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Resumen

En este trabajo se sintetizaron biocarbones activados a partir de residuos
abundantes y ampliamente distribuidos, los cuales se utilizaron como
catalizadores para el desarrollo de biodnodos en celdas de combustible
microbianas (CCMs). Con un tratamiento térmico en atmosfera inerte, desechos
de cuero se activaron con KOH para desarrollar el electrocatalizador identificado
como AB7, mientras que en el caso de gallinaza se emple6 ZnCl2 como activante
para obtener el electrocatalizador CG1. Posteriormente, se funcionalizaron AB7
y CG1 con metanol para obtener los electrocatalizadores AB7-f y CG1-f, teniendo
como objetivo incrementar su biocompatibilidad con las bacterias utilizadas en
este trabajo.

Por separado se hicieron crecer biopeliculas de Escherichia coli (E. coli)
y Bacillus subtilis (B. subtilis) sobre los electrocatalizadores depositados en un
electrodo a difusién de gas. La caracterizacion de morfologia indico que los
electrocatalizadores sintetizados a partir de residuos: cuero curtido y gallinaza,
son biocompatibles con las bacterias. De este modo se fabricaron bioanodos que
se evaluaron en una media celda de tres electrodos utilizando agua residual
farmacéutica (ARF) como sustrato.

Las mediciones electroqguimicas mostraron un desempefio claramente
mayor del bioAnodo conteniendo AB7-f con una biopelicula de B. subtilis para
oxidar la materia organica contenida en el ARF, en comparacion con el
comportamiento de AB7. Por su parte, CG1 y CG1-f, con cualquiera de las
biopeliculas, mostraron una actividad electroquimica nula. Por otro lado, las
curvas de polarizacion en la CCM mostraron que AB7-f + B. subtilis pueden
generar un voltaje de circuito abierto (VCA) de 600 mV y una densidad de
potencia (Pa) de 77 mW m2, con ARF como sustrato. Al caracterizar la CCM en
pruebas de larga duracion, se obtuvo una variacion en su desempefio, con una
Pa maxima (96.3 mW m=) a los 7 dias de iniciada la medicién. La variacién en
el desempeiio se atribuyé al desarrollo de una biopelicula mas estable y
desarrollada, asi como al aprovechamiento de algunos compuestos

metabolizables por las bacterias presentes en el bioanodo.



Los resultados mostraron que AB7-f puede ser utilizado como
electrocatalizador en bioanodos de CCMs que operen con ARF como sustrato,

especificamente con B. subtilis como bacteria.



Abstract

In this work, activated biocarbons were synthesized from abundant and
widely distributed wastes, and were used as electrocatalysts to develop
bioanodes for microbial fuel cells (MFCs). Leather wastes were activated with
KOH under heat treatment in an inert atmosphere, to obtain the electrocatalyst
labeled as AB7. Poultry manure was activated with ZnClz to produce the CG1
electrocatalyst. Afterwards, AB7 and CG1 were functionalized with methanol with
the objective to increase their biocompatibility with the bacteria used in this work,
producing the AB7-f and CG1-f electrocatalysts.

Biofilms of Escherichia coli (E. coli) and Bacillus subtilis (B. subtilis) were
grown (separated) on the surface of the electrocatalysts deposited on a gas
diffusion electrode. The morphology characterization showed that electroctalysts
synthesized from leather and poultry manure wastes were biocompatible with
both bacteria. This way, bioanodes were fabricated and further evaluated in a
three electrodes cell using pharmaceutical wastewater (PWW) as substrate.

The electrochemical measurements showed a higher performance of the
bioanode based on AB7-f as electrocatalyst with B. subtilis biofilm, to oxidize
organic matter from PWW, compared to the performance of AB7. On the other
hand, CG1 and CGL1-f, showed null electrochemical activity with neither biofilm.
The polarization curves in the MFC showed that AB7-f + B. subtilis can generate
an open circuit voltage of 602 mV and a power density of 77 mW m2 with PWW
as the substrate. During long-term tests of the MFC, a variation in performance
was observed, with a maximum of 96.3 mW m= at day 7. Such variation was
attributed to development of more stable biofilm as well as consumption of some
compounds metabolized by bacteria grown on the bioanode.

The results showed that AB7 can be used as electrocatalyst in bioanodes

for MFCs with PWW as substrate, specifically with B. subtilis as microorganism.

Xi



Introduccion

El agotamiento de los combustibles fésiles y de las reservas de agua, asi
como la contaminacién ambiental, han provocado la generacion de enormes
esfuerzos hacia formas alternativas de tratamiento y reutilizacion de las aguas
residuales [2]. Actualmente, los procesos de tratamiento de aguas de desecho
son generalmente intensivos en el uso de energia y presentan altos costos de
inversion y de operacion. Ademas, durante el tratamiento se genera una cantidad
considerable de gases de efecto invernadero, como COz2, N20O y otras sustancias
volatiles, las cuales se liberan a la atmosfera. Por otro lado, los lodos producidos
durante el tratamiento requieren espacio para su disposicion [3].

En este contexto, las CCMs son una alternativa para el tratamiento
biolégico de aguas residuales, ya que son capaces de remover materia organica
mientras generan energia eléctrica. Sin embargo, se debe reconocer que la
capacidad de generacion de energia de las CCMs es menor que la de otros tipos
de celdas de combustible, por lo que es necesario su escalamiento. Por otro
lado, uno de los aspectos mas desafiantes para la puesta en operacion de las
CCMs, es la formacion de biopeliculas en el &nodo para promover las reacciones
bioquimicas [4].

Las CCMs tienen varias ventajas durante la generacion de energia: i) alta
eficiencia de conversion, ya que puede recuperar hasta el 90% de los electrones
transferidos; ii) seguridad y operacion estable con respecto a otras fuentes de
generacion; iii) operacion eficiente a temperatura ambiente; iv) energia
sustentable; v) conversién eléctrica sin limitantes por el ciclo de Carnot, debido
a la conversion directa en electricidad [5]. Sin embargo, el uso de metales nobles
(Pd y Pt) en los electrodos eleva los costos de estos sistemas, lo cual ha limitado
su desarrollo y produccion a gran escala [6].

Ahora bien, el reto que presentan estos atractivos sistemas es el de
generar electrodos de bajo costo y con altas eficiencias. El uso de anodos
basados en carbones obtenidos a partir de fuentes de biomasa es una alternativa
sustentable y de bajo costo [7]. La biomasa no sélo se puede obtener de
organismos vivos como plantas y animales, también se puede encontrar en
abundantes desechos como el excremento de animales de granja, lodos y

residuos forestales [8].



En este trabajo de investigacion, se desarrollaron catalizadores (AB7,
AB7-f, CG1 y CG1-) utilizando biocarbones producidos a partir de residuos
animales, los cuales fueron caracterizados fisicoquimicamente. Los
catalizadores se depositaron en un soporte (electrodo a difusion de gas) para
formar anodos, y en la superficie de los anodos se crecieron por separado
biopeliculas de las bacterias E. coli y B. subtilis para obtener bioanodos. La
caracterizacion de actividad electroquimica de los bioanodos se realizé6 en media
celda (tres electrodos) y en una CCM de doble cAmara. Como sustrato se utilizd
ARF. La integracion de todos estos elementos dio como resultado un sistema
bioelectroquimico en el cual se genera energia a partir de ARF con materiales

de bajo costo.



Capitulo 1. Antecedentes y justificacion

1.1 Abastecimiento de energia y agua: dos problemas urgentes

de atender

Los combustibles fosiles han sido la base de la industrializacion y el
crecimiento econdémico a nivel mundial. Sin embargo, su agotamiento, asi como
la creciente preocupacion ambiental (contaminacién, emision de gases de efecto
invernadero y el aumento de la temperatura media global) han cambiado la
percepcion de que sean utilizados como fuente de energia primaria [6, 9].

En la actualidad, la demanda energética mundial es de alrededor de 14
TW y se estima que para el afilo 2050 se duplicara este valor. Esto equivale a
130,000 TWh o 10'° t de petréleo anuales. Debido a la gran cantidad de
emisiones que se generarian, se ha propuesto que el incremento en la
generacion de energia debe de realizarse sin aumentar las emisiones de CO:
provenientes de fuentes fosiles [10].

La bioenergia es una alternativa de energia renovable, la cual procede de
fuentes bioméasicas como la agricultura, residuos forestales, desechos, lodos
residuales y cultivos energeéticos. Tales fuentes se transforman en energia por
diversos procesos [11]. Una de las tecnologias mas promisorias en la generacion
de bioenergia son las CCMs, ya que actian como biorreactores capaces de
convertir la energia quimica de diferentes tipos de sustratos (aguas residuales,
soluciones quimicas o liquidos con contenido de nutrientes), en energia eléctrica
por medio de microorganismos [12]. Los sistemas bioelectroquimicos estan
generalmente integrados por un anodo donde ocurre la reaccién de oxidacion y
un cétodo en el que se lleva a cabo la reaccion de reduccion de oxigeno (RRO).
Al menos uno de ellos esta catalizado por microorganismos, lo que los convierte
en bioanodo o biocatodo [13].

El agua empleada en la agricultura representa aproximadamente el 70%
del consumo de esta a nivel global. Existen algunas regiones del mundo en las
que hay una limitada disponibilidad de agua con la calidad suficiente para ser
utilizada en la agricultura o para consumo humano, esto se debe a la falta de
tratamiento de las aguas residuales, asi como a la escasez de fuentes de
abastecimiento. Aunado a esto, el uso de aguas residuales domésticas e

industriales para el riego de cultivos presenta efectos adversos por la cantidad
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de contaminantes presentes y la alta cantidad de materia organica lo cual tiene
como consecuencia el bloqueo de los poros del suelo, dafiando severamente la
calidad de este [14].

Actualmente los sistemas de tratamiento de aguas residuales aerdbicos
son los mas utilizados. Sin embargo, solo permiten recuperar una pequefia
porcidon de la energia contenida en las aguas residuales, principalmente en el
tratamiento de los lodos residuales (produccion de metano). La energia presente
en la fraccion organica disuelta no se recupera, en cambio si se elimina por
medio del proceso aerobio, el cual consume una gran cantidad de energia
(mayor a la obtenida por la digestion de lodos) [15]

Dependiendo del tipo de tratamiento y la composicion de las aguas
residuales, se requieren entre 0.5y 2.0 kWh m=3 para su tratamiento [16]. Se ha
estimado que las aguas residuales contienen entre 3—-10 veces la energia
necesaria para tratarlas [16]. Esta energia se presenta principalmente en tres
formas: i) materia organica (~1.79 kWh m-3); ii) nutrientes como nitrégeno y
fosforo (~0.70 kWh m3); y iii) energia térmica (~7 kWh m=) [15]. Es decir, 26%
de la energia contenida en el agua es quimica (materia organica, nitrogeno y

fésforo). Esta energia se podria aprovechar empleando CCMs.

1.2 CCMs: una solucion sustentable

Las CCMs son dispositivos que utilizan bacterias para oxidar materia
organica e inorganica contenida en aguas residuales y generar energia eléctrica
[17]. El disefio y la configuracion de las CCMs es importante, ya que puede limitar
la generacion de energia eléctrica. En general, las CCMs se clasifican en dos
tipos: de camara sencilla y de doble camara. En las CCMs de doble camara
(Figura 1.1), los electrodos estan inmersos en un medio liquido en dos camaras
separadas, el medio liquido puede variar dependiendo de la configuracion
deseada, lo que genera las condiciones para donar y aceptar electrones,
respectivamente. Las camaras se conectan por medio de una membrana de
intercambio ibnico o con menor frecuencia, a través de un puente salino para el
intercambio de iones. Los sistemas de doble camara estan disefiados para ser
efectivos en términos de generacion de potencia, asi como en el tratamiento de

liquidos [1].
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Figura 1.1. CCM de doble camara en la que se indican los principales

componentes [1].

El electrodo en la cAmara anddica esta compuesto por un soporte (tela de
carbon con una capa de difusion basicamente de teflén) en el cual se deposita
una capa catalitica que contiene un catalizador, para formar el &nhodo. Sobre el
anodo, las bacterias desarrollan una biopelicula para obtener un bioanodo. Para
la generacion de electricidad, las bacterias en la biopelicula oxidan en
condiciones anaerobias los compuestos presentes en el sustrato para generar
electrones y transferirlos al catalizador, que a su vez mejora la cinética de la
reaccion para transportar dichos electrones a un circuito externo y a la camara
catddica, donde se reducen los aceptores (es decir, se lleva a cabo la reaccion
de reduccién de oxigeno) [18].

Uno de los factores que mas influencia tiene en la eficiencia de una CCM
es la transferencia de electrones de la biopelicula al anodo. Adicionalmente, se
ha trabajado en el aumento de la cinética de transferencia de electrones a través
de distintas maneras, como agregar mediadores de electrones, optimizar el
disefio de la celda y con el uso de materiales carbonosos como catalizadores en
el &nodo [19].

El fendbmeno electroquimico que ocurre en el bioanodo cuando las
bacterias tienen funciones electrocataliticas se conoce como electrocatalisis

microbiana, reduciendo la energia de activacion de las reacciones que se llevan



a cabo en el bioanodo o incrementando la velocidad de la reaccion, generando
asi un flujo de corriente (a un potencial dado) por la accion de las bacterias [19,
20].

Se ha encontrado que wuna estrategia para determinar los
microorganismos que contribuyen a la generacion de energia es identificar los
anodos en los que crecen selectivamente. Algunos ejemplos de esto son
Geobacteraceae, Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria, Rhizobiales o
Clostridia. Sin embargo, en algunos estudios ha habido fallas en el control de los
materiales utilizados en el anodo, ya que no hay transferencia de electrones
hacia el catodo. Estas fallas han sido originadas por la falta de biocompatibilidad
entre las bacterias empleadas y los materiales seleccionados como
catalizadores [21].

Bajo ciertas circunstancias, diversas biopeliculas llevan a cabo procesos
metabdlicos distintos a la transferencia de electrones a la superficie del anodo,
como la metanogénesis 0 la respiracion. Por lo tanto, cuando compuestos
organicos son utilizados como combustible, se esperaria que los
microorganismos fermentadores de estos sustratos formaran parte de la
comunidad microbiana del anodo. Sin embargo, se ha demostrado que estos
microorganismos pueden tener poca o nula capacidad para transferir electrones
al anodo, pero su metabolismo es clave para el funcionamiento de las CCMs
[21]. Ademas, debido a las condiciones de anaerobiosis en la camara anddica,
puede haber fermentacion, sin embargo, solo si los electrones se transfieren al
anodo puede haber generacion de electricidad [18]. Esto se puede lograr
utilizando catalizadores en el &nodo.

El metabolismo anaerobio produce una menor cantidad de biomasa
debido a la baja generacién de adenosin trifosfato (ATP). Se estima que el
rendimiento celular en los procesos de lodos activados es de alrededor de 0.4 a
0.8 g SSV g DBOs!, mientras que la respiraciéon anaerobia genera entre 0.035 y
0.13 g SSV g DBOs1 [22]

Las CCMs se han utilizado con una gran variedad de sustratos. Entre ellos
destacan los siguientes tipos de aguas residuales: domésticas, de
procesamiento de leche, de produccion de naranja, acido 7, amarillo de alizarina
y colorante azul reactivo 160, con contenido de p-fluoronitrobenceno, anilina,

bifenilos policlorados, cromo hexavalente, cloranfenicol y de estiércol de vacas y
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cerdos. También se han tratado residuos de hidrocarburos aromaticos
policiclicos en sedimentos que contienen hexaclorobenzeno, y lixiviados [23-26].

Las ARFs son uno de los tipos de aguas residuales mas dificiles de tratar.
Estas aguas son recalcitrantes, se caracterizan por tener una composicion
compleja, alta toxicidad y una alta DQO. Contienen una enorme variedad de
compuestos organicos e inorganicos, los mas importantes son aquellos que
tienen una baja biodegradabilidad o inhiben a los sistemas de tratamiento
convencionales. En CCMs, el tratamiento de estas aguas de desecho ha
generado una densidad de potencia de hasta 205.61 mW m-2 [27].

Se ha utilizado una amplia variedad de bacterias, desde cultivos puros
hasta mezclas de cepas. En algunos casos los indculos se extraen de lodos o
aguas residuales. Shewanella y Geobacter son las BEAs mas estudiadas [28].

E. coli ha sido utilizada en pruebas con distintos materiales en el anodo
(soportes y catalizadores) [29-31]. Sin embargo, en la mayoria de estas pruebas
se han utilizado medios sintéticos como sustrato. En estudios en los que se utilizé
alcohol de polivinilo (PVA) como agente aglutinante en el anodo, se generd una
densidad de potencia de 1631 mW m2, un valor 97% mas alto que el obtenido
empleando politetrafluoroetileno. Este aumento se atribuye al contenido de
grupos oxigenados en el PVA, los cuales aumentan el caracter hidrofilico de este
catalizador y por lo tanto su biocompatibilidad [32].

Se ha reportado que el uso de E. coli en CCMs en el tratamiento de agua
sintética con almidon de papa, empleando una malla de Pt-Ti como soporte
anddico, resultd en un 61% de remocion de DQO y la generacion de una
densidad de potencia maxima de 502 mwW m- [33].

Tao y colaboradores [34] propusieron el uso de una estructura polimérica
tridimensional porosa con nanofibras, sintetizada a partir de polipirrol, alcohol
polivinilico y polietileno de teraftalato en el anodo de una CCM, con E. coli como
bacteria formadora de biopelicula. Se utilizaron estos polimeros debido a sus
propiedades cataliticas, estabilidad y biocompatibilidad. La densidad de potencia
maxima obtenida fue de 2420 mW m-2. Se utiliz6 un medio mineral con glucosa
para desarrollar este experimento.

B. subtilis ha sido utilizada en agua con glicerol en bajas concentraciones,

utilizando tela de carbén como soporte anddico para la biopelicula del



microorganismo en el anodo. La densidad de potencia maxima obtenida fue de
600 mW m-2 [35].

lgualmente, en pruebas de degradacion de 2,4-diclorofenol se ha
empleado B. subtilis. La eficiencia de remocion de este compuesto alcanz6 el 60
%. Sin embargo, aunque la densidad de potencia maxima obtenida fue de 9.5
mW m2, se mostré que B. subtilis podria ser una alternativa en el tratamiento de
residuos peligrosos [36].

En el tratamiento de aguas residuales de granjas porcinas, se ha
reportado que la eficiencia de remocion de DQO fue de 44% y la densidad de
potencia maxima de 156 mW m2, empleando B. subtilis. Es necesario resaltar
qgque en muchos de los trabajos realizados con B. subtilis, se han utilizado
soluciones de glucosa como sustrato [37]. Por lo tanto, existen amplias
posibilidades de explorar la utilizacién de esta bacteria en aguas residuales.

El biodanodo es quizas el elemento mas importante en una CCM y es
frecuentemente el principal factor limitante para conseguir una mayor eficiencia
y generacion de corriente. Los materiales del anodo y su estructura pueden
influenciar la fijacion de la bacteria para formar la biopelicula, la oxidacion del
sustrato y la transferencia de electrones [38].

Los siguientes criterios se pueden tomar en cuenta para elegir los
catalizadores mas idoneos para el éanodo: alta superficie especifica;
mesoporosidad, alta conductividad eléctrica y térmica; estabilidad en ambientes
corrosivos, durabilidad y disponibilidad; bajo costo; y excelente biocompatibilidad
con el microorganismo [39].

En general, se han utilizado tres tipos de catalizadores para el desarrollo
de biodnodos: i) basados en carbono; ii) basados en metales; y iii) materiales
compuestos (carbono y metal). Los catalizadores basados en carbono son los
mas comunmente utilizados en sistemas bioenergéticos, debido a su buena
biocompatibilidad con diversos microorganismos y a su alta resistencia a la
corrosion. Sin embargo, su conductividad eléctrica relativamente baja, asi como
su baja resistencia mecanica, han limitado su aplicacion a gran escala [40].

De acuerdo con Santoro y colaboradores [41], los materiales a base de
carbono que han sido utilizados como soportes en CCMs son, de acuerdo a su
morfologia: tela, cerdas, barras, mallas, velo, papel, fieltro, grafito granulado,

carton carbonizado, placas de grafito y carbén vitreo reticulado.



La biomasa es la unica fuente de carbono neutral alternativa a los
derivados de petrdleo y a compuestos quimicos. Esto se debe a su amplia
disponibilidad y a la factibilidad econémica que representa su produccion. Los
procesos termoquimicos de pirdlisis y gasificacion son tecnologias promisorias
en la conversion de biomasa en combustibles renovables y materiales quimicos
[42].

En aplicaciones précticas, especialmente al considerar costos, es
interesante que algunas nanoestructuras de carb6n 3D pueden ser facilmente
obtenidas de fuentes naturales. Este tipo de carbones se puede obtener de tallos
de plantas, los cuales presentan macroporos ordenados e interconectados, con
un tamafo de entre 20 y 60 pum [43]. Un ejemplo es la carbonizacién directa de
cascaras de toronja, de la cual se obtiene un carbén macroporoso reticulado con
un tamafo de poro mayor a 100 um [43]. La evaluacién electroquimica muestra
gue ambos materiales alcanzan altas eficiencias de densidad de potenica (Pa)
en CCMs. Recientemente, un carbon 3D dopado con nitrdgeno elaborado con
polianulina y esponja de luffa mostr6é una densidad de potencia volumétrica de
alrededor 1090 mwW m [44].

Huggins y colaboradores [45] han desarrollado un biocarbon a partir de
madera, el cual se utiliz6 como catalizador en un anodo de una CCM. Se
determiné que este catalizador tiene una superficie especifica de 470 m2 gty
esta constituido por mesoporos de 29.4 A en promedio.

También se han evaluado biocarbones elaborados a partir de residuos
forestales. Estos catalizadores mostraron resultados satisfactorios en CCMs al
compararlos con carbones activados y grafito granulado, con la ventaja de
reducir costos [45].

En el afio 2015 [46], se reportd el uso de un biocarb6n a base de
excremento de pollos como bioestimulante en la remedicion de suelos
contaminados con cobre. Debido a su alta concentracion de nutrientes promueve
el crecimiento de microorganismos del sueloy, por lo tanto, la remocion de cobre.

De acuerdo con la composicion mostrada en la Tabla 1.1, la gallinaza
puede ser una buena fuente de heteroatomos como azufre y nitrégeno, los
cuales se ha demostrado que aumentan la biocompatibilidad en la formacion de
biopeliculas [47]. Contiene 4.98 % en peso (e.p.) de nitrégeno, por lo que resulta

una alternativa interesante en la sintesis de biocarbones autodopados.



Tabla 1.1. Andlisis quimico proximal de gallinaza en base seca [48].

Elemento Contenido
(e.p.)
Carbén 35.59
Hidrégeno 4.57
Nitrogeno 4.98
Azufre 1.45
Oxigeno 35.52
Cenizas 21.65

Por otro lado, Alonso-Lemus y colaboradores [49], llevaron a cabo la
sintesis de AB7 a partir de cuero curtido, el cual tiene la caracteristica de ser
autodopado con nitrégeno. Los materiales dopados con nitrégeno han mostrado
mejores caracteristicas de biocompatibilidad con diversos microorganismos [47].
Ademas, el AB7 tiene un area especifica superior a 2000 m? g y estructura
mesoporosa. Se ha utilizado como electrocatalizador para la reaccion de
reduccion de oxigeno, en donde se obtuvo una mayor densidad de corriente al
compararlo con Pt/C comercial.

Los carbones activados a partir de biomasa se recomiendan para su
aplicacion en CCMs, ya que pueden ayudar a reducir los problemas de
contaminacion, ademas contribuyen a una menor generacion de emisiones de
carbono [50]. Algunos materiales con potencial para ser utilizados en la sintesis
de carbones activados debido a su composicion quimica, estructura y
disponibilidad son: cascaras de trigo, maiz y huevo, asi como conchas de mar.

Muchas investigaciones se han enfocado a explorar la capacidad de estos
sistemas para tratar aguas residuales [51-56]. Sin embargo, se requiere mayor
investigacion para incrementar la potencia generada por las CCMs y avanzar en

su comercializacion a mediana o gran escala [57].

1.3 Principales retos en el disefio de CCMs

De acuerdo con Rosenbaum y Franks [58], en las CCMs la transferencia
de electrones representa uno de los principales retos, ya que la velocidad de
generacion de electrones esta regulada por el metabolismo natural de los

microorganismos, el cual tiene limites. Con excepcién de Shewanella oneidensis
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y Geobacter sulfurreducens, se conoce muy poco acerca del mecanismo de
transferencia de electrones de otras bacterias.

Otro aspecto por considerar es la reduccién de las pérdidas internas en
las CCMs, que incluyen: pérdidas 6hmicas, debidas a la resistencia eléctrica y
i0nica; sobrepotenciales de activacion, originados por las barreras de
transferencia electronica de las bacterias a los electrodos; sobrepotenciales de
concentracion, ocasionados por la resistencia a la transferencia de masa; y
pérdidas couldémbicas.

Kumar y colaboradores [59], proponen las siguientes consideraciones con
respecto a las modificaciones en el anodo en CCMs para mejorar su eficiencia:
i) producir CCMs mas verdes, utlizando materiales naturales como
catalizadores; ii) analizar la influencia de la composicion, textura y de las
propiedades superficiales de los soportes y catalizadores en la fijacion de
microorganismos; iii) desarrollar técnicas de modificacion de superficies como
electrodos de gel y actuadores para promover las cargas positivas; iv) desarrollar
catalizadores con un mayor numero de sitios activos. Ademas, mezclar
elementos quimicos podria aumentar la transferencia de electrones.

Sin embargo, aunque tienen ciertas limitaciones, la contribucion de las
CCMs estard en la disminucion de la energia consumida en el tratamiento de
aguas residuales comparado con otros procesos. A pesar de la falta de
entendimiento de los procesos bioldgicos que se llevan a cabo en las CCMs,
estos dispositivos tendran un rol importante en el tratamiento de aguas

residuales de manera sustentable [22].

1.4 Justificacion

El uso intensivo de combustibles fésiles en la vida diaria ha producido un
aumento constante en la emision de gases de efecto invernadero, lo cual afecta
la calidad de vida de todos los seres vivos, ya que modifica las condiciones
ambientales del planeta. La escasez de agua en algunas regiones del mundo es
preocupante, de igual forma lo es la falta de tratamiento de las aguas residuales.

Es necesario trabajar en el desarrollo y mejora de tecnologias que
promuevan la generacion de energia limpia. Las CCMs son una alternativa muy
atractiva, debido a su capacidad de generar energia y reducir contaminantes en

aguas residuales. Sin embargo, existen algunas limitantes para su desarrollo, la
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baja potencia en la generacion de energia y los costos de los electrodos son
algunos de los mas importantes.

Aunque en la actualidad el uso de las CCMs no es rentable ni escalable,
se estan haciendo esfuerzos para reducir costos, principalmente en los
materiales de los electrodos, ya que inicialmente se empleaban metales nobles,
elevando el costo en gran medida. El uso de materiales carbonosos ha permitido
reducir estos costos, sin embargo, no es suficiente, principalmente por la baja
densidad de potencia generada.

Por otra parte, existe una gran cantidad de desechos de biomasa con
propiedades que los hacen aprovechables como electrocatalizadores. El uso de
biocarbones no ha sido explorado totalmente, por o que se considera importante
el desarrollo biodnodos en los cuales se puedan utilizar biocarbones para
demostrar la versatilidad de estos materiales obtenidos a partir de residuos. Los
materiales dopados con nitrdgeno han demostrado buenas propiedades como
anodos en CCMs [44]. Los biocarbones que se utilizaran en este trabajo tienen
propiedades electrocataliticas, aunque nunca han sido evaluados en CCMs.
Ademas, la puesta en marcha de un sistema con bioanodos elaborados a base
de biomasa y dos cepas poco exploradas (B. subtilis y E. coli) en esta aplicacion,
representa una alternativa muy atractiva para su estudio, ya que de tener altos
desempefios se podrian reducir costos en la elaboracion de electrodos.

El trabajo que se desarrollara en el presente proyecto tiene como objetivo
la generacion de novedosos bioanodos que seran evaluados en una CCM. Se
busca elevar el desempefio de este sistema para la generacion de energia y la
reduccion de la DQO del agua residual que hara la funcion de sustrato. Para la
obtencién de biocarbones se utilizardn como materias primas desechos de cuero
de la industria del calzado y excremento de gallina, los cuales son materiales
muy abundantes y en la actualidad no son aprovechados al 100%, dandoles un
valor agregado. Por lo tanto, en este trabajo se pretenden abordar varios
problemas ambientales de interés, al reducir la cantidad de residuos
provenientes de biomasa y utilizarlos como bioanodos, generando energia y
reduciendo la carga de contaminantes del ARF. Ademas, de acuerdo con las
referencias revisadas, los materiales propuestos para esta investigacion no han

sido utilizados en celdas de combustible microbianas. Por lo tanto, al tomar en
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cuenta sus propiedades y la innovacion que representa, se considera factible su

uso.
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Capitulo 2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Evaluar las propiedades electroquimicas de bioanodos integrados por
catalizadores a base de carbono y cepas microbianas que han sido poco

exploradas para generar energia y tratar agua residual farmacéutica en CCMs.

2.2 Objetivos particulares

e Determinar la viabilidad del uso de biocarbones obtenidos a partir
de desechos de cuero (AB7) y gallinaza (CG1) para su aplicacion
como catalizadores en CCMs.

e Estudiar la biocompatibilidad de los catalizadores con dos cepas
gue han sido poco exploradas como son B. subtilis y E. coli.

e Evaluar la actividad bioelectroquimica de bioanodos para oxidar
materia organica de ARF en una CCM.

e Analizar la capacidad de los biodnodos para tratar el ARF en la

CCM y generar bioenergia.

14



Capitulo 3. Metodologia cientifica

3.1 Sintesis de biocarbones

3.1.1 AB7

Esta metodologia esta basada en la reportada por Alonso-Lemus y col.
[49]. El cuero (CUE) utilizado en este trabajo proviene de talleres de elaboracion
de calzado, el cual ya se tenia en el laboratorio y no tuvo ningun tratamiento
previo de acondicionamiento. Para iniciar, se limpio el cuero superficialmente con
etanol (Jalmek, 96 %) y se obtuvieron piezas de 6 x 3 mm, aproximadamente.
Las piezas se pirolizaron en atmosfera de N2 (Infra, 99.99 %) en un horno tubular
(Thermo Scientific, Thermolyne F1135), durante 90 min a 700 °C con una rampa
de calentamiento de 10 °C min. El carbén obtenido se mezclé con hojuelas de
KOH (Fermont, 87.5 %), en una relacion 2:1 e.p.; la mezcla se pulverizé en un
mortero de agata y se sometidé a un tratamiento térmico en atmosfera de N2 a
750 °C durante 90 min con una rampa de calentamiento de 8 °C min-. De este
modo se obtuvo un biocarbén activado que se pulverizé en un mortero de agata,
se lavé con una solucién de HCI (Sigma Aldrich, 37 %) 1 mol L hasta alcanzar
un pH igual a 7 y se lavl con agua desionizada. El biocarbon neutro se filtro y se
sec6 en un horno (Thermo Scientific, Heratherm OMS 100) a una temperatura
de 80 °C durante 12 h.

3.1.2 CG1

Inicialmente la gallinaza (GAL) estaba mezclada con suelo y otros
componentes, se seco y posteriormente se realizo la separacion manual de la
gallinaza, para la realizacidn de este trabajo ya se contaba con la mezcla desuelo
y gallinaza seca. Una vez separada la GAL se pulverizé en un mortero de agata
y se guard6 en un recipiente hermético en un lugar libre de humedad. Para la
sintesis de los biocarbones se piroliz6 GAL en el mismo horno tubular bajo
atmosfera de N2a 500 °C durante 90 min con una rampa de calentamiento de 5
°C min. El carb6n obtenido se pulverizé y se mezclé con ZnClz en polvo (Sigma
Aldrich, 98 %) en una relacion 1:3 e.p. A la mezcla se afiadio agua desionizada
para obtener una solucion en la que el ZnClz representara el 30 % e.p. con
respecto al agua. La mezcla se agité durante 4 h a 60 °C, el sélido impregnado

con ZnClz se filtré y se sometié a un proceso de secado a 110 °C durante 12 h.
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El biocarbon activado obtenido se pirolizé en atmdosfera de N2 a 900 °C durante
120 min, con una rampa de calentamiento de 5 °C min*. El carbén resultante se
lavé con una solucién de HCI 1 mol L hasta alcanzar un pH de 7, y se lavo con
agua desionizada. El biocarbon neutro se filtré y sec6 a 110 °C durante 12 h.

3.2 Funcionalizaciéon de biocarbones

Los biocarbones AB7 y CG1 se modificaron mediante un tratamiento de
funcionalizacion por microondas, con la finalidad de aumentar su
biocompatibilidad con los microorganismos empleados.

La funcionalizacion se realiz6 de la siguiente manera: 300 mg del
biocarbon se mezclaron con 30 mL de una solucion de metanol (Sigma Aldrich,
99.8%) 0.15 mol L, la solucién se dispersé en un bafio ultrasénico durante 30
min, para posteriormente ser agitada durante 1 h en placa magnética. La muestra
se sometid a tratamiento térmico bajo agitacion magnética y reflujo en un horno
de microondas domeéstico adaptado, aplicando pulsos de 25 s encendidoy 15 s
apagado durante 8 min. Al finalizar, el material se filtr6 en papel (Whatman, grado
42), se lavd con agua desionizada y se sec6 a 60 °C durante 12 h. La muestra
seca se calcin6 a 200 °C durante 30 min en una mufla (Thermo Scientific,
Thermolyne FD1535M). A estos materiales se les denominé AB7-f y CG1-f.

La sintesis y funcionalizacion de cada uno de los biocarbones se realizd
en varios lotes, los cuales se mezclaron y homogenizaron al finalizar cada uno

de los procesos para su posterior caracterizacion.

3.3 Caracterizacion fisicoquimica de los biocarbones

3.3.1 Analisis de morfologia por microscopia electronica de
barrido (MEB) y de composicién quimica elemental por

EDS
La morfologia de los biocarbones se estudi6 en un Microscopio
Electrénico de Barrido Philips XL 30 ESEM. Se realizé el andlisis elemental de
las muestras de CUE, GAL, AB7, AB7-F, CG1 y CG1-F en un espectrometro de
energia dispersiva de rayos X EDS acoplado al microscopio, el cual trabajo con
un voltaje de aceleracion de 20 kV. El analisis se realizo en cinco areas de cada

una de las muestras presentandose el promedio.
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3.3.2 Difraccion de rayos X de polvos
Para determinar la estructura cristalina de los biocarbones y de la materia
prima se utilizé un equipo Bruker Phase D2, utilizando un generador de CuKa
(A=1.54184 A) y un detector SSD 160. Los patrones de difraccion se obtuvieron

en un intervalo 26 de 10 a 90°.

3.3.3 Espectrometria Raman
Los biocarbones se analizaron por espectrometria Raman utilizando un
microscopio Raman Thermo Scientific DXR-RAMAN con una potencia de 0.3

mW, 5 s de exposicién y 50 escaneos de 200 a 3500 cm™2.

3.3.4 Analisis por FTIR
Para la determinacién de los grupos funcionales en las muestras GAL,
AB7, AB7-f, CG1l y CG1-f se empled un equipo Bruker Tensor Il con ATR, en un
intervalo de 4000 a 500 cm™ con una resolucién de 4 cm™.

3.3.5 Analisis textural
Se utilizé un equipo ASAP 2050 (Micrometrics, EUA) para determinar las
propiedades texturales de los catalizadores. Las muestras se activaron por 14 h
a 220 °C con una tasa de calentamiento de 3 °C mint. Se utilizé nitrégeno para

realizar las mediciones.

3.4 Obtencién de bioanodos

3.4.1 Preparacién de anodos (soporte con catalizador)

Se cortaron piezas del soporte (electrodo a difusién de gas, BASF) con
area geométrica de 1 x 2 cm. El area expuesta para el depésito de los
biocarbones (1 cm?) se delimitd con resina epdxica. En la parte posterior del
soporte se pegd un alambre de cobre con 99 % de pureza, empleando tinta de
plata, el cual sirvié de contacto eléctrico.

Los biocarbones (catalizadores) se depositaron sobre los soportes por
separado formando una capa catalitica. Para ello, se prepararon tintas cataliticas
con 5 mg de biocarbén (con y sin funcionalizar), 64 pL de Nafion® 117 en solucién
(Aldrich, 5 % e.p.) y 64 uL de 2-propanol (Sigma Aldrich, 99.5 %), las cuales
fueron sometidas a agitacién en un bafio de ultrasonido (Elma, EImasonic S30H)

durante 30 min.
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Los depdsitos de los biocarbones se realizaron por goteo utilizando una
micropipeta de 20 pL (Socorex, Acura 825), dejando secar la tinta entre cada
aplicacion para la formacion de la capa catalitica. La carga catalitica (5 mg cm2)
se aseguro pesando los soportes con la capa catalitica una vez secos y restando

el peso del Nafion®, el cual se determiné depositando 64 pL en un soporte.

3.4.2 Inoculacién de bacterias

B. subtilis se obtuvo de la Coleccion Nacional de Cepas Microbianas y
Cultivos Celulares del Cinvestav. La cepa de E. coli utilizada en este trabajo es
derivada de ATCC 25922™ vy fue producida por Microbiologics®.

En ambos casos, bajo condiciones estériles, se inocularon las cepas en
matraces Erlenmeyer que contenian medio Luria Bertani (LB, Tabla 3.1) y se
incubaron a 28 °C durante 5 dias. Posteriormente, por medio de la técnica de
siembra masiva se realizo la inoculacion de placas Petri con agar LB, las cuales
se incubaron a 35 °C durante 4 dias. Después del periodo de incubacion, se
almacenaron en refrigeracion a 4 °C. Las bacterias contenidas en las placas Petri

han sido utilizadas en este trabajo de investigacion.

Tabla 3.1. Composicién del medio LB.

Elemento Cantidad
Peptona de caseina 109
Extracto de levadura 549

Cloruro de sodio 10g
Agua 1000 mL

3.4.3 Crecimiento de biopeliculas
En dos matraces Erlenmeyer se prepararon 150 mL de caldo LB,
esterilizado a 121 °Cy 15 lb in?, durante 15 min, para su inocularlos por separado
con B. subtilis y E. coli. Enseguida, los medios de cultivo se incubaron durante 3
dias a 30 °C en una incubadora orbital (Vichi, INC-C), para ser almacenados.
Por separado, se inocularon B. subtilis y E. coli (previamente
almacenados en refrigeracion) en frascos de vidrio conteniendo 50 mL de caldo

LB esterilizado. Esto se llevd a cabo en atmosfera estéril.
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Los anodos se colocaron en los frascos sujetandolos con los alambres de
cobre en tapones de hule, de tal forma que al tapar los frascos quedaran
sumergidos en el caldo LB. Con el fin de promover condiciones de anaerobiosis,
se sellaron los tapones con Parafilm “M” (Bemis). Posteriormente se colocaron
en una incubadora orbital durante 6 dias a 30 °C, para el crecimiento de

biopeliculas y obtencion de bioanodos.

3.5 Evaluaciéon de actividad catalitica

3.5.1 Pruebas en media celda

Con el objetivo de impregnarlos, los anodos y bioanodos se colocaron en
frascos conteniendo ARF a temperatura ambiente por 18 h, a la cual se burbuje6
N2 durante 15 min para mantener las condiciones de anaerobiosis (Ver Seccion
3.4). La impregnacion tiene como fin que toda la superficie expuesta de los
electrodos quede saturada al iniciar las pruebas electroquimicas.

Enseguida, anodos y bioanodos se caracterizaron por voltamperometria
ciclica en un montaje de tres electrodos conectados a un bipotenciostato
(BioLogic SAS, VSP-300). Se utiliz6 como contraelectrodo un alambre de platino
y como electrodo de referencia un electrodo de Ag/AgCI (NaCl 3 mol L1). Por su
parte, como electrolito se utilizé ARF. Se emple6 una ventana de potencial con
respecto al electrodo Ag/AgCl (NaCl 3 mol L) entre -0.70 y 0.45 V. En este
documento, los resultados se presentan con respecto al electrodo reversible de
hidrogeno (RHE).

Durante la caracterizacion, primero se realizd la activacion de los
biocarbones contenidos en la capa catalitica al realizar 40 ciclos en una ventana
de potencial con respecto al electrodo Ag/AgCl entre -0.70 y 0.45 V, con una
velocidad de barrido (v) de 50 mV sl. Enseguida, se obtuvieron los
voltamperogramas ciclicos (VCs) de anodos y bioanodos en el mismo intervalo
de potencial, con v= 20 mV s*. Como comparaciéon, se obtuvieron VCs del
soporte solo, ademas de soportes con biopeliculas de B. subtilis y E. Coli (sin
biocarbones). Todas las pruebas se llevaron a cabo en atmdsfera de N2. En este
documento, los potenciales se presentan con respecto al electrodo reversible de
hidrégeno (RHE), convirtiendo el potencial del electrodo Ag/AgCl mediante la
ecuacion de Nernst (Ecuacion 3.1). Se utilizé el valor del pH del ARF, el potencial
del electrodo de referencia Ag/AgCI NaCl 3 mol L es de 0.209 V.

19



E = E° + 0.059 (pH) — Eag/agci

3.5.2 Pruebas en celda de combustible microbiana (CCM)
Se emple6 una CCM de doble camara (Figura 3.1), en la cual los
compartimientos estaban separados por una membrana. Como bioanodo se
utilizé el de mayor actividad catalitica en pruebas de media celda, el cual se
colocé en la camara anddica conteniendo un electrolito de 240 mL de ARF sin

diluir, bajo atmdésfera de N2. Previo a su caracterizacion, se sometio al proceso

Ecuacion 3.1

de impregnaciéon de 18 h, como ha sido descrito con anterioridad.

Bipotenciostato

Biopelicyla

>

-~
Sustrato /

Catodo

\

Camara anodica

Membrana de intercambio
anionico

Camara catadica

aar
na b

B EE
e |
T
B |
L wml
oEuE
0=

& A0 A a0 S

naﬁ'—\"‘k

..

=,

Thmpe a]

Figura 3.1. Esquema de la CCM empleada en los experimentos.

Por su parte, el catodo se preparé al depositar en un electrodo a difusion
de gas una capa catalitica, siguiendo el mismo procedimiento al descrito para la
obtencion de los anodos. Como catalizador se emple6 uno del tipo Pt/C

comercial (E-Tek, 20:80 relacion en peso metal:carbon). La carga de catalizador

-
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fue de 2 mg cm. El catodo fue introducido a la cAmara catédica conteniendo
240 mL de KOH con pH= 9.7, con burbujeo de Oo..

Como membrana se utilizé Nafion® 117 (DuPont), 5 x 5 cm de area
geométrica). Debido a que se trata de un polimero &cido, se sometié a un
tratamiento con el objetivo de activarla y volverla conductora de aniones como
sigue [60]: se coloco en H202 (10% v/v) a 60 °C por 1 h; se lavd con agua
desionizada a punto de ebullicion por 30 s; se introdujo en una solucién de H2SOa4
0.5 mol L'! a 85 °C durante 1 h; se lavé durante 5 min con agua a punto de
ebullicién; se coloc6 en una solucién de KOH 6 mol L a temperatura ambiente
durante 19 h; finalmente se lavo tres veces con agua desionizada a punto de
ebulliciébn y se almacend en un recipiente con agua desionizada a temperatura
ambiente hasta su uso.

Para la obtencion de las curvas de polarizacion, se conectaron las
terminales del bipotenciostato y una celda dummy a los electrodos de la CCM
(Figura 3.1). Primero se determinoé el voltaje de circuito abierto (VCA), es decir,
considerando una resistencia infinita (corriente 1=0). Posteriormente, se
determinaron los valores de voltaje de la celda (V) variando la resistencia R (10
kQ, 5 kQ, 1.21 kQ, 1 kQ y 10 Q) de la celda dummy. En cada medicién, se dejo
estabilizar el voltaje por 10 min antes de registrar su valor. Se obtuvieron curvas
de polarizacion al inicio, dia 1, dia 7 y dia 14.

En este documento se han presentado curvas de polarizacion V-
(densidad de corriente). Del mismo modo, se han elaborado curvas Pa (densidad
de potencia)-j. Ademas, se ha determinado la Pv (densidad de potencia
volumétrica). Para obtener los valores de j, Pa y Pv se utilizaron las ecuaciones
mostradas en la Tabla 3.2.

Para evaluar el comportamiento del bioanodo en pruebas de larga duracién, la
CCM se polarizo aplicando una Rex= 10 kQ, durante 14 dias. Este valor se
obtuvo al graficar las curvas Pa-j y V-j: teniendo como base el maximo de
densidad de potencia se determiné la densidad de corriente en ese punto, para
establecer el voltaje correspondiente y enseguida la resistencia. En esta prueba,
el voltaje se monitored cada 5 s con ayuda del bipotenciostato (Figura 3.1).

Ademas, se obtuvieron curvas V-jen los dias 1, 7y 14.

21



Tabla 3.2. Ecuaciones empleadas para obtener distintos parametros en la CCM.

Ecuacion Parametro Formula Unidades
3.2 Densidad de . _ (V)(1000) mA m
corriente (j) I = R (A
3.3 Densidad de _ ("H(MH(1000) mwW m-
potencia (Pa) a= A)
3.4 Densidad de WD (1 x 109) mwW m-3
potencia 7= (vop)
volumétrica (Pv)
donde:
V: voltaje (V). vop: volumen de ARF en la CCM (mL).
A: area geométrica del bioanodo (m?). |: corriente (A).

Rext: resistencia externa (Q).

3.5.3 Aguaresidual farmacéutica (ARF)

El ARF fue proporcionada por una empresa del ramo. Las muestras se
colectaron en la planta de tratamiento de aguas residuales en recipientes de
polietileno de 1 L, se colocaron en una hielera que contenia geles refrigerantes
para disminuir la temperatura de las muestras y evitar reacciones no deseadas.
Al llegar a las instalaciones del Cinvestav se determiné el pH y la conductividad.
Las muestras se almacenaron en un congelador a -18 °C para conservarlas.

El analisis del ARF se realiz6 utilizando la metodologia sefialada en la
Tabla 3.3. Cabe aclarar que debido a que el volumen de operacién de CCM en
la prueba de larga duracién fue de 240 mL, no se pudo cumplir con los volumenes
minimos requeridos por las normas utilizadas. Los andlisis se realizaron en el

Centro de Innovacion Aplicada en Tecnologias Competitivas (CIATEC).

Tabla 3.3. Parametros analizados en ARF.

Parametro Método de referencia
pH NMX-AA-008-SCFI-2016
Conductividad NMX-AA-093-SCFI-2000

Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) NMX-AA-030/2-SCFI-2011

Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) NMX-AA-028-SCFI 2001
Nitrégeno de nitratos (N-NOg) NMX-AA-079-SCFI-2001
Fosforo total NMX-AA-029-SCFI 2001
lon sulfato (SO%4) NMX-AA-074-SCFI 2014
Alcalinidad total NMX-AA-036-SCFI-2001
Cloruros NMX-AA-073-SCFI-2001
Solidos Disueltos Totales (SDT) NMX-AA-034-SCFI-2015
Sdélidos Suspendidos Totales (SST) NMX-AA-034-SCFI-2015
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Capitulo 4. Resultados y discusion

4.1 Rendimientos de sintesis

En la Tabla 4.1 se presenta la cantidad de cada uno de los biocarbones
que se obtuvo de los procesos de sintesis y funcionalizacion, asi como el
rendimiento que se obtuvo partiendo de la materia prima seca.

Debido a que el rendimiento de la sintesis de biocarbones depende de la
naturaleza de la materia prima, del tipo de proceso de sintesis, asi como de las
condiciones del mismo, se ha evaluado que en la produccion de biocarbones por
medio de pirdlisis lenta se obtienen rendimientos de entre 35 — 50 % [61]. Sin
embargo, este valor no toma en cuenta los procesos de activacion. Se ha
reportado [62] que para los biocarbones activados con KOH (AB7 y AB7-f) la
obtencion de rendimientos entre 10 y 40% es normal debido a la generacion de
porosidad y en el caso de los activados con ZnClz (CG1 y CG1-f) los rendimientos
son mayores. Por lo que se puede decir que los rendimientos obtenidos en este

trabajo se encuentran dentro de los valores esperados.

Tabla 4.1. Producto y rendimiento de las sintesis efectuadas.

Biocarbdn Cantidad (g) Rendimiento (%)
AB7 5.68 19.6
AB7-f 3.05 18.1
CG1 12.5 47.6
CG1-f 2.77 40.0

4.2 Propiedades fisicoquimicas de catalizadores

Analisis de composicion quimica

Los resultados del analisis elemental por EDS de las materias primas
(CUE, GAL) y de los biocarbones (AB7, AB7-f, CG1, CG1-f) se muestran en la
Tabla 4.1. CUE tiene un contenido de C (76.25 % e.p.) menor que AB7 y AB7-f.
Igualmente, tiene una mayor concentraciéon de O que los catalizadores. Esto
puede deberse principalmente a las reacciones que se efectian durante los
procesos de precarbonizacion y activacion, en los cuales se libera agua, CO,

CO2y Hz2[61]. CUE también tiene trazas de otros elementos.
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Para AB7 y AB7-f el contenido de carbono es mayor al 90 % e.p. AB7
presenta trazas de Siy K, lo que puede deberse a la activacion con KOH, donde
se producen reacciones de gasificacion. Ademas, la interaccion entre el carbono
y el KOH genera atomos metélicos de potasio, los cuales pudieron intercalarse
en la estructura carbonosa [63]. En el caso de AB7-f no se detect6 Sini K, lo que
puede atribuirse al tratamiento térmico por microondas durante el proceso de
funcionalizacién, en el que se eleva la temperatura de la mezcla por encima de
los 95°C. Los elementos en la estructura carbonosa pudieron liberarse o

solubilizarse durante el lavado de la muestra en el proceso de filtracion.

Tabla 4.2. Composicion elemental de materias primas y biocarbones por EDS.

Material

CUE
AB7
AB7-f
GAL
CG1

CG1-f

Elemento
C O Si N S P K Na Ca Mg Al Fe Ti Cl
(Y%e.p.)
76.25 18.40 0.13 - 3.57 - - 0.82 043 0.40 - - - -
89.52 7.47 0.13 2.42 0.16 - 0.13 - - 0.17 - - - -
89.88 7.58 - 233 0.07 - - - - 0.14 - - - -
51.16 27.28 8.41 3.33 0.22 0.86 2.79 0.89 0.81 0.28 1.77 1.13 - 1.07
57.37 1844 1351 170 0.03 044 19 084 057 029 298 139 035 0.12
58.94 1846 12.72 1.65 0.06 0.46 1.84 0.71 0.56 0.25 2.82 1.14 0.30 0.07

Por su parte, GAL esta compuesta de 13 elementos. De acuerdo con el
analisis quimico proximal de la gallinaza (Tabla 4.2), el carbono y el oxigeno son
los elementos predominantes en su composicion, lo que se confirma en los
resultados de la Tabla 4.2. Al igual que en el caso de CUE, tiene un contenido
de C menor (51.16 % e.p.) y uno de oxigeno mayor, que los biocarbones CG1y
CG1-f. Cabe resaltar que los biocarbones tienen los mismos elementos en su
composicién con excepcion de Ti, siendo el carbono el principal (del orden de 58
% e.p.). Por su parte, la concentracion de Si en los biocarbones CG1 y CG1-f,
es de 1351 y 12.72 (% e.p.), respectivamente. Este elemento también se
encuentra en GAL, lo que puede deberse a la alimentacion de las gallinas, al
lugar en donde comen (suelo) o a que en algunas granjas avicolas se utilizan
acaricidas que contienen SiO2 [64], los cuales se mezclan con las heces de las

gallinas. La solubilidad de Si se modifica por factores como pH, naturaleza del
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elemento, estructura del biocarb6n, asi como por la temperatura. A altas
temperaturas disminuye su solubilidad, por lo que se mantiene estable en la
mezcla y permanece en los componentes del biocarbén [65].

Se ha determinado que la presencia de los heteroatomos S y N en
carbones activados modifica sus propiedades electronicas, lo que puede
incrementar su biocompatibilidad [47]. Los resultados en la Tabla 7.1 indican que
los biocarbones contienen S y N en pequefas cantidades, lo cual podria generar
una redistribucion de cargas eléctricas para aplicaciéon en CCMs. La disminucion
del contenido de heteroatomos en la sintesis de biocarbones (con respecto a
CUE y GAL) puede deberse a su volatilizacion durante la etapa de
precarbonizacion [61].

En la Figura 4.1, se observan los mapeos elementales de AB7 y AB7-f.
En este caso se aprecia una distribucion homogénea de los elementos
analizados (C, O, Si, Sy Mg). Lo cual indica que los elementos analizados estan

distribuidos uniformemente en todo el material carbonoso.

Figura 4.1. Mapeos elementales de AB7 y AB7-f.

En la Figura 4.2 se observan los mapeos de algunos elementos (C, O, Si,

S, P, Al, Ca, Mg y K) que contienen los biocarbones CG1 y CG1-f, en ellos se
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muestra el contenido quimico de las particulas. Elementos como O, Si, S, Al, Mg
y K se observan distribuidos homogéneamente en toda la muestra. Por otro lado,
C, P y Ca se aprecian distribuidos en areas especificas. Esta distribucién se
puede asociar con el tipo de compuestos presentes en las particulas analizadas.
Si bien el carbono es el elemento con mayor concentracion en estos
biocarbones, al realizar los mapeos elementales se observa distribuido

solamente en determinadas particulas. Por lo tanto, la distribucién elemental no

esta completamente relacionada con la concentracion.

Figura 4.2. Mapeos elementales de CG1y CG1-.

Difracciéon de rayos X (DRX)
Los patrones de DRX de AB7 y AB7-f en la Figura 4.3, indican que tienen
una estructura amorfa, ya que las reflexiones cristalinas del grafito que han sido

identificadas a 26=26.6° y 26=44.6° en el difractograma, coinciden con sefales
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obtenidas que presentan una baja definicion (muy anchas), lo que indica una
baja grafitizacion de estos biocarbones y por lo tanto una estructura amorfa [66,
67], esto coincide con lo reportado para este material [68].

No se aprecia una diferencia notable en los patrones de DRX de AB7 y
AB7-f, esto sugiere que el proceso de funcionalizacion no afecta su estructura.

No se obtuvo el patrén del cuero (CUE).

Grafito PDF 99-0057

(002) (101)

ABT7-f
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Figura 4.3. Patrones de DRX de AB7 y AB7-f.

Por otra parte, los patrones de DRX de los catalizadores CG1 y CG1-f se
presentan en la Figura 4.4. Estos patrones evidencian la presencia de varios
compuestos con estructura cristalina como cuarzo (COD 96-900-9687), sanidina
(00-010-0353), calcita (COD 96-900-6553) y berlinita (COD 96-900-1299). Estos
compuestos se encuentran presentes desde la materia prima (patron de DRX de
GAL), lo que indica que a pesar de la gallinaza fue sometida a un proceso de
pirdlisis y activaciéon a 900 °C en atmésfera de N2, estos compuestos no fueron
removidos ni sufrieron transformacion en sus fases. Por otro lado, se observa
que hay una disminucién en la intensidad de algunos picos identificados como
sanidina, esto puede deberse principalmente a la heterogenicidad de la materia
prima, ya que dicho material no se ve afectado por la temperatura de pirélisis ni

es soluble en acido clorhidrico.
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Aunque estos catalizadores poseen una gran cantidad de carbono, se
considera que la sefal relacionada con el carbono grafitico a 26= 26.6° puede
estar solapada con las del cuarzo, debido a que este compuesto es mas
cristalino. M&s aun, el ensanchamiento en la base de la region localizada entre
25° —30° 20, se puede atribuir a la presencia de carbono amorfo en la estructura

de los biocarbones.
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B o0 00120 @ Sanidina (KAISi,Oy)

@ Berlinita (AIPO,)
Calcita (Cay g7,Mg, 12,CO;)

o0 ¢ 0 A CG1

Frougey

—*_AAUW P -ACG1 'f

Intensidad (u. a.)

I ! I I ! I ! I ' I

10 20 30 40 50 60 70 80 90
20 (grados)

Figura 4.4. Patrones de DRX de: GAL, CG1y CG1-.

En este caso se confirma la presencia de los compuestos cristalinos antes
mencionados en CG1 y CG1-f a través de los mapeos elementales (Figura 4.2),
ya que las combinaciones de los elementos involucrados en esos compuestos

(Si, O, K, Al, P, Ca y Mg) coinciden con su composicion quimica

Espectroscopia Raman

En la Figura 4.5 se observan los espectros Raman de los biocarbones

sintetizados, en los cuales se identifican la banda D (1325 cm?) relacionada con
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la presencia de defectos o impurezas sp?® en la estructura del carbén, mientras
que la banda G (1600 cm™) se ha relacionado con una mayor organizacién, es
decir con estructuras sp? con menos defectos y dobles enlaces [69] [70].

En todos los casos la banda D es mas intensa que la banda G, con una
relacion de intensidad de ambas bandas (Io/lc) se obtuvieron valores cercanos a
1.40, lo que indica que se trata de estructuras con un mayor grado de desorden.
Este resultado se relaciona con los patrones de las Figs. 4.3y 4.4, en las cuales
se aprecian sefiales de carbono amorfo. Sin embargo, se ha observado que en
biocarbones activados la banda G puede estar mas asociada con la presencia
de compuestos policiclicos aromaticos en su estructura que a estructuras
grafiticas [71] [72] [73]. Esto es acorde con la naturaleza de estos catalizadores,
ya que contienen una gran cantidad de compuestos organicos.

Por otro lado, los cambios en la relacion Io/lc de los biocarbones
funcionalizados con respecto a los no funcionalizado es muy ligero, por lo que
podria considerarse que son similares [74] [75]. Sin embargo, el incremento en
la relacion Io/lc en AB7-f con respecto a AB7 puede deberse al tratamiento
térmico al que fue sometido durante la funcionalizacién, lo cual pudo generar

mas desorden en la estructura de este biocarbén [70].
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Figura 4.5. Espectros Raman de los biocarbones AB7, AB7-
f, CGly CG1-.
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Espectrometria de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

En la Figura 4.6 se muestran los espectros de transmision de GAL y los
catalizadores. Es relevante sefalar que la alimentacion de las gallinas incluye
granos y cereales, los cuales contienen una alta cantidad de carbohidratos [76],
entre ellos la celulosa, la hemicelulosa y la lignina. Por lo tanto, la mayoria de las
sefales de IR de GAL se pueden deber a la transformacion parcial de estos
componentes en los procesos digestivos de las gallinas, ya que las bandas
identificadas coinciden con lo reportado por Keiluweit y col. [77] para materiales
biomasicos que contienen lignina, hemicelulosa y celulosa. Las bandas se
identifican en la Tabla 4.3, donde la sefial a 1030 cm™ indica la presencia de

carbono lignocelulésico.
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Figura 4.6. Espectros de FTIR de GAL y biocarbones.

En los espectros de CG1 y CG1-f se observan sefales atribuidas a
enlaces C-O (alrededor de 1030 cm™?), C-H de compuestos aromaticos
(alrededor de 770 cm™), vibraciones de C-H y O-H (1230 cm), enlaces O-H
fendlicos (1370 cm™), enlaces C-H (2920 cm™) y una banda relacionada con

enlaces O-H (3100 — 3500 cm™). Igualmente, emerge una banda entre 890 y
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1170 cm?, la cual se puede atribuir a presencia de componentes inorganicos
como sulfatos y silicatos, asi como a enlaces P-O debido a la presencia de
fésforo en estas muestras (Tabla 4.2 y presencia de AIPOa4, SiO2 y KAISi3Os en
la Figura 4.4). Al comparar los espectros de CG1 y CG1-f con el de GAL se
puede observar que la mayoria de las especies identificadas en esta ultima no
se encuentran presentes en los biocarbones. Lo que indica que estas especies
se volatilizaron en los tratamientos de carbonizacion y activaciéon al incrementar
la temperatura de sintesis de los biocarbones (900 °C). Se ha reportado que a
temperaturas superiores a 500 °C se descomponen los componentes
relacionados con agua, sustituyentes oxigenados y carbonos alifaticos,

manteniéndose las vibraciones de los enlaces C-H (750 — 885 cm™) [77].

Tabla 4.3. Vibraciones IR presentes en los materiales analizado.

Numero de Vibracién Funcionalidad Referencia

onda (cm™) caracteristica

3200 - 3500 O-H Extension del enlace O-H [77]
Extension del enlace C-H

2885 — 2935 C-H 2935 — asimétrico [77]

2885 — simétrico
Extension del enlace C=0 de
amidas
Flexién en el plano de O-H fendlico, [77]
ligado a material lignocelulésico.
Extension de C-H y deformacion de [78]
OH de COOH
Derivados acidos, alifaticos C-O-C y
O-H de grupos funcionales
1030 C-0O oxigenados de celulosa, [77]
hemicelulosa y grupos metoxi de
ligninas.
Componentes inorganicos como
970 - 1200 - sulfatos y silicatos (incrementan [78]
intensidad de bandas)
Extension simétrica y asimétrica de
de PO y P(OH); en fosfatos.
Deformacion fuera del plano de C-H
aromatico

1645 - 1653 Cc=0 [77]
1370 O-H (fenol)

1230 C-Hy O-H

950 -1100 P-O [78]

750 — 885 C-H [77]

Por su parte, en el caso de AB7 y AB7-f no se identificaron grupos
funcionales. Esto puede deberse a que los materiales carbonosos son
absorbedores intrinsecos, por lo que pueden ser necesarias otras herramientas
y técnicas de analisis (espectroscopia de reflectancia difusa o espectroscopia de
fotoelectrones de rayos X) [71]. Cabe sefalar que estos biocarbones contienen
alrededor de 90% de C (Tabla 4.2).
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En todas las muestras se identificé una banda atribuible a CO2, esta banda
se origino debido a la alta sensibilidad del equipo al CO:2 presente en el lugar de
medicion.

Microscopia electronica de barrido (MEB)

En las Figuras 4.7 a) y b), se presentan micrografias de CUE obtenidas
por MEB previo a ser sometido a los tratamientos de carbonizacion y activacion.
De acuerdo con observaciones realizadas por otros autores [79], se infiere que
lo observado es un material compuesto principalmente por fibras de colageno
de aproximadamente 50 nm de didmetro, lo cual es de esperarse ya que la piel
de vacuno tiene un alto contenido de esta proteina.

Mientras tanto, en las Figuras 4.7 c) y d), se muestran micrografias de
MEB del catalizador AB7.Con una morfologia de particulas porosas de superficie
rugosa y forma irregular en su mayoria superiores a 100 um. En las Figuras 4.7
e) y f) se muestran imagenes del biocarbon AB7-f. Se observa que el tratamiento
de funcionalizacién por microondas tuvo efecto reduciendo el tamafio de
particula a menos de 100 um. Sin embargo, contindan teniendo una morfologia
irregular, porosa y de superficie rugosa.

La diferencia en morfologia y porosidad entre CUE y los biocarbones se
atribuye al tratamiento térmico y a la activacion con KOH. Durante esta ultima,
ocurren reacciones que producen gases COx, los que al liberarse provocan la
porosidad observada en AB7 y en menor medida en AB7-f [71].

En las micrografias de las Figuras 4.8 a) y b), se observa la morfologia de
GAL, la cual es altamente heterogénea. Se pueden ver elementos que parecen
ser fibras y otros componentes de forma irregular. Debido a la variedad en la
alimentacion de las gallinas este tipo de fuente de biomasa es muy heterogénea.

Las micrografias de las Figuras 4.8 c) y d) corresponden a CG1, el cual
presenta una morfologia heterogénea compuesta por particulas de tamafios y
formas irregulares (ej. barras, laminas y particulas semiesféricas). Por su parte,
las imagenes de MEB del catalizador CG1-f se muestran en las Figuras 4.8 e) y
f). Se observa una morfologia heterogénea, con particulas de forma irregular, de
menor tamafio con respecto a CG1. En general, la morfologia de CG1 y CG1-f
sugiere que su porosidad es menor que la de AB7 y AB7-f.

Cabe comentar que, Si es un elemento presente en GAL, CG1 y CG1-f

(Figura 4.4 y Tabla 4.2), por lo que algunas de las particulas observadas podrian
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corresponder a estructuras de cuarzo, esto se puede identificar claramente en

los mapeos elementales realizados (Figura 4.2).
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Adsorcién/desorcion de N2

En la Figura 4.9 se presentan las isotermas de adsorcién/desorcion de los
4 catalizadores. De acuerdo con la clasificacion de la IUPAC [80], las isotermas
de adsorcion de los catalizadores AB7 (Fig. 4.9 a)) y AB7-f (Fig. 4.9 b)) son de
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tipo 1V(a), que se generan cuando existen poros con un tamafo superior a 4 nm,
lo cual indica que la adsorcion tiene lugar en la mesoporosidad. Ambas isotermas
presentan histéresis, fendbmeno que ocurre cuando el mecanismo de llenado de
los poros por condensacién capilar difiere del vaciado de los mismos, es decir,
las isotermas de adsorcidn y desorcion son no colineares [71]. Estas isotermas
tienen un ciclo de histéresis H4, indicando el llenado de microporos. Este tipo de

ciclos son comunes en carbones micro-mesoporosos.

a) b)
700
O~ —0—0—g 5
] “G‘_OCQ;Q_._QQO__O.,_.
= 600 - ™ 6004 e e,
o = ,70
© (2] J
E £ ¥ 4
O 7
- < 5006
T T o
] a
o 5 400
(2 @
T o
. 300 | ®
= = 300 -
—e—AB7 —o— AB7f
200
T T T T T T T T T T 200 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1.0 0.0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Presion relativa (P/P,) Presién relativa (PIPo)
c) d)
60 - 60
55 1 CG1 55 —m— CG1f
— 50] — 50
2 45 2 45
E 40 5 40
o 351 o 354
=] 1 S 4
o 25_, o 257_ jm|
4 20 3 20
15 N 15 p-o .
= j 197 o _geos”
10 =z 101 D/—D-DD’—DT,E:EE~I~I"/.
5] 5}'—’ -u-u-m-a-a-
1 0

04

LN B I S S R R UL I S R
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1

Presion relativa (P/P)

.0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1.0

Presién relativa (P/P;)

Figura 4.9. Isotermas de adsorcidn/desorcion de: a) AB7, b) AB7-f, ¢) CG1y d) CG1-f.

Por otra parte, en las Figuras 4.9 c) y d) se presentan las isotermas de
adsorcién/desorcion de CG1 y CG1-f. De acuerdo con la clasificacion de la
IUPAC [80], las isotermas de estos catalizadores son de tipo I, ya que presentan
puntos de inflexion en la regiones P/Po > 0.1 y de P/Po > 0.9 [71]. Tal
comportamiento es caracteristico de adsorcion en microporos y poros abiertos

con formacion de multicapa, también pueden describir la adsorcion en
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microporos. CG1l y CG1-f son catalizadores de morfologia altamente
heterogénea las cuales podrian ser poros abiertos 0 con microporos.

CGL1 presenta un ciclo de histéresis de tipo H5, el cual esta relacionado
con mesoporos abiertos y parcialmente bloqueados [80]. En el caso de CG1-f el
ciclo de histéresis esta abierto, a bajas relaciones de P/Po, lo que se atribuye con
un cambio en el volumen del adsorbente, es decir, algunas moléculas del
adsorbato pueden estar atrapadas en los poros o puede existir el fenémeno de
quimisorcion [81]. Las diferencias entre CG1 y CG1-f podrian atribuirse a la
funcionalizacion realizada, aunque se requeririan hacer mas estudios para
confirmarlo.

En la Tabla 4.4 se presentan los valores de area especifica (Seer), asi
como el tamafio de poro determinado por el método de Barret-Joyner-Halenda
(BJH) de los catalizadores. AB7 y AB7-f tienen Sger de 1984.2 y 1890.5 m? g,
respectivamente. Este valor puede relacionarse con el contenido de C (cercano
a 90% e.p., Tabla 4.2) de estos biocarbones. Por su parte, el tamafio de poro es
de 4.4 y 55 nm para AB7 y AB7-f, respectivamente, por lo que pueden
clasificarse como carbones mesoporosos. Estos resultados coinciden con los
reportados por Alonso-Lemus y col [68] para biocarbones obtenidos de CUE.

Cuando la activacion se realiza con KOH como lo es el caso de AB7 y
AB7-f, existe una mayor tendencia a formar microporos con respecto a los
carbones activados con ZnClz [62], el carbon obtenido experimenta una
reduccion del tamafio de particula debido a las reacciones de oxidacion y
gasificacion producidas por este compuesto, generando COx, lo cual genera
porosidad [71].

Mientras tanto, CG1 y CG1-f tienen valor de Seer significativamente
menores (Tabla 4.4). De acuerdo con el analisis de composicion elemental
(Tabla 4.2), CG1y CG1-f tiene alrededor de 60% e.p. de C, ademas de una gran
cantidad de otros elementos. Estas caracteristicas pudieron haber tenido un
efecto en el Sger, asi como en el tamafio de poro (Tabla 4.4). Los valores de Sget
de CG1 y CG1-f son bajos al compararse con los 50.9 m? g [78] determinados
para un biocarbon obtenido sin agente activante. Mas aun, para otros carbones
activados elaborados a partir de gallinaza se han reportado valores de Seer de
334.7 m? g? [82] y 486 m? g [83]. Por lo tanto, independientemente del

procedimiento utilizado para la sintesis de biocarbones, el area especifica de
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CG1ly CG1-fes baja. Esto se puede atribuir a un bajo efecto del agente activante
en la sintesis del catalizador.

Por otro lado, el tamafio de poro determinado para AB7, AB7-f, CG1 y
CG1-f indica que se trata de carbones mesoporosos, de acuerdo con la

clasificacion de la IUPAC (2 — 50 nm para este tipo de estructuras) [84]

Tabla 4.4. Propiedades texturales de AB7, AB7-f, CG1y CG1-f.

) SeeT Tamarfo de poro
Catalizador
(m?g™) (nm)
AB7 1984.2 4.4
AB7-f 1890.5 5.5
CG1 211 12.6
CG1f 22.4 20.2

4.3 Analisis de morfologia de anodos y bioanodos

En la Figura 4.10 se observan dos imagenes del soporte sin catalizador ni
biopelicula: a) Electrodo a difusidén de gas y b) micrografia de MEB a 5000x. La
morfologia es rugosa, debido a que se trata de una tela de carbdn con una capa
de difusién de politetrafluoroetileno (PTFE) que recubre las fibras de la tela de

carbon.

a)

Figura 4.10. Imagenes del soporte sin catalizador, a) Electrodo a difusién de gas; b) Micrografia
de MEB a 5000x.

En la Figura 4.11 se observan micrografias de MEB de los anodos
conteniendo capa catalitica de los biocarbones AB7, AB7-f, CG1 y CG1-f. Se
pueden apreciar las diferencias morfoldgicas con respecto al soporte (Figura

4.10 b)), ya que en todos los casos la superficie del soporte ha sido recubierta
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completamente por cada uno de los catalizadores. Lo anterior basado en que la
morfologia de los anodos coincide con la morfologia de sus respectivos
catalizadores (Figuras 4.7 y 4.8) sin encontrar zonas en donde se aprecie el
soporte. Esto indica que por el método de deposicidon de catalizadores por medio

de goteo se obtienen anodos con un buen recubrimiento.
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En la Figura 4.12 se muestran las micrografias de los bioanodos con los
catalizadores a-b) AB7 y c-d) AB7-f con biopelicula de E. coli. En las imagenes
a) y ¢) se puede apreciar la morfologia con forma irregular de los catalizadores
depositados en los soportes. Al compararlos con los anodos de la Figura 4.11 se
puede ver que los bioanodos tienen una textura suavizada, aparentemente
debida a un recubrimiento por polisacaridos excretados por las bacterias, ya que
el crecimiento de biopelicula puede incluir la formacion y excrecion de

polisacaridos por las bacterias [85].
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Figura 4.12. Micrografias de MEB de bioanodos conteniendo: a) y b) AB7 + E. coli; ¢)
y d) AB7-f + E. coli.

Las micrografias de las Figuras 4.12 b) y d) muestran zonas ampliadas de
los bioanodos (Figura 4.12 a) y c)), en las cuales se observan conjuntos de
bacterias en la superficie del catalizador. Tales bacterias tienen una forma cuasi-
esférica, 1o que puede indicar que se encuentran en una etapa temprana de
desarrollo, ya que la morfologia caracteristica de E. coli es la de bacilos (de
menor tamafo que los de B. subtilis). A pesar de la presencia de estas bacterias,
no se ha podido establecer el crecimiento homogéneo de biopelicula en toda la
superficie de la capa catalitica, asi como tampoco su espesor. Debido a ello, no
ha sido posible determinar un mecanismo de crecimiento de E. coli sobre los

biocarbones AB7.
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En la Figura 4.13 se observan las micrografias de bioanodos conteniendo
capa catalitica de a-b) AB7-f, c-d) CG1, e-f) CG1-f con biopelicula de B. subtilis.
La morfologia es mas suave con relacién a los 4nodos (Figura 4.11), lo que
puede atribuirse a los polisacéaridos excretados durante la formacion de
biopelicula (similar a la Figura 4.12) [85]. Sin embargo, con B. subtilis se observa
un mayor desarrollo de la biopelicula. En las micrografias b, d y f) se pueden
observar bacilos alargados caracteristicos de B. subtilis en la superficie de los
catalizadores. Al utilizar el biocarbon CG1-f como catalizador se tiene una
superficie colonizada casi en su totalidad, con una matriz de bacilos, lo que

demuestra la formacion de una biopelicula (Figura 4.13 f).
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Figura 4.13. Micrografias de MEB de biodnodos conteniendo: a) y b) AB7-f + B.
subtilis; c) y d) CG1 + B. subtilis; e) y f) CG1-f + B. subtilis.
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La morfologia observada en las micrografias de las Figuras 4.12 y 4.13
sugiere un mayor crecimiento de biopelicula de B. subtilis sobre los biocarbones
comparada con E. coli. Este crecimiento aparentemente es mas notable sobre
CG1lyCGl1-f, lo que puede deberse en parte a las caracteristicas de composicion
quimica y texturales de estos ultimos. Sin embargo, adicionalmente al analisis
morfologico, debe evaluarse la actividad electroquimica de los bioanodos para

determinar su posible aplicaciéon en CCMs.

4 4 Caracterizacion de actividad catalitica en media celda

En la Figura 4.14, se muestran los VCs de: soporte (S, electrodo sin capa
catalitica ni biopelicula), soporte con biopelicula de E. coli (S + E. coli), y soporte
con biopelicula de B. subtilis (S + B. subtilis). El electrolito es agua residual
farmacéutica (ARF) saturada con N2. En general, el comportamiento
electroquimico de los soportes sin y con biopelicula es muy similar. No se
observa ningun par redox que indique actividad electroquimica con la materia
organica presente en el electrolito de agua residual farmaceéutica (ARF). En el
barrido negativo emerge un pico ancho de densidad de corriente (j) cerca de 0.45
V/RHE, el cual incrementa ligeramente su intensidad en presencia de B. subtilis.
La forma de los CVs se atribuye a las caracteristicas del soporte en ARF. Estos
resultados indican la necesidad de utilizar catalizadores para promover la

generacion de pares redox, es decir la generacion de energia de ARF.
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Figura 4.14. VCs de: soporte (S) sin capa catalitica ni bacterias, soporte sin capa
catalitica con biopelicula de B. subtilis, y soporte sin capa catalitica con biopelicula de
E. coli. Electrolito: ARF con atmosfera de Np; v=20 mV s,
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En la Figura 4.15 se observan los VCs de: i) anodos conteniendo S + capa
catalitica de biocarbones sin biopelicula; ii) bioanodos, que incluyen S + capa
catalitica de biocarbones, con biopeliculas de E. coli o B. subtilis.

En la Figura 4.15 a) el VC del anodo S + AB7 presenta basicamente una
forma similar a los de la Figura 4.14, aunque con valores de j mas altos en el
intervalo de potencial, asi como un pico de j a 0.98 V/RHE en el barrido positivo.
Estas caracteristicas son atribuidas al catalizador [86]. Con el biodnodo S + AB7
+ B. subtilis, j disminuye considerablemente, lo que sugiere una baja
electroactividad. Por su parte, el VC del bioanodo S + AB7 + E. coli muestra un
cambio en la forma, que se vuelve cuasi-capacitiva y sin el pico a 0.45 V/RHE
atribuido a S, lo que indica una reaccion bioelectroquimica con la materia

organica del ARF.
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Figura 4.15. VCs de &nodos y biodanodos (E.coli o B. subtilis) con capa catalitica
de: a) AB7; b) AB7-f; c) CG1; d) CG1-f. Electrolito: ARF con atmésfera de Ny; v
=20 mV st

En la Figura 4.15 b) el VC del anodo S + AB7-f presenta igualmente un

comportamiento cuasi-capacitivo, lo que sugiere una actividad catalitica del
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biocarbén en ARF. Por su parte, el bioanodo S + AB7-f + B. subtilis genera
valores de | claramente mas altos, con un comportamiento capacitivo. Este
comportamiento indica una alta actividad catalitica del bioanodo para oxidar la
materia organica del ARF, esto a su vez sugiere un efecto positivo del tratamiento
de funcionalizacién al modificar la superficie del catalizador y asi mejorar la
interaccion con la bacteria. En contraste, el VC del bioanodo S + AB7-f + E. coli
produce valores de j muy bajos, debido a una baja biocompatibilidad del
biocarbon con la bacteria y a su vez una baja electroactividad de la misma. Este
comportamiento distinto de las bacterias se puede deber a su metabolismo y al
mecanismo de transferencia de electrones en ellas. También influye la
naturaleza del sustrato, asi como las caracteristicas del catalizador sobre el que
han crecido [87].

Por su parte, el VC del anodo S + CG1 (Figura 4.15 c)) tiene
caracteristicas de S (Figura 4.14). Mientras tanto, S + CG1 + B. subtilisy S +
CG1 + E. coli generan un par redox, aunque con valores de j muy bajos. Lo
mismo ocurre con el anodo y los biodnodos en la Figura 4.15 d). Este
comportamiento muestra una baja actividad catalitica en ARF, ello a pesar de
gue existe biocompatibilidad entre B. subtilis y CG1 y CG1-f (Figura 4.13). La
baja actividad catalitica se puede atribuir a la baja area superficial y a la
presencia de una alta concentracién de minerales (SiO2, AIPO4, etc), lo cual hace
que estos catalizadores tengan una mayor impedancia. Sin embargo, es
necesario realizar mas estudios para confirmar esta hipotesis.

En el caso particular de este estudio, los comportamientos
electroguimicos observados en la Figura 4.15 se puede atribuir a la naturaleza
de ambos catalizadores (composicién quimica, morfologia, area especifica,
estructura, textura, etc.) ya que se ha reportado [88] que no necesariamente
existe una relacion directa entre la cantidad de biopelicula y la densidad de
corriente generada, ya que se observa una gran cantidad de biomasa en la
superficie de CG1-f. Se ha reportado [89, 90] también que la presencia de grupos
oxigenados en los catalizadores donde crece la biopelicula puede aumentar la
biocompatibilidad catalizador-bacteria.

Una vez evaluados los resultados obtenidos de la caracterizacion

electroguimica en media celda, se ha decidido utilizar el bioanodo conteniendo
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catalizador AB7-f con biopelicula de B. subtilis, en las pruebas de caracterizacion

electroquimica y degradacion de ARF en CCM.

4.5 Caracterizacion en CCM

En la Figura 4.16 se muestran la curva de polarizacién V-j y la curva Pa-j
obtenidas al inicio de la prueba de larga duracion. Los puntos indican el VCA'y
los valores de j con Rext= 10 kQ, 5 kQ, 1.21 kQ, 1 kQ y 10 Q. ElI VCA inicial es de
0.60 V, con un valor maximo de Pa= 77 mW m yuna j= 254 mA m2.

En la curva V-j se observa un comportamiento casi lineal, esto indica una
baja limitacion del transporte de masa al electrodo, lo cual indica que la
biopelicula formada por B. subtilis permite solucionar limitaciones difusionales y
electroquimicas [91]. No se aprecia una ligera caida de voltaje al inicio, dicha
caida se observa en algunas curvas de polarizacion y representa las pérdidas
por activacion, las cuales se refieren a la energia necesaria para efectuar una
reaccion de oxidacion o reduccion [17, 92]. Esto indica que las pérdidas por
activacion son bajas en este sistema, esto se puede atribuir a una alta superficie
especifica del electrodo, catalisis electrolitica, 0 a la existencia de una biopelicula

enriquecida [17].
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Figura 4.16. Curva de polarizacién (V-j, triangulo verde) y curva Pa-j (cuadro azul) de
la CCM al inicio de la prueba de larga duracion. Se muestran los puntos de VCA, 10
kQ, 5 kQ, 1.21 kQ, 1 kQy 10 Q. Bioanodo: AB7 + B. subtilis. Electrolito en anodo:
ARF. Catodo: Pt/C 20%. Electrolito en catodo: KOH con pH= 9.7. Membrana: Nafion®
117 alcalina.

En la Figura 4.17 se muestran las curvas Pa-j obtenidas durante la prueba
de larga duracion (inicial, dia 1, 7 y 14). La curva inicial es la misma que en la
Figura 4.16, mostrada aqui para comparacioén. EI comportamiento de la CCM

varia durante el tiempo, observandose un mejor desempefio el dia 7. El
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comportamiento oscilante de la CCM se puede deber a que se trata de un
sistema dinamico, con interaccion de bacteria con materia organica. Por un lado,
la biopelicula de B. subtilis pudo modificarse en presencia de ARF
(formacién/desprendimiento de otras bacterias) [93]. Por otro lado, las bacterias
presentes en el bioanodo pudieron aprovechar compuestos metabolizables en

mayor o menor medida durante el desarrollo de la prueba [33].
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Figura 4.17. Curvas Pa-j de la CCM, obtenidas durante la prueba de
laraa duracién. Mismas condiciones aue en la Fiaura 4.16.

En la Tabla 4.5 se presentan los parametros obtenidos de las curvas de
polarizacion y las curvas Pa-j. Los valores de VCA inicial y del dia 7 son similares
a los reportados para este tipo de arreglos (500 — 800 mV) [94], por lo que se
puede decir que en estos periodos de tiempo el sistema se encontraba en

condiciones éptimas.

Tabla 4.5. Parametros de operacion de la CCM durante la prueba de larga duracion.

VCA Pa max ] Pv
(V) (MW m™) (mA m?) (MW m3)
Inicial 0.60 77.4 254 38.7
Dial 0.31 19.3 127 9.6
Dia 7 0.53 96.3 283 48.1
Dia 14 0.38 48.1 283 24.0

Por otro lado, los valores de Pa max presentan el mismo comportamiento
que el observado en la Figura 4.17, ya que durante el dia 7 se obtuvieron los
valores mas altos, al comparar estos valores con los obtenidos en otros trabajos
de investigacion reportados en la literatura (Tabla 4.6) se puede observar que a

pesar de que se ha utilizado una ARF cruda (sin tratamiento previo) y un cultivo
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puro, los resultados obtenidos en este trabajo son comparables con aquellos en
los que utilizan sustratos sintéticos y cultivos mixtos. Sin embargo, es necesario
sefialar que la comparacion entre diferentes tipos de sistemas de CCMs es
complicada, ya que existe una gran cantidad de variables, como el sustrato,
electrodos, uso de catalizadores, configuracion de la celda, temperatura, pH,
cultivo, etc [53]. Con esta comparacion lo que se pretende es mostrar que el uso
de una CCM de doble camara con ARF como sustrato, con AB7-f como
catalizador y B. subtilis como microorganismo electroactivo presenta resultados
promisorios para la continuidad del desarrollo de sistemas similares (catalizador
— sustrato — microorganismo).

La Figura 4.18 muestra la evolucion de V al aplicar una Rex: de 10 kQ a la

celda durante los 14 dias de prueba.
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Figura 4.18. Evolucion del voltaje en la prueba de larga duracion (Rex= 10 kQ).

Inicialmente se tiene un voltaje de 360 mV, esto se puede deber a la
diferencia de potencial entre los dos electrodos, asi como a los factores quimicos
y biologicos del montaje [93]. Al transcurrir 25 h se tiene el valor minimo de voltaje
de toda la prueba, a partir del cual se registra un incremento inestable hasta las
130 h, este incremento puede ser ocasionado por los procesos de
enriquecimiento y formacion de la biopelicula eléctricamente activa [33].
Posteriormente se mantiene en un estado estacionario (con ligeras
fluctuaciones) durante 30 h. Alrededor de las 160 h hay un decremento marcado
debido a una falla en el suministro de oxigeno en la cAmara catddica, una vez

qgue el suministro de oxigeno se estabilizo el voltaje comenzd a descender con
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un comportamiento similar al observado al incrementar, esto puede deberse a la

disminucién de nutrientes asimilables por las bacterias cerca del bioanodo, por

lo que al finalizar la prueba a las 336 h el voltaje obtenido continuaba

disminuyendo.

Sin embargo, esto puede atribuirse a que es un proceso por lote sin

agitacion, por lo que podrian existir menos nutrientes alrededor del bioanodo, asi

como a un cambio en el metabolismo de las bacterias presentes en el bioanodo,

ocasionado por el agotamiento de una fuente de carbono y el cambio a otra

fuente de carbono, este comportamiento también se ha reportado en CCMs con

fuentes de carbono complejas como compuestos aromaticos [95], reciclaje de

papel [96] y aguas residuales del proceso de produccion de coque [97].

Tabla 4.6. Comparacién entre este trabajo y algunos reportados en la literatura.

Tipo de CCM Sustrato Pa méx Cultivo Referencia
(electrodo) (MW m-3)
Doble camara (electrodo ARF 96.3 B. subtilis Este trabajo
a difusion de gas con
capa catalitica de AB7-f)
Doble camara (tela de Sintético (acetato de sodio y 15.6 Mixto [4]
carbon). nutrientes)
Doble camara (fibra de Agua sintética de industria 246 Mixto [98]
carbon) lactea.
Doble cdmara (fieltro de Fraccion orgénica sintética de 9.3 Mixto [99]
carbon) desechos solidos municipales
con tratamiento por ultrasonido
Doble camara (tela de Medio sintético con acetato de 65 Mixto [100]
carbén con polianilina  sodio
como catalizador)
Tubular de camara Medio sintético con benceno y 6.7 Mixto [24]
sencilla (tela de carb6n)  fenantreno
Cémara sencilla (fieltro Medio sintético con glucosa y 31.3 Mixto [101]
de carbén) fenol.
Doble camara (placa de Aguas de proceso de sulfuros 17.6 Mixto [102]
grafito  cubierto con
papel de carbén)
Doble camara (papel de Sintético con adicion de 190.2 Mixto [86]
carbén) celulosa
Doble camara (papel de Sintético con adicién de 162 Nocardiopsis [86]
carbén) celulosa
Doble camara Medio sintético 0.001 B. subtilis [91]
(tela de carbon) [103]
Doble camara (vara de Lodos con aguas residuales de 93 Mixto [104]

grafito y tela de carbén)

vinazas
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4.6 Analisis de ARF

En la Tabla 4.7 se muestran los resultados del andlisis realizado a
muestras de ARF recolectadas al inicio y a los dias 1, 7 y 14. El ion sulfato (SO%
4) se incrementa poco mas de 3 veces de su valor en el dia 14 con respecto al
valor inicial. Algunos compuestos en el ARF como la penicilina y sus derivados
contienen S. Por lo tanto, el incremento en la concentracion de SO?%4 puede
deberse en parte a un cambio en el tipo de enlace de S [105] al degradarse la
penicilina u otros compuestos, debido al metabolismo de B. subtilis, ya que el
método empleado solo permite cuantificar la concentracion de iones sulfato
presentes en la muestra analizada, por lo tanto, otros compuestos azufrados no
son cuantificables por esta técnica [106].

Por otro lado, la concentracion de sélidos suspendidos totales (SST)
disminuy6 alrededor de 50%, probablemente por una reduccion de particulas
suspendidas de materia organica, debido a la hidrélisis ocasionada por el
metabolismo anaerobio de los microorganismos [107]

Los demas parametros analizados se mantuvieron sin cambios mayores

durante la prueba de larga duracion.

Tabla 4.7. Caracterizacion fisicoquimica de ARF utilizada en la prueba de larga duracion.

Muestras
Parametro Unidad Inicial Dia 1 Dia 7 Dia 14
(0 h) (24 h) (168 h) (336 h)
pH 9.20 9.10 8.60 8.50
Conductividad mS mt 2,870 2,830 2,810 2,770
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) mg L+ 27,603 22,694 21,384 -
Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) mg L? 10,433 - - 8,900
Nitrégeno de nitratos (N-NOz) mg L1 6.13 - - 6.76
Fésforo total mg L 93.91 - - 91.15
lon sulfato (SO%4) mg L 1,161 - - 3,592
Alcalinidad total mg L CaCOs 3,574 - - 3,772
Cloruros mg L? 10,616 - - 9,466
Sélidos Disueltos Totales (SDT) mg L? 30,540 - - 27,900
Solidos Suspendidos Totales (SST) mg L+ 3,320 - - 1,640

-. no determinado
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Capitulo 5. Conclusiones

5.1Catalizadores

e AB7 y AB7-f son catalizadores con un contenido de carbono superior al
90% y de estructura amorfa. Tienen una alta Sger, de 1984 y 1890 m? g,
respectivamente, con micro y mesoporos. Presentan una morfologia
porosa y de forma irregular.

e Por otra parte, los catalizadores CG1 y CG1-f contienen alrededor de 14
elementos en su composicidn quimica. Presentan cierta cristalinidad, ya
que contiene algunos compuestos minerales como cuarzo, berlinita,
calcita y sanidina, mientras que su estructura carbonosa es amorfa.
Tienen baja Sset, de 21 y 22 m? g1, respectivamente, Son mesoporosos.
La morfologia de ambos catalizadores es muy heterogénea, conteniendo
una gran cantidad de particulas de muy diversas formas.

e Con respecto al proceso de funcionalizacidbn, no hay modificacion

considerable de las propiedades fisicoquimicas de los catalizadores.

5.2 Anodos y bioanodos.

e Los biocarbones funcionan como sustrato para el crecimiento de
biopeliculas de B. subtilis y E. coli. Sin embargo, el aparente mayor
crecimiento  microbiano  (biocompatibilidad) no esta ligado

necesariamente con una mayor actividad catalitica (electroactividad).

5.3 Evaluacion de la actividad catalitica

e El conjunto AB7 + B. subtilis gener6 la mayor densidad de corriente y el
mejor comportamiento catalitico en el electrolito de ARF (media celda).

e La CCM equipada con este biodnodo generé VCA=0.60 V, Pa méax = 96.3
mW m=2, Pv= 48.1 mW m3 y j=283 mA m?, empleando ARF como
sustrato.

e El desempeiio de la CCM presentd oscilaciones durante la prueba de
larga duracion, debido a un comportamiento dinamico de sus

componentes.
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5.4 Tratamiento de ARF en una CCM

e Hay un aumento de alrededor de tres veces en la concentracion del ion
sulfato y una reduccién del 50% de los so6lidos suspendidos totales, ambas
modificaciones atribuidas al metabolismo anaerobio de los

microorganismos.

Se considera promisorio el desarrollo de catalizadores elaborados a partir de
desechos en conjunto con ARF como sustrato y B. subtilis como microorganismo

electroactivo para su uso en una CCM.

50



Capitulo 6. Bibliografia

[1] S.K. Buitti, G. Velvizhi, M.L.K. Sulonen, J.M. Haavisto, E. Oguz Koroglu, A.
Yusuf Cetinkaya, S. Singh, D. Arya, J. Annie Modestra, K. Vamsi Krishna,
A. Verma, B. Ozkaya, A.-M. Lakaniemi, J.A. Puhakka, S. Venkata Mohan.
Microbial electrochemical technologies with the perspective of harnessing
bioenergy: Maneuvering towards upscaling. Renew. Sust. Energ. Rev. 53
(2016) 462-476.

[2] W.-W. Li, H.-Q. Yu, Z. He. Towards sustainable wastewater treatment by using
microbial fuel cells-centered technologies. Energy Environ. Sci. 7 (2013)
911-924.

[3] J.M. Martinez-Duart, J. Hernandez-Moro, S. Serrano-Calle, R. Gomez-Calvet,
M. Casanova-Molina. New frontiers in sustainable energy production and
storage. Vacuum. 122 (2015) 369-375.

[4] C. Gonzalez-Nava, L.A. Godinez, A.U. Chavez, B. Cercado, L.G. Arriaga, F.J.
Rodriguez-Valadez. Study of different carbon materials for their use as
bioanodes in microbial fuel cells. Water Sci. Technol. 73 (2016) 2849-57.

[5] A.S. Mathuriya, J.V. Yakhmi. Microbial fuel cells - Applications for generation
of electrical power and beyond. Crit. Rev. Microbiol. 42 (2016) 127-43.

[6] J.R. Trapero, L. Horcajada, J.J. Linares, J. Lobato. Is microbial fuel cell
technology ready? An economic answer towards industrial
commercialization. Appl. Energ. 185 (2017) 698-707.

[7] 3.M. Sonawane, A. Yadav, P.C. Ghosh, S.B. Adeloju. Recent advances in the
development and utilization of modern anode materials for high
performance microbial fuel cells. Biosens. Bioelectron. 90 (2017) 558-
576.

[8] J.S. Cha, S.H. Park, S.-C. Jung, C. Ryu, J.-K. Jeon, M.-C. Shin, Y.-K. Park.
Production and utilization of biochar: A review. J. Ind. Eng. Chem. 40
(2016) 1-15.

[9] W.-E. Thung, S.-A. Ong, L.-N. Ho, Y.-S. Wong, F. Ridwan, Y.-L. Oon, Y.-S.
Oon, H.K. Lehl. Bioelectricity Generation in Batch-Fed Up-Flow
Membrane-Less Microbial Fuel Cell: Effect of Surface Morphology of
Carbon Materials as Ageuous Biocathodes. Water, Air, Soil Pollut. 227
(2016).

51



[10] D. Larcher, J.M. Tarascon. Towards greener and more sustainable batteries
for electrical energy storage. Nat Chem. 7 (2015) 19-29.

[11] S. Omeroglu, F.D. Sanin. Bioelectricity Generation From Wastewater Sludge
Using Microbial Fuel Cells: A Critical Review. CLEAN - Soil, Air, Water.
44 (2016) 1225-1233.

[12] K.Y. Kim, W. Yang, P.J. Evans, B.E. Logan. Continuous treatment of high
strength wastewaters using air-cathode microbial fuel cells. Bioresour.
Technol. 221 (2016) 96-101.

[13] M. Sharma, S. Bajracharya, S. Gildemyn, S.A. Patil, Y. Alvarez-Gallego, D.
Pant, K. Rabaey, X. Dominguez-Benetton. A critical revisit of the key
parameters used to describe microbial electrochemical systems.
Electrochim. Acta. 140 (2014) 191-208.

[14] C. Abourached, M.J. English, H. Liu. Wastewater treatment by Microbial Fuel
Cell (MFC) prior irrigation water reuse. J. Clean. Prod. 137 (2016) 144-
149.

[15] P.L. Mccarty, J. Bae, J. Kim. Domestic wastewater treatment as a net energy
producer--can this be achieved? Environ. Sci. Technol. 45 (2011) 7100-
6.

[16] V.G. Gude. Energy and water autarky of wastewater treatment and power
generation systems. Renew. Sust. Energ. Rev. 45 (2015) 52-68.

[17] B.E. Logan, B. Hamelers, R. Rozendal, U. Schroder, J. Keller, S. Freguia, P.
Aelterman, W. Verstraete, K. Rabaey. Microbial fuel cells: methodology
and technology. Environ. Sci. Technol. 40 (2006) 5181-5192.

[18] B.E. Logan. Simultaneous wastewater treatment and biological electricity
generation. Water Sci. Technol. 52 (2005) 31-37.

[19] M. Rahimnejad, A. Adhami, S. Darvari, A. Zirepour, S.-E. Oh. Microbial fuel
cell as new technology for bioelectricity generation: A review. Alexandria
Engineering Journal. 54 (2015) 745-756.

[20] U. Schroder, F. Harnisch, L.T. Angenent. Microbial electrochemistry and
technology: terminology and classification. Energy Environ. Sci. 8 (2015)
513-519.

[21] D.R. Lovley. The microbe electric: conversion of organic matter to electricity.
Curr. Opin. Biotechnol. 19 (2008) 564-71.

52



[22] S.T. Oh, J.R. Kim, G.C. Premier, T.H. Lee, C. Kim, W.T. Sloan. Sustainable
wastewater treatment: how might microbial fuel cells contribute.
Biotechnol. Adv. 28 (2010) 871-81.

[23] Q. Zhang, J. Hu, D.J. Lee. Microbial fuel cells as pollutant treatment units:
Research updates. Bioresour. Technol. 217 (2016) 121-8.

[24] O. Adelaja, T. Keshavarz, G. Kyazze. Treatment of phenanthrene and
benzene using microbial fuel cells operated continuously for possible in
situ and ex situ applications. Int. Biodeterior. Biodegrad. 116 (2017) 91-
103.

[25] G. Zhang, D.J. Lee, F. Cheng. Treatment of domestic sewage with
anoxic/oxic membrane-less microbial fuel cell with intermittent aeration.
Bioresour. Technol. 218 (2016) 680-6.

[26] W. Guo. Removal of Chloramphenicol and Simultaneous Electricity
Generation by Using Microbial Fuel Cell Technology. International Journal
of Electrochemical Science. (2016) 5128-5139.

[27] Z.Z. Ismail, A.A. Habeeb. Experimental and modeling study of simultaneous
power generation and pharmaceutical wastewater treatment in microbial
fuel cell based on mobilized biofilm bearers. Renew. Energ. 101 (2017)
1256-1265.

[28] L.E. Doyle, E. Marsili. Methods for enrichment of novel electrochemically-
active microorganisms. Bioresour. Technol. 195 (2015) 273-82.

[29] Y.-M. Chen, C.-T. Wang, Y.-C. Yang, W.-J. Chen. Application of aluminum-
alloy mesh composite carbon cloth for the design of anode/cathode
electrodes in Escherichia coli microbial fuel cell. Int. J. Hydrogen Energy.
38 (2013) 11131-11137.

[30] H.-Y. Tsai, W.-H. Hsu, Y.-C. Huang. Characterization of Carbon
Nanotube/Graphene on Carbon Cloth as an Electrode for Air-Cathode
Microbial Fuel Cells. Journal of Nanomaterials. 2015 (2015) 1-7.

[31] H.T. Chou, H.J. Lee, C.Y. Lee, N.H. Tai, H.Y. Chang. Highly durable anodes
of microbial fuel cells using a reduced graphene oxide/carbon nanotube-
coated scaffold. Bioresour. Technol. 169 (2014) 532-6.

[32] X.F. Chen, X.S. Wang, K.T. Liao, L.Z. Zeng, L.D. Xing, X.W. Zhou, X.W.

Zheng, W.S. Li. Improved power output by incorporating polyvinyl alcohol

53



into the anode of a microbial fuel cell. J. Mater. Chem. A. 3 (2015) 19402-
194009.

[33] E. Herrero-Hernandez, T. Smith, R. Akid. Electricity generation from
wastewaters with starch as carbon source using a mediatorless microbial
fuel cell. Biosens. Bioelectron. 39 (2013) 194-198.

[34] Y. Tao, Q. Liu, J. Chen, B. Wang, Y. Wang, K. Liu, M. Li, H. Jiang, Z. Lu, D.
Wang. Hierarchically Three-Dimensional Nanofiber Based Textile with
High Conductivity and Biocompatibility As a Microbial Fuel Cell Anode.
Environ. Sci. Technol. 50 (2016) 7889-95.

[35] V.R. Nimje, C.-Y. Chen, C.-C. Chen, H.-R. Chen, M.-J. Tseng, J.-S. Jean,
Y.-F. Chang. Glycerol degradation in single-chamber microbial fuel cells.
Bioresour. Technol. 102 (2011) 2629-2634.

[36] H. Hassan, B. Jin, S. Dai, T. Ma, C. Saint. Chemical impact of catholytes on
Bacillus subtilis -catalysed microbial fuel cell performance for degrading
2,4-dichlorophenol. Chem. Eng. J. 301 (2016) 103-114.

[37] Y. Jeon, C.-H. Park, S. Kim. Electricity Generation from Swine Wastewater
in Mediatorless Single-Chamber Microbial Fuel Cells. Bull. Korean Chem.
Soc. 37 (2016) 1148-1151.

[38] A. Rinaldi, B. Mecheri, V. Garavaglia, S. Licoccia, P. Di Nardo, E. Traversa.
Engineering materials and biology to boost performance of microbial fuel
cells: a critical review. Energ. Environ. Sci. 1 (2008) 417.

[39] Mustakeem. Electrode materials for microbial fuel cells: nanomaterial
approach. Mater. Renew. Sustain. Energy. 4 (2015).

[40] K. Guo, A. Prevoteau, S.A. Patil, K. Rabaey. Engineering electrodes for
microbial electrocatalysis. Curr. Opin. Biotechnol. 33 (2015) 149-56.

[41] C. Santoro, C. Arbizzani, B. Erable, I. leropoulos. Microbial fuel cells: From
fundamentals to applications. A review. J. Power Sources. 356 (2017)
225-244.

[42] J. Lee, K.-H. Kim, E.E. Kwon. Biochar as a Catalyst. Renew. Sust. Energ.
Rev. 77 (2017) 70-79.

[43] S. Chen, G. He, X. Hu, M. Xie, S. Wang, D. Zeng, H. Hou, U. Schroder. A
three-dimensionally ordered macroporous carbon derived from a natural
resource as anode for microbial bioelectrochemical systems.
ChemSusChem. 5 (2012) 1059-63.

54



[44] S. Li, C. Cheng, A. Thomas. Carbon-Based Microbial-Fuel-Cell Electrodes:
From Conductive Supports to Active Catalysts. Adv. Mater. 29 (2017).

[45] T. Huggins, H. Wang, J. Kearns, P. Jenkins, Z.J. Ren. Biochar as a
sustainable electrode material for electricity production in microbial fuel
cells. Bioresour. Technol. 157 (2014) 114-9.

[46] S. Meier, G. Curaqueo, N. Khan, N. Bolan, M. Cea, G.M. Eugenia, P.
Cornejo, Y.S. Ok, F. Borie. Chicken-manure-derived biochar reduced
bioavailability of copper in a contaminated soil. J. Soils Sed. 17 (2015)
741-750.

[47] W. Kicinski, M. Szala, T. Ctapa, M. Syczewski, A. Borkowski. Interactions
between bacteria and heteroatom-modified nanoporous carbon: The
influence of nitrogen and sulfur doping. Carbon. 127 (2018) 479-490.

[48] E.R.C.O.T. Netherlands. Phyllis2, database for biomass and waste. 2018-
01-30]; Available from: https://www.ecn.nl/phyllis2.

[49] D. Lardizabal-Guitierrez, D. Gonzélez-Quijano, P. Bartolo-Pérez, B.
Escobar-Morales, F.J. Rodriguez-Varela, I.L. Alonso-Lemus.
Communication—Synthesis of Self-Doped Metal-Free Electrocatalysts
from Waste Leather with High ORR Activity. J. Electrochem. Soc. 163
(2015) H15-H17.

[50] P.Y. You, S.K. Kamarudin. Recent progress of carbonaceous materials in
fuel cell applications: An overview. Chem. Eng. J. 309 (2017) 489-502.

[51] H. Hiegemann, D. Herzer, E. Nettmann, M. Lubken, P. Schulte, K.G.
Schmelz, S. Gredigk-Hoffmann, M. Wichern. An integrated 45L pilot
microbial fuel cell system at a full-scale wastewater treatment plant.
Bioresour. Technol. 218 (2016) 115-22.

[52] K. Hamamoto, M. Miyahara, A. Kouzuma, A. Matsumoto, M. Yoda, T.
Ishiguro, K. Watanabe. Evaluation of microbial fuel cells for electricity
generation from oil-contaminated wastewater. J. Biosci. Bioeng. 122
(2016) 589-593.

[53] E.D. Penteado, C.M. Fernandez-Marchante, M. Zaiat, P. Cafizares, E.R.
Gonzalez, M.a.R. Rodrigo. Energy recovery from winery wastewater using
a dual chamber microbial fuel cell. J. Chem. Technol. Biotechnol. 91
(2016) 1802-1808.

55


http://www.ecn.nl/phyllis2

[54] S. Srikanth, M. Kumar, D. Singh, M.P. Singh, B.P. Das. Electro-biocatalytic
treatment of petroleum refinery wastewater using microbial fuel cell (MFC)
in continuous mode operation. Bioresour. Technol. 221 (2016) 70-77.

[55] C.S. He, Z.X. Mu, H.Y. Yang, Y.Z. Wang, Y. Mu, H.Q. Yu. Electron acceptors
for energy generation in microbial fuel cells fed with wastewaters: A mini-
review. Chemosphere. 140 (2015) 12-7.

[56] C. Jayashree, K. Tamilarasan, M. Rajkumar, P. Arulazhagan, K.N.
Yogalakshmi, M. Srikanth, J.R. Banu. Treatment of seafood processing
wastewater using upflow microbial fuel cell for power generation and
identification of bacterial community in anodic biofilm. J. Environ. Manage.
180 (2016) 351-8.

[57] L. He, P. Du, Y. Chen, H. Lu, X. Cheng, B. Chang, Z. Wang. Advances in
microbial fuel cells for wastewater treatment. Renew. Sust. Energ. Rev.
71 (2017) 388-403.

[58] M.A. Rosenbaum, A.E. Franks. Microbial catalysis in bioelectrochemical
technologies: status quo, challenges and perspectives. Appl. Microbiol.
Biotechnol. 98 (2014) 509-18.

[59] G.G. Kumar, V.G. Sarathi, K.S. Nahm. Recent advances and challenges in
the anode architecture and their modifications for the applications of
microbial fuel cells. Biosens. Bioelectron. 43 (2013) 461-75.

[60] L. L. De Souza. Direct Oxidation of Ethylene Glycol on PtSn/C for Application
in Alkaline Fuel Cell. International Journal of Electrochemical Science.
(2017) 11855-11874.

[61] W.J. Liu, H. Jiang, H.Q. Yu. Development of Biochar-Based Functional
Materials: Toward a Sustainable Platform Carbon Material. Chem. Rev.
115 (2015) 12251-85.

[62] T.S. Hui, M.a.A. Zaini. Potassium hydroxide activation of activated carbon: a
commentary. Carbon letters. 16 (2015) 275-280.

[63] Y. Huang, E. Ma, G. Zhao. Thermal and structure analysis on reaction
mechanisms during the preparation of activated carbon fibers by KOH
activation from liquefied wood-based fibers. Industrial Crops and Products.
69 (2015) 447-455.

[64] J. Schulz, J. Berk, J. Suhl, L. Schrader, S. Kaufhold, I. Mewis, H.M. Hafez,

C. Ulrichs. Characterization, mode of action, and efficacy of twelve silica-

56



based acaricides against poultry red mite (Dermanyssus gallinae) in vitro.
Parasitol. Res. 113 (2014) 3167-75.

[65] X. Xiao, B. Chen, L. Zhu. Transformation, morphology, and dissolution of
silicon and carbon in rice straw-derived biochars under different pyrolytic
temperatures. Environ. Sci. Technol. 48 (2014) 3411-9.

[66] A. Lazzarini, A. Piovano, R. Pellegrini, G. Agostini, S. Rudi¢, C. Lamberti, E.
Groppo. Graphitization of Activated Carbons: A Molecular-level
Investigation by INS, DRIFT, XRD and Raman Techniques. Physics
Procedia. 85 (2016) 20-26.

[67] A. Lazzarini, A. Piovano, R. Pellegrini, G. Leofanti, G. Agostini, S. Rudi¢,
M.R. Chierotti, R. Gobetto, A. Battiato, G. Spoto, A. Zecchina, C. Lamberti,
E. Groppo. A comprehensive approach to investigate the structural and
surface properties of activated carbons and related Pd-based catalysts.
Catalysis Science & Technology. 6 (2016) 4910-4922.

[68] I.L. Alonso-Lemus, F.J. Rodriguez-Varela, M.Z. Figueroa-Torres, M.E.
Sanchez-Castro, A. Hernandez-Ramirez, D. Lardizabal-Gutierrez, P.
Quintana-Owen. Novel self-nitrogen-doped porous carbon from waste
leather as highly active metal-free electrocatalyst for the ORR. Int. J.
Hydrogen Energy. 41 (2016) 23409-23416.

[69] C.H. Chia, B. Gong, S.D. Joseph, C.E. Marjo, P. Munroe, A.M. Rich. Imaging
of mineral-enriched biochar by FTIR, Raman and SEM-EDX. Vib.
Spectrosc. 62 (2012) 248-257.

[70] F.G. Mendonca, I.T.D. Cunha, R.R. Soares, J.C. Tristao, R.M. Lago. Tuning
the surface properties of biochar by thermal treatment. Bioresour. Technol.
246 (2017) 28-33.

[71] H. Marsh, F.R. Reinoso, Activated Carbon. 2006, Oxford, U.K.: Elsevier
Science.

[72] P. Mohanty, S. Nanda, K.K. Pant, S. Naik, J.A. Kozinski, A.K. Dalai.
Evaluation of the physiochemical development of biochars obtained from
pyrolysis of wheat straw, timothy grass and pinewood: Effects of heating
rate. J. Anal. Appl. Pyrolysis. 104 (2013) 485-493.

[73] D.M. Keown, X. Li, J.-I. Hayashi, C.-Z. Li. Characterization of the structural
features of char from the pyrolysis of cane trash using Fourier transform-
Raman spectroscopy. Energy & fuels. 21 (2007) 1816-1821.

57



[74] L. Zhao, X. Cao, O. Masek, A. Zimmerman. Heterogeneity of biochar
properties as a function of feedstock sources and production
temperatures. J. Hazard. Mater. 256-257 (2013) 1-9.

[75] K. Zhang, P. Sun, M.C.a.S. Faye, Y. Zhang. Characterization of biochar
derived from rice husks and its potential in chlorobenzene degradation.
Carbon. 130 (2018) 730-740.

[76] O.D.L.N.U.P.L.a.Y.L.A. (Fao), Manual para el personal auxiliar de sanidad
animal primaria. 1995: Roma, Italia.

[77] M. Keiluweit, P.S. Nico, M.G. Johnson, M. Kleber. Dynamic molecular
structure of plant biomass-derived black carbon (biochar). Environ. Sci.
Technol. 44 (2010) 1247-1253.

[78] K.B. Cantrell, P.G. Hunt, M. Uchimiya, J.M. Novak, K.S. Ro. Impact of
pyrolysis temperature and manure source on physicochemical
characteristics of biochar. Bioresour. Technol. 107 (2012) 419-28.

[79] M. K&ab, I. Ap Gwynn, H. No6tzli. Collagen fibre arrangement in the tibial
plateau articular cartilage of man and other mammalian species. The
Journal of Anatomy. 193 (1998) 23-34.

[80] M. Thommes, K. Kaneko, A.V. Neimark, J.P. Olivier, F. Rodriguez-Reinoso,
J. Rouquerol, K.S.W. Sing. Physisorption of gases, with special reference
to the evaluation of surface area and pore size distribution (IUPAC
Technical Report). Pure Appl. Chem. 87 (2015).

[81] S. Lowell, J.E. Shields, M.A. Thomas, M. Thommes, Characterization of
porous solids and powders: surface area, pore size and density. Vol. 16.
2012: Springer Science & Business Media.

[82] M.-V. Nguyen, B.-K. Lee. Removal of Dimethyl Sulfide from Aqueous
Solution Using Cost-Effective Modified Chicken Manure Biochar Produced
from Slow Pyrolysis. Sustainability-Basel. 7 (2015) 15057-15072.

[83] S. Koutcheiko, C.M. Monreal, H. Kodama, T. Mccracken, L. Kotlyar.
Preparation and characterization of activated carbon derived from the
thermo-chemical conversion of chicken manure. Bioresour. Technol. 98
(2007) 2459-64.

[84] D. Everett. Manual of symbols and terminology for physicochemical
quantities and units, appendix II: Definitions, terminology and symbols in
colloid and surface chemistry. Pure Appl. Chem. 31 (1972) 577-638.

58



[85] M. Schechter, A. Schechter, S. Rozenfeld, E. Efrat, R. Cahan, Anode biofilm,
in Technology and Application of Microbial Fuel Cells. 2014, InTech.

[86] S.H. Hassan, Y.S. Kim, S.E. Oh. Power generation from cellulose using
mixed and pure cultures of cellulose-degrading bacteria in a microbial fuel
cell. Enzyme Microb. Technol. 51 (2012) 269-73.

[87] A.A. Carmona-Martinez, F. Harnisch, L.A. Fitzgerald, J.C. Biffinger, B.R.
Ringeisen, U. Schroder. Cyclic voltammetric analysis of the electron
transfer of Shewanella oneidensis MR-1 and nanofilament and
cytochrome knock-out mutants. Bioelectrochemistry. 81 (2011) 74-80.

[88] S.A. Patil, F. Harnisch, B. Kapadnis, U. Schroder. Electroactive mixed culture
biofilms in microbial bioelectrochemical systems: the role of temperature
for biofilm formation and performance. Biosens. Bioelectron. 26 (2010)
803-8.

[89] Y. Zhao, Y. Ma, T. Li, Z. Dong, Y. Wang. Modification of carbon felt anodes
using double-oxidant HNO3/H202 for application in microbial fuel cells.
RSC Advances. 8 (2018) 2059-2064.

[90] X. Zhou, X. Chen, H. Li, J. Xiong, X. Li, W. Li. Surface oxygen-rich titanium
as anode for high performance microbial fuel cell. Electrochim. Acta. 209
(2016) 582-590.

[91] V.R. Nimje, C.-Y. Chen, C.-C. Chen, J.-S. Jean, A.S. Reddy, C.-W. Fan, K.-
Y. Pan, H.-T. Liu, J.-L. Chen. Stable and high energy generation by a strain
of Bacillus subtilis in a microbial fuel cell. J. Power Sources. 190 (2009)
258-263.

[92] L. Peixoto, B. Min, G. Martins, A.G. Brito, P. Kroff, P. Parpot, I. Angelidaki,
R. Nogueira. In situ microbial fuel cell-based biosensor for organic carbon.
Bioelectrochemistry. 81 (2011) 99-103.

[93] B. Min, J. Kim, S. Oh, J.M. Regan, B.E. Logan. Electricity generation from
swine wastewater using microbial fuel cells. Water Res. 39 (2005) 4961-
8.

[94] L. Peixoto, A.L. Rodrigues, G. Martins, A. Nicolau, A.G. Brito, M.M. Silva, P.
Parpot, R. Nogueira. A flat microbial fuel cell for decentralized wastewater
valorization: process performance and optimization potential. Environ.
Technol. 34 (2013) 1947-1956.

59



[95] S.K. Marashi, H.R. Kariminia, I.S. Savizi. Bimodal electricity generation and
aromatic compounds removal from purified terephthalic acid plant
wastewater in a microbial fuel cell. Biotechnol. Lett. 35 (2013) 197-203.

[96] L. Huang, B.E. Logan. Electricity generation and treatment of paper recycling
wastewater using a microbial fuel cell. Appl. Microbiol. Biotechnol. 80
(2008) 349-355.

[97] L. Huang, X. Yang, X. Quan, J. Chen, F. Yang. A microbial fuel cell-electro-
oxidation system for coking wastewater treatment and bioelectricity
generation. J. Chem. Technol. Biotechnol. 85 (2010) 621-627.

[98] A. Faria, L. Goncalves, J.M. Peixoto, L. Peixoto, A.G. Brito, G. Martins.
Resources recovery in the dairy industry: bioelectricity production using a
continuous microbial fuel cell. J. Clean. Prod. 140 (2017) 971-976.

[99] H.Y. Chiu, T.Y. Pai, M.H. Liu, C.A. Chang, F.C. Lo, T.C. Chang, H.M. Lo,
C.F. Chiang, K.P. Chao, W.Y. Lo, S.\W. Lo, Y.L. Chu. Electricity production
from municipal solid waste using microbial fuel cells. Waste Manag Res.
34 (2016) 619-29.

[100] D. Hidalgo, T. Tommasi, K. Velayutham, B. Ruggeri. Long term testing of
Microbial Fuel Cells: Comparison of different anode materials. Bioresour.
Technol. 219 (2016) 37-44.

[101] T.S. Song, X.Y. Wu, C.C. Zhou. Effect of different acclimation methods on
the performance of microbial fuel cells using phenol as substrate.
Bioprocess Biosyst Eng. 37 (2014) 133-8.

[102] M.L. Sulonen, M.E. Kokko, A.M. Lakaniemi, J.A. Puhakka. Electricity
generation from tetrathionate in microbial fuel cells by acidophiles. J.
Hazard. Mater. 284 (2015) 182-9.

[103] V.R. Nimje, C.-Y. Chen, C.-C. Chen, J.-S. Jean, A. Satyanarayana Reddy,
C.-W. Fan, K.-Y. Pan, H.-T. Liu, J.-L. Chen. Corrigendum to “Stable and
high energy generation by a strain of Bacillus subtilis in a microbial fuel
cell” [J. Power Sources 190 (2) (2009) 258-263]. J. Power Sources. 195
(2010) 5427-5428.

[104] C.K. Sakdaronnarong, S. Thanosawan, S. Chaithong, N. Sinbuathong, C.
Jeraputra. Electricity production from ethanol stillage in two-compartment
MFC. Fuel. 107 (2013) 382-386.

60



[105] D. Li, M. Yang, J. Hu, Y. Zhang, H. Chang, F. Jin. Determination of penicillin
G and its degradation products in a penicillin production wastewater
treatment plant and the receiving river. Water Res. 42 (2008) 307-17.

[106] NMX-AA-074SCFI-2014, ANALISIS DE AGUA - MEDICION DE ION
SULFATO EN AGUAS NATURALES, RESIDUALES Y RESIDUALES
TRATADAS - METODO DE PRUEBA.

[107] J. Ma, Z. Wang, X. Li, Y. Wang, Z. Wu. Bioelectricity generation through
microbial fuel cell using organic matters recovered from municipal
wastewater. Environmental Progress & Sustainable Energy. 33 (2014)
290-297.

61





