Microbiana (CCM)

En la figura 4.4 a) se muestra un detalle de la CCM (ver seccion 2.9) donde se
aprecia la camara anddica conteniendo ARF, asi como la catddica con electrolito
KOH de pH = 9.6. Se observa la union entre camaras donde se tiene la membrana
de Nafion® que actia como separador y medio para intercambio de especies
anionicas. En la Figura 4.4. b) se aprecia el montaje de la CCM con los electrodos
(dnodo y catodo), la conexién al potenciostato y la celda Dummy donde se pueden
realizar diversas configuraciones para variar la resistencia, denominada Rex:. Este

es el parametro variable para obtener las curvas de polarizacion de la CCM.

eeares

lr,\q

Figura 4.4 a) Detalle de la CCM; b) montaje de la CCM conectada al potenciostato

y ala celda Dummy.

En la tabla 4.1 se presentan los catalizadores utilizados tanto para el anodo como
para el catodo, asi como las condiciones de cada camara.
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Tabla 4.1 Condiciones de la CCM durante operacion con diferentes anodos.

Componente Anodo Cétodo

Electrodo Vulcan + B.subtilis Pt/C (comercial)
CMO + B.subtilis

CMO funcionalizado +

B.subtilis
Electrolito Agua Residual Farmacéutica KOH
pH= 9.6 pH= 9.6

Conductividad 11.53 mScmt  31.63 uS cm-1

Atmosfera N2 02

4.2.1 Evaluacion de comportamiento de anodos y catodo mediante
Barrido Lineal de Potencial (BLP)

En la figura 4.5 a) se presenta la curva de BLP del catodo (electrodo conteniendo
capa catalitica de Pt/C comercial), en el electrolito de KOH (pH= 9.6) saturado de
O:. En este caso, el contraelectrodo es el &nodo con CMO funcionalizado. Al realizar
el barrido en el sentido negativo se incrementa la corriente, debido a que se lleva a
cabo la Reaccién de Reduccion de Oxigeno (RRO). El potencial de inicio de la RRO

es cercanoa 1.1V vs. RHE.

En la figura 4.5 b) se observan los BLPs (barrido en el sentido positivo) de los
diferentes &nodos (ver Tabla 4.1). Tanto Vulcan + B. subtilis como CMO + B. subtilis
presentan densidades de corriente muy bajas en el intervalo de potencial entre 0.4
y 1.0 V vs. RHE. A valores mas altos de 1.05 V, la densidad de corriente se

incrementa en el caso de Vulcan + B. subtilis.

Por su parte, el anodo con CMO funcionalizado + B. subtilis genera una densidad
de corriente significativamente mayor en comparacion de los otros dos materiales,
la cual comienza a incrementarse practicamente al iniciar el BLP. Este

comportamiento indica una alta actividad catalitica de CMO funcionalizado +
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B.subtilis para promover las reacciones bioquimicas y electrocataliticas en la

camara anoédica de la CCM.

0.0001 catodo Anodo
o001] =% 0.008 ~0— AN
—O—CMOF

—~ -0.002- — 0.006
£ E
E -0.003 - E 0.004
— -~

-0.004- 0.002.

-0.005- 2 2.000.

02 04 06 08 10 12 0.4 0.6 0.8 1.0 12
E(V) vs RHE E(V) vs RHE

Figura 4.5 Curvas de BLP en la CCM: a) Catodo (electrodo: Pt/C comercial) como
electrodo de trabajo; b) Anodos (Vulcan, CMO + B. subtilis y CMO funcionalizado

+ B. subtilis) como electrodos de trabajo.

4.2.2 Evaluaciobn en Electrocatalizadores Carbonosos Celda de

Combustible Microbiana.

4.2.2.1 Curvas de polarizacion

En la figura 4.6 se presentan las curvas de polarizacion de los siguientes anodos:
a) Pt/C B. subtilis (comercial, caracterizado a modo de comparacion), b) Vulcan no
funcionalizado + B. subtilis, ¢) CMO no funcionalizado + B. subtilis, d) CMO
funcionalizado + B. subtilis. Como catodo se empleé un electrodo conteniendo capa
catalitica de Pt/C comercial, sin biopelicula. Los valores fueron obtenidos al variar
la Rext de la celda Dummy con los siguientes valores: 10 Q, 100 Q, 1 KQ, 1.2 KQ, 5
KQ'y 100 KQ.

En los graficos se puede observar que al utilizar el anodo de Pt/C, la CCM genera
un voltaje de circuito abierto (Ecelda) de 0.22 V y un valor densidad de corriente de la
celda maximo (jcesa) de 180 mA m=2. Los anodos Vulcan no funcionalizado + B.
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subtilis y CMO no funcionalizado + B. subtilis generan valores de Eceda Y jcelda
claramente menores que el basado en Pt/C. El desempefio de estos materiales

carbonosos es muy bajo.

Por su parte, al anodo conteniendo CMO funcionalizado + B. subtilis genera valores
de Eceida Y jeelda de 0.580 V y 854 mA m2, los cuales son significativamente mayores
gue los obtenidos con el anodo de Pt/C comercial. El valor de Eceida €S 2.6 veces
mas alto, mientras que el de jceida €S 4.7 veces mayor al utilizar el anodo basado en
CMO funcionalizado.

Al comparar con lo reportado en la literatura, el desempefio de la celda en la Figura
4.6 b) tiene un valor mas alto de Ecelda que un sistema equivalente operando con
almidon como combustible (0.50 V), aunque mas bajo que el mismo dispositivo con
glucosa como combustible (0.73 V) [58]. En términos de jceda, l0S valores reportados

en la referencia son mayores tanto con almidén como con glucosa.

Sin embargo, los resultados de la caracterizacion de la CCM conteniendo materiales
carbonosos en este trabajo son relevantes, ya que se demuestra que: i) un
catalizador libre de metal y por lo tanto econémico como el CMO tiene un mejor
desempeiio que el Pt/C; ii) el B. subtilis es un microorganismo capaz de promover

la generacion de energia eléctrica a partir de ARF.
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Figura 4.6 Curvas de polarizacion de la CCM con diferentes anodos: a) Pt/C + B.
subtilis, b) Vulcan no funcionalizado + B. subtilis, c) CMO no funcionalizado + B.
subtilis, d) CMO funcionalizado + B. subtilis. Catodo en todas las pruebas: Pt/C

comercial sin biopelicula.

4.2.2.2 Curvas de densidad de potencia

En la figura 4.7 se presentan las curvas de densidad de potencia (Pcelda) VS. jcelda de
la CCM con los anodos de: a) Pt/C + B. subtilis, b) Vulcan no funcionalizado + B.
subtilis, ¢) CMO no funcionalizado + B. subtilis y d) CMO funcionalizado + B. subtilis.

Con el anodo basado en Pt/C se genera un valor de Pceidza maximo de 5.42 mW m,

Los anodos conteniendo Vulcan y CMO sin funcionalizar presentaron valores de

Pcelda mas bajos (0.69 mW m?2 y 0.79 mW m2, respectivamente), lo que confirma
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gue estos dos materiales carbonosos tiene un bajo desempefio como anodos en la
CCM.

Por su parte, el CMO funcionalizado genera un valor de Pceda de 105 mW m2, 19
veces mayor que Pt/C.
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Figura 4.7 Curvas Pcelda VS. jcelda de la CCM equipada con los anodos a) Pt/C + B.
subtilis, b) Vulcan no funcionalizado + B. subtilis; ¢) CMO no funcionalizado + B.
subtilis; y ¢) CMO funcionalizado + B. subtilis. Catodo: en todas las pruebas: Pt/C

comercial sin biopelicula.
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Conclusiones generales
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Caracterizacion Fisicoquimica

e XRD: se confirmo la estructura de carbdn de los materiales carbonosos.
¢ RAMAN: se determin6 que el CMO tiene una mayor grafitizacion que Vulcan.
Después de funcionalizacién se incremento el orden del CMO.
e MEB:
o Se definié la morfologia de los materiales carbonosos.
o Se demostré el crecimiento microbiano sobre la superficie de los
electrodos para formar una biopelicula de B. subtilis.
o Se determind la alta biocompatibilidad de CMO funcionalizado con la

bacteria.

e Analisis BET: se demostré la naturaleza mesoporosa del CMO.

Caracterizacion Electroquimica

e Los catalizadores a base de carbono + biopelicula de B. subtilis generaron
densidades de corriente debidas a procesos redox en la solucién de ARF.

e Ello sugiere la transferencia de electrones de los microorganismos hacia los
catalizadores debido a la presencia de B. subtilis.

e La funcionalizacién con metanol tuvo un efecto positivo en el CMO, ya que
se incremento el valor de j generada en ARF.

e El catalizador mas activo tanto en media celda como en CCM fue el CMO
funcionalizado + biopelicula de B. subtilis.

e El desempefio electroquimico de este material carbonoso de bajo costo lo
convierte en un potencial anodo para aplicaciones en CCMs.

Agua residual

e ElI agua residual mostr6 ser un sustrato con buenas propiedades
fisicoquimicas para aplicacion en CCMs.
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Bacillus subtilis

e El microorganismo mostro ser electroactivo, ademas de crecer en el medio a

temperatura ambiente y pH basico.

e Lo anterior puede convertirlo en un microorganismo de facil acceso y uso en

este tipo de aplicaciones.
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