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Resumen

“Efecto del tratamiento térmico de anodos en la generacion de electricidad y remocion

de naproxeno sddico en celdas de combustible microbianas”.

Los sistemas bioelectroquimicos microbianos (SBM), son tecnologias emergentes
que se basan en utilizar microrganismos en forma de biopelicula adherida sobre electrodos
como catalizadores en reacciones de oxidacion y/o reduccion. La capacidad de algunas
bacterias de utilizar la superficie de electrodos como aceptores terminales de electrones,
permite inducir el crecimiento de biopeliculas electroquimicamente activas al aplicar un
potencial o corriente determinados al d&nodo y/o realizando modificaciones en la superficie
del mismo. En la celda de combustible microbiana (CCM) una modalidad de SBM, las
bacterias transforman la energia quimica contenida en compuestos organicos a energia
eléctrica mediante la oxidacidon de sustratos orgénicos. La generacion de energia eléctrica a
partir de la oxidacidén de residuos o contaminantes orgdnicos es un tema prioritario en la
actualidad, ya que el proceso ocurre de forma simultdnea a la remocidén de contaminantes o
materia orgénica. Las CCM han demostrado una gran versatilidad en el tratamiento de
diversos contaminantes organicos y de forma reciente se han utilizado en la remocién de
contaminantes emergentes de origen farmacéutico. En el presente trabajo se evalud la
remocion del farmaco naproxeno sodico utilizando CCM de dos camaras (tipo H),
inoculada con lodos provenientes de un digestor aerobio y como sustratos primarios una
mezcla de &cidos grasos volatiles (AGV). Mediante los resultados obtenidos se demostrd
que el tratamiento térmico incrementd la actividad electroquimica de los anodos, ya que
aumentd su hidrofilicidad y dio lugar a la manifestacion de grupos del tipo carbonilo
(quinoides) con actividad redox. Ademas se disminuy6 el tiempo de maduracion de las
biopeliculas electroquimicamente activas hasta en un 50 %. La remocion de naproxeno
sodico solo fue observada en los sistemas con anodos tratados térmicamente y en presencia
de los AGV’s, alcanzando un maximo de 65.4 %. El analisis de la comunidad microbiana

revelo la presencia de a y 3 proteobacterias en la superficie del d&nodo.

Palabras clave: Biotransformacion, electroactividad, farmacos, energia
eléctrica.
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Abstract

"Effect of thermal treatment of anodes in electricity generation and removal of
naproxen sodium in microbial fuel cells."

Pharmaceuticals are used in large quantities for humans and livestock in industrialized
countries, these residues are frequently found in municipal waste water treatment plant
(WWTP) and surface water. They enter to the aquatic environment and eventually reach
drinking water if they are not biodegraded or eliminated during sewage treatment.
Microbial bioelectrochemical systems (BESs) allow the integration of a biological and
electrochemical redox processes, consequently they are proposed as sustainable alternatives
for wastewater treatment. Thus, BESs can be used as an alternative final method for
efficient recalcitrant wastes treatment or as a pretreatment stage. A few pharmaceutical
wastes have been investigated in BESs, some of these include antibiotics such as
sulfonamides and penicillin. In the present study the removal of naproxen sodium (acidic
analgesic-pharmaceutical) was evaluated using MFC, a type of BESs, with either a mixture
of volatile fatty acids (VFAs) as primary substrates. The set-up used in this work consisted
of two chambers MFC separated by a proton exchange membrane, (Ultrex). Carbon cloth
untreated and carbon cloth with thermal treatment; these were used as anode and the
graphite felt as cathode. Thermal treatment of graphite cloth increased carbonyl groups in
the surface of material and exhibits the best performance for bio-electrochemical
applications. The range of remotion of Naproxen was40-60% of the initial
concentration and was observed in all the cycles of the cell operation exposed to the
contaminant. This contaminantis only degraded when VFAs are present and is not
involved in the generation of current in the SBE. Therefore, naproxen degradation is

attributable to an indirect oxidation mechanism.

KEY WORDS: biotransformation, pharmaceuticals enviroment,
bioelectrochemical systems.
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Capitulo I. Marco Teorico.

1. Introduccion.

El desarrollo de biopeliculas de microorganismos electroquimicamente activos
sobre la superficie de d&nodos, ha permitido estudiar la oxidacion de una gran variedad de
sustratos organicos en los sistemas bioelectroquimicos microbianos (SBM). La principal
ventaja de estos sistemas, es la posibilidad de obtener productos de valor agregado por
ejemplo: electricidad, hidrogeno y compuestos quimicos de interés industrial, mediante
procesos con bajos costos operacionales y sostenibles desde el punto de vista ambiental

(Huang et al., 2011).

La generacion de energia eléctrica en SBM a partir de la oxidacion de residuos
considerados como “sin valor”, es un tema prioritario en la actualidad, ya que el proceso
ocurre de forma simultidnea a la remocion de contaminantes o materia organica. Los
sustratos utilizados en estos sistemas, incluyen compuestos como acetato de sodio, glucosa,
acidos grasos volatiles, celulosa y almidon, etc. Aunado a estos, también se han aplicado en
procesos de tratamiento de aguas residuales domésticas e industriales, asi como en la
remocion de contaminantes recalcitrantes y emergentes. Dentro de los contaminantes
evaluados en estos sistemas, se incluyen: colorantes, hidrocarburos, compuestos
nitroaromaticos, fenolicos y mas recientemente microcontaminantes de origen farmacéutico

(Kiran Kumar et al., 2012).

En los ultimos 20 afios, se ha incrementado el interés de estudiar la remocion de
residuos farmacéuticos debido a su potencial bioactividad y ecotoxicidad. Estas sustancias
se introducen al ambiente, por la disposicion inadecuada de residuos en centros de
produccion, hospitales y hogares; esto aunado a su excrecidon en orina y heces fecales de
humanos y animales. Por otro lado, los sistemas de tratamiento de aguas residuales
actuales, no son selectivos y en ocasiones solo logran degradarlos parcialmente, por lo que
estos pueden llegar a cuerpos de agua y suelo, reincorpordndose a las cadenas troficas

(Martin et al., 2012).
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Por consiguiente, se han desarrollado nuevas tecnologias para la eliminacion de
estos microcontaminantes, que a menudo requieren un consumo considerable de energia y/o
productos quimicos, por ejemplo, la cloracién, la irradiacion UV, nanofiltracion,
ozonizacién, filtracibon con carbon activado, biofiltracion y la descomposicion
electroquimica usando electrodos de diamante dopado con boro (Klavarioti et al., 2009;
Méndez-Arriaga et al., 2008; Reungoat et al., 2011). De forma simultanea, se han propuesto
los SBM, propiamente en su modalidad de celdas de combustible microbianas (CCM),
como alternativas sustentables para el tratamiento de estos residuos. La remocién de
contaminantes emergentes del tipo farmacéutico es una aplicacién poco explorada en CCM.
Los compuestos hasta ahora estudiados incluyen: antibioticos (sulfonamidas, penicilina y
ceftriaxona de sodio) y hormonas (estrogenos) (Harnisch et al., 2013; Kiran Kumar et al.,

2012; Wen et al., 2011a, 2011b).

En este proyecto se desarrollaron biopeliculas electroquimicamente activas, sobre
electrodos de tela de grafito modificados térmicamente, para evaluar la remocion de
naproxeno soédico (NPX) en sistemas tipo CCM. En la etapa inicial del proyecto se
evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas y electroquimicas de los dnodos y el efecto del
tratamiento térmico sobre la generacion de electricidad, con la finalidad de obtener
biopeliculas con la mayor electroactividad que posteriormente serian utilizadas en los
estudios de remocion de NPX. Las biopeliculas se desarrollaron utilizando un indculo
proveniente de una planta de tratamiento de aguas residuales domésticas y una mezcla de
acidos grasos volatiles (acético, propidnico y butirico) como sustratos primarios. El estudio
de los diferentes sistemas fue abordado mediante técnicas electroquimicas, utilizando
principalmente: voltamperometria ciclica, cronoamperometria y espectroscopia de

impedancia electroquimica.
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1.1 Antecedentes.

1.2.1 Sistemas electroquimicos para la conversion y almacenamiento de energia.

La produccion de energia a partir de procesos electroquimicos ha adquirido mucha
importancia en afios recientes, ya que son considerados como alternativas sustentables y
amigables con el ambiente. Los principales sistemas que involucran procesos
electroquimicos para el almacenamiento y/o conversion de energia son: capacitores
electroquimicos, baterias, celdas de combustible y mas recientemente las celdas de
combustible microbianas. En estos sistemas, los procesos que proporcionan la energia,
tienen lugar en la interface electrodo-electrolito. En la Figura 1.1 se esquematizan los
dispositivos electroquimicos que se implementan como un sistema tipo: a) bateria, b)
supercapacitor, c) celda de combustible y d) celda de combustible microbiana (Logan et

al., 2006; Winter and Brodd, 2004).

: . &
L] - 4+
+ 1 .
Za'* i % : "
+ =
1 +
+
¥ :@ -+
+ 1 =
Zn* e + O ! -t
Sohucién i I Solackée electrobit i 1 ] ¥l
ZaS0, | Cus0, I +
Anodo Separador Ciitodo Electrodo Separador Electrodo
{electrolita) negalivo {eleetrolito) pnsili\'a

QO

Acetato de sodio

2H, 5 = 0,

E I
Anodo 1 Ciatodo

Separador Separador (membrana de
(electralito) Intercamblo catidénioo)

Figura 1.1: Representacion grifica de sistemas electroquimicos: a) bateria (celda de Daniell), b)
supercapacitor, c) celda de combustible y d) celda de combustible microbiana (tipo H).
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En las baterias y celdas de combustible, la energia eléctrica es generada por la
conversion de energia quimica via reacciones redox entre el anodo, catodo y alguna especie
electroactiva. Las reacciones en el anodo usualmente ocurren a potenciales de electrodo
bajos en comparacion con el catodo. El electrodo mas negativo se denomina éanodo,
mientras que el mas positivo se denomina catodo. Las diferencias entre baterias y celdas de
combustible estan relacionadas con la localizacion del almacenamiento y conversion de
energia, asi como el tipo de alimentacion del sistema. Las baterias son sistemas cerrados,
debido a que la generacion de energia se debe al consumo de una especie electroactiva
acumulada; es decir, no hay alimentacion continua. En cambio las celdas de combustible
son sistemas abiertos, en donde el &nodo y catodo son so6lo medios de transferencia de carga
y las reacciones redox estan limitadas por el transporte de masa. El combustible de la celda
es alimentado por el compartimento anddico, donde es oxidado cataliticamente
transfiriendo electrones al anodo. Los electrones se mueven hacia el catodo, a través de un
circuito externo, debido a una diferencia de potencial entre &nodo y catodo. Finalmente en
la superficie del catodo son transferidos al aceptor terminal de electrones, reduciéndolo

cataliticamente (Winter and Brodd, 2004).

En la celda de combustible microbiana (CCM), el proceso ocurre de forma similar;
sin embargo en este sistema, se utilizan bacterias como catalizadores de los procesos
electroquimicos. Las bacterias se adhieren a la superficie del &nodo formando biopeliculas
electroquimicamente activas, que oxidan la materia organica presente, para luego transferir
los electrones al anodo, hasta llegar al catodo donde el aceptor terminal de electrones
(cominmente oxigeno) es reducido (Logan et al., 2006). Para entender como ocurre este
proceso, en las siguientes secciones se describen sus caracteristicas fundamentales y los

fendémenos que ocurren para la generacion de energia eléctrica en estos sistemas.

1.2.2 Termodinamica de la generacion de electricidad en celdas de combustible

microbianas (CCM).

La conversion de energia mediante procesos electroquimicos deriva directamente de

la adaptacion de las formulaciones termodindmicas bésicas, utilizadas para describir
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procesos quimicos. En términos eléctricos, la energia neta disponible o energia libre de

Gibbs (AG) de una celda electroquimica esta dada por las ecuaciones 1y 2:

AG = -nFE (1)
AG° = —nFE°  (2)

donde, AG®, es la energia libre de Gibbs bajo condiciones estandar (298.15 K, 1 bar de
presion y 1 M de concentraciéon para todos los reactantes), E° es el potencial bajo
condiciones estandar, n es el nimero de electrones transferidos por mol de reactante, F es
la constante de Faraday (9.64853x10* C/mol) y E es el voltaje de la celda; en otras palabras
E, es la fuerza electromotriz de la reaccion de la celda (fem). La cantidad de electricidad
producida, nF, esta determinada por la cantidad total de materiales disponibles para la

reaccion; por lo que el voltaje de la celda puede considerarse como un factor de intensidad

(Winter and Brodd, 2004).

En una celda de combustible microbiana (CCM), se generara electricidad s6lo si la
reaccion global es termodinamicamente favorable. La reaccion en una CCM puede ser

evaluada en términos de AG, expresada en Joules, calculandose de acuerdo a la ecuacion 3.
AG = AG° + RT In (I 3
Donde T, es la temperatura absoluta (K), R es la constante universal de los gases (8.31447 J
mol! K™) y I, es el cociente de reaccion, calculado como las actividades de los productos
entre las de los reactantes.
Para fines practicos, es conveniente evaluar las reacciones de una CCM, en términos

de la fem global, definida como la diferencia de potencial entre el catodo y el anodo, Esem

(V), el cual, esta relacionado con el trabajo, W (J), producido por la celda, es decir:

W =EfomQ=—AG (4)  donde, Q=nF (5)
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La ecuacion 5 define a la carga transferida en la reaccion (Q), expresada en
Coulombs (C), la cual estd determinada por el numero de electrones intercambiados en la

reaccion. Sustituyendo (5) en (4), se obtiene:

AG
Efem = ﬁ (6)

En términos de la ecuacion (1), la Efem, se puede expresar como:

. RT
Efem = E fem — ﬁ In(IT) (7)

Mediante la ecuacién 7, es posible predecir si el proceso estard favorecido
termodinamicamente; es decir, un valor positivo de la fem indicard que el proceso sera
espontaneo (Logan et al., 2006). Para calcular los Efm, se requiere conocer las semi-
reacciones de los donadores (sustratos) y aceptores terminales de electrones utilizados en la
CCM. En la Tabla 1.1 se muestran las semi-reacciones de reduccion y sus correspondientes
potenciales E° (V vs Ag/AgCl) para los sustratos utilizados en este estudio: acetato,

propionato y butirato.

Tabla 1.1: Semi-reacciones y potenciales E° de reduccion de acetato, propionato y butirato.

EO
Sustrato Semi-reaccion (Vvs
Ag/AgCl)
Acetato /g €O, +1/g HCOF + H* + e™ - 1/g CH;€00™ + 3/gH,0 -0.481
Propionato 1/, €0, +1/1, HCO5 + H* + e~ > 1/1, CHyCH,C00™ + 5/, 4 H,0 -0.483
Butirato 11,0 HCO5 + 3/50CO, + H* + €™ =1/ CHsCH,CH,C00™ + 7/, H,0 -0.484

Los potenciales estandar (E°) de reduccion son a condiciones de pH=7 y T=25°C. Se asume que el
E(V vs Ag/AgCl) = 0.197 vs NHE. Modificada de Torres et al., (2007).

Para obtener el valor teérico del potencial del anodo, Ean, de cada sustrato se utiliza

la ec. (7), modificada:
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o RT
Egn = Eppy — E In (I (8)

En caso de utilizar al oxigeno como aceptor terminal de electrones, la semi-reaccion

correspondiente es la siguiente:

0, +4H* + 4e~ > 2H,0 E°=0.805V

Mientras que la ecuacion para obtener el potencial del catodo, Eca, es la siguiente:

o RT
ECat = ECat _E In (H) (9)

Finalmente el Efnm, de la celda se calcula como:
Efem = Ecat — Egn (10)

Considerando las ecuaciones antes descritas, se puede decir ahora que un SBM se
denomina, celda de combustible microbiana (CCM) si se genera electricidad y el cambio en
la energia libre de Gibbs de la reaccion correspondiente es negativo (reaccion espontanea).
Por otro lado, si el cambio en la energia libre de Gibbs de la reaccion global es positivo,
serd necesario suministrar potencia o corriente al sistema para favorecer la reaccion no
espontanea, denominando al sistema celda de electrolisis microbiana (CEM) (Hamelers et

al., 2009).

En el presente trabajo se utilizaron sistemas tipo CCM, por lo que se profundizara

mas en el disefio y funcionamiento de estos sistemas.
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1.2.3 Celda de combustible microbiana (CCM).

Actualmente existe una gran diversidad de configuraciones y disefos de celda, la
eleccion dependera de los costos y caracteristicas del proceso que se requiere estudiar. En
el presente trabajo se utilizaron reactores de dos camaras o tipo H, ya que atn siguen siendo

dispositivos rentables para estudios a escala laboratorio.

Las CCMs de dos camaras estdn compuestas por: anodo, catodo, soluciones
electroliticas (anolito y catolito), membrana de intercambio catidonico (opcional) y un
circuito eléctrico o resistencia utilizada para unir los electrodos (ver Figura 1.2, en donde
se esquematiza el funcionamiento de estos dispositivos). El uso de la membrana catidnica,
permite mantener en compartimentos separados a los electrodos (dnodo y catodo); el
compartimento anodico se mantiene en condiciones anaerobias, mientras que el catddico es

expuesto al aire.

Separador (membrana de
intercambio cationico)

Figura 1.2: Esquema de operacion de celda de combustible microbiana de dos cAmaras.

La oxidacion de la materia orgénica catalizada por las bacterias ocurre en el
compartimento anddico, el proceso metabolico y la transferencia de electrones en el interior
de la célula, permite por un lado generar ATP y otra fraccion de electrones que son
transferidos al &nodo; ademas de un exceso de protones que difunden a la solucion. Una vez
que los electrones son transferidos al dnodo pasan a través del circuito eléctrico

(resistencia) hacia el catodo. En la camara catddica, los electrones se combinan con el
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oxigeno y con los protones que difunden del anodo (a través de la membrana de
intercambio cationico), dando como resultado la formaciéon de agua (Logan et al., 2006;

Zhao et al., 2009).

1.2.4 Microorganismos electroquimicamente activos.

Diversos estudios indican que la actividad metabolica mas similar a la transferencia
de electrones en SBM es la reduccion desasimilatoria de metales (Bond et al., 2002;
Chaudhuri et al., 2003; Bretschger et al., 2007). En ausencia de oxigeno, las bacterias
reductoras desasimilatorias de metal (DMRB por sus siglas en inglés) transfieren sus
electrones a un metal como el hierro o el manganeso, que actia como aceptor terminal de
electrones (Lovley, 1993). En una CCM, el hierro o el manganeso es sustituido por el
anodo, al cual las bacterias le transfieren los electrones generados debido a la oxidacion de
compuestos organicos; sin embargo, no todas las DMRBs son capaces de transferir
electrones hacia el anodo (Miller, 2008). Entre los tipos de reduccién de metales posibles,
la reduccion de hierro es el proceso mas cercano a lo que ocurre en una CCM. Dentro de las
especies de microorganismos que se han reportado con actividad reductora del electrodo se
encuentran Clostridium, Geobacter, Aeromonas, Rhodoferax, Desulfobulbus y Shewanella,
ya que todas estas son capaces de llevar a cabo la reduccion desasimilatoria de metales
-especialmente del hierro- (Bretschger et al., 2007). La transferencia de electrones inicia en
el interior de las células bacterianas, a través de un complejo sistema de acarreadores de
electrones y proteinas transmembranales del tipo citocromo, hasta llegar a la superficie del
anodo. En la Figura 1.3, se esquematizan los componentes involucrados en la transferencia

de electrones para bacterias del genero Geobacter sp. (Du et al., 2007).
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Figura 1.3: Principales componentes del proceso de transferencia de electrones de Geobacter sp. al
anodo en una CCM. En el proceso se involucran acarreadores de electrones como NADH, quinonas y
proteinas del tipo citocromos (Omc y PpC), modificado de Lovely et al., (2004).

La transferencia de electrones al anodo por bacterias electroquimicamente activas
se ha explicado mediante dos mecanismos (ver Figura 1.4): A) transferencia directa por
medio de estructuras bacterianas llamadas pilis y proteinas de membrana, y B) transferencia
indirecta, utilizando mediadores redox solubles enddgenos o exdgenos (quinonas,
flavonoides, etc) y/o mediante la conduccion a través de la matriz de exopolisacaridos

(EPS) de la biopelicula, (Logan, 2006; Lovley, 2008; Rittmann, 2008).
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Figura 1.4. Mecanismos de transferencia electrénica de bacterias electroquimicamente activas: A)
Directos -mediante proteinas de membrana y pilis bacterianos- y B) Indirectos -mediadores redox
endégenos o exogenos- (Logan, 2006; Lovley, 2008; Rittmann, 2008).
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Ademas de las especies mencionadas, en estudios recientes se ha encontrado un
predominio de Gama proteobacteria, Beta proteobacteria, Rhizobial, y Clostridia en la
superficie de anodos (Lovley, 2008). La diversidad de microorganismos encontrados en
estos sistemas depende de la fuente de indculo, el sustrato utilizado y de las condiciones de

operacion de la celda.

Debido al alto costo operacional, el uso de cultivos puros no es practico, por lo que
se han estudiado diversas fuentes de in6culos mixtos. Los cultivos mixtos, provenientes de
suelo, aguas residuales, lodos anaerobios y sedimentos, contienen cantidades significativas
de bacterias electroactivas que se pueden utilizar como indculos rentables para CCM. Sin
embargo, en estos inoculos también estan presentes bacterias no electroactivas (por
ejemplo, bacterias metanogénicas, bacterias desnitrificantes etc.), las cuales consumen el
sustrato organico sin la generacion de electricidad. Por lo tanto, es importante determinar la
diferencia entre cultivos puros y cultivos mixtos en términos de los efectos sobre la
generacion de energia y las caracteristicas electronicas de la CCM (es decir, resistencia
interna, eficacia coulombica, la eficiencia de conversion de energia). Otro efecto importante
relacionado al tipo de indculo en CCM, es la formacion de biopeliculas electroactivas sobre
los electrodos, ya que al utilizar el cultivo mixto, se tendrd una mayor diversidad de
microorganismos. Si bien no todas las bacterias participan de forma activa en la generacion
de electricidad, se ha demostrado que estos indculos remueven una mayor cantidad de
materia organica, por lo que pueden ser utilizados para estudios de remociéon de

contaminantes en aguas residuales (Chae et al., 2009).

1.2.5 Biopeliculas electroquimicamente activas.

Uno de los procesos cruciales para la transferencia de electrones en la CCM, es la
adhesion de las bacterias a la superficie del &nodo en forma de biopeliculas
electroquimicamente activas (BEAs). Este proceso ocurre espontaneamente, debido a
interacciones electrostaticas, rugosidad del anodo y sustancias poliméricas excretadas por

las bacterias al entrar en contacto con la superficie del electrodo. Sin embargo, el proceso
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es lento ya que puede tardar de 4 a 103 dias dependiendo del inoculo, material del

electrodo, catodo, condiciones de operacion, sustrato, etc. (Wang et al., 2009a).

Debido a que los tiempos de maduracién de las BEAs pueden ser muy largos, se han
propuesto metodologias para favorecer la adhesion de las bacterias a la superficie del
electrodo. A estos métodos se les denomina en conjunto procesos de aclimatacion al anodo.
Seglin, Babauta et al., (2012) existen 4 procesos para aclimatar cultivos al dnodo y formar

BEASs maduras:

1) Circuito cerrado: consiste en conectar una resistencia externa entre el bioanddo
en formacioén y el catodo, para mantener el circuito cerrado.

2) Circuito abierto: los electrodos se mantiene desconectados.

3) Potencial de celda controlado: consiste en aplicar un potencial determinado,
entre el bioanddo y el catodo.

4) Potencial de electrodo controlado: en este caso se aplica un potencial constante

de polarizacion entre el bioanddo y un electrodo de referencia.

Dentro de estas metodologias, el potencial de electrodo controlado, ha demostrado
ser de los mas eficientes, con un menor tiempo de aclimataciéon al &nodo.
Convencionalmente, los potenciales aplicados a los danodos, mas utilizados son de 0.1 V' y
0.2 V vs Ag/AgCl, con los que se ha logrado obtener buenos desempefios en CCM, ademas
de que permite estabilizar en un menor tiempo la BEA (Harnisch et al., 2013; Wang et al.,

2009a).

Como se ha visto hasta ahora, existen diversos factores que repercuten en el
desarrollo y electroactividad de las BEAs. En la siguiente seccion se exploraran los
materiales que se han utilizado como electrodos para el desarrollo de BEAs vy

contraelectrodos o catodos.
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1.2.6 Materiales de carbon utilizados como electrodos en CCM.

Los materiales utilizados como electrodos en CCM deben poseer las siguientes
propiedades: biocompatibilidad, buena conduccion eléctrica, quimicamente estables,
elevada resistencia mecdnica y de bajo costo. Los materiales a base de carbon cumplen
todos estos requerimientos, convirtiéndose en la opcidn méas viable en estudios
bioelectroquimicos. A continuaciéon se describen las principales caracteristicas de

materiales carbonaceos anddicos y catddicos:

a) Materiales carbonaceos anddicos.

Existe una gran variedad de configuraciones de materiales a base de carbon que
pueden ser utilizados como anodos (ver Figura 1.5), dentro de las cuales se encuentran
materiales empacados, fibras de carbon en forma de cepillo y materiales de estructura
plana. En este ultimo grupo es donde se encuentra una mayor variedad de materiales, por
ejemplo: fieltro de carbon, papel de carbon, malla de carbdon, placas de grafito y tela de

carbon (Kumar et al., 2013).

H

Figura 1.5. Fotografias de diferentes materiales de carbon utilizados como anodos en CCM. A) papel de
carbdn, B) placa de grafito, C) grafito granular, D) carbén activado granular, E) tela de carbon, F)
malla de carbén, G) fieltro de carbon, H) carbo6n vitreo reticulado y I) fibras de carbon en forma de

cepillo. Tomada de Wei et al., (2011).

Debido a la gran diversidad de materiales que pueden ser utilizados en estudios
bioelectroquimicos, resulta muy complejo comparar sus desempefios en SBM, para poder

hacerlo es necesario considerar su origen, el disefio de la celda, asi como el sustrato y la
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fuente del in6culo. Dentro de este marco, los materiales de estructura plana, ofrecen ciertas
ventajas en comparacion con las otras configuraciones. El uso de materiales planos permite
la aplicacion de técnicas electroquimicas, mediante las cuales es posible explicar los
fenomenos de transferencia electronica y de transferencia de masa que ocurren antes y
después de la formacion de la BEA, y que constituyen las etapas fundamentales de un

mecanismo de reaccion electroquimico.

b) Materiales carbonaceos catdédicos.

El catodo limita considerablemente el desempefio de la CCM, por lo que su eleccion
representa un paso importante al realizar un estudio bioelectroquimico. La mayoria de los
materiales antes mencionados como &nodos, pueden ser utilizados como catodos, la
eleccion del mismo dependera de la configuracion del sistema; es decir, si se utiliza una
CCM de dos camaras, o de una sola camara. En una celda de dos camaras el catodo se
encuentra sumergido en la solucion electrolitica, mientras que en la celda de una camara el
catodo permanece expuesto directamente al aire. Los catodos sumergidos son construidos
de materiales como papel carbon, tela de carbon o fieltro de carbdon, entre otros y su
desempetio estd limitado por la solubilidad del oxigeno en el catolito. Los catodos al aire,
consisten en materiales a los que se les aplican capas de compuestos conductores que al
estar expuesto directamente al aire incrementan considerablemente el desempefio de la

CCM (Zhou et al., 2011).

En los sistemas utilizados para el desarrollo experimental de este trabajo, se utilizo
un catodo sumergido, por lo que no se esperan los mejores rendimientos en la generacion
de corriente y por lo tanto solo son comparables con sistemas de caracteristicas similares.
Ademas de que no se usa platino, un material ya conocido como buen electrocatalizador de

la reaccion de reduccion de oxigeno.
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1.2.7 Modificaciones superficiales de dnodos.

Recientemente, se han implementado diversas modificaciones a los materiales
anodicos, con la finalidad de facilitar la adhesion bacteriana e incrementar la transferencia
electrénica. Los métodos de tratamiento incluyen: a) tratamientos fisicos y quimicos
superficiales, b) adiciéon de capas de materiales altamente conductores y c¢) formacion de
compositos grafito-metal. La eleccion del método dependera del objetivo principal del

estudio y del balance de costos del proceso (Wei et al., 2011).

Los tratamientos superficiales, especialmente los métodos fisicos, han mostrado
mejoras importantes en el desempefio de SBM a costos de produccidn bajos. Tal es el caso
del tratamiento térmico, en el que los &nodos son sometidos a altas temperaturas, desde 450
hasta 650 °C durante cortos periodos de tiempo (30 min). En la Tabla 1.2, se muestran los
estudios en los que se ha realizado este tratamiento, lograndose mejoras en los rendimientos
de las CCM, los cuales van desde el 3% hasta el 200% en la densidad de potencia

alcanzada.

Tabla 1.2: Caracteristicas de los sistemas y mejoras en los desempeiios obtenidos en CCM
con la modificacién térmica de dnodos.

Temperatura
S :
. (°C)/ tiempo Fuente de | Configuracion Efecto en el .
Material base de y ~ Referencia
. indculo de CCM desempeiio
tratamiento
(min).
Bacterias
pre- Celda de una sola | Incremento del 3% (Wang et al
Malla de carbon 450/30 aclimatadas | camara (catodo al | en la densidad de ) O§9b) °
de una CCM aire) potencia. 22% EC.
activa.
Flbre}s de Aguas Celda de una sola Incre(r)nento del
carbon en . , , 25%en la (Feng et al.,
450/30 residuales camara (catodo al .
forma de domésticas aire) densidad de 2010)
cepillo ) potencia. 20% EC.
Lodos Incremento del
. anaerobios Celda de dos 200% en la (Cai et al.,
Tela de carbon 450730 de reactor camaras. densidad de 2012)
UASB potencia.
Aguas Incremento del
o
Tela de carbon 636 /30 residuales - .78 /o en’la. (Cercado et
domésticas corriente maxima. al., 2013a)
241 % EC
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Los resultados de los trabajos mostrados en la Tabla 1.2, indican que el incremento
en el desempeno de las CCM puede ser atribuido a modificaciones en la superficie de los
electrodos, generando una mejor adhesion bacteriana debido a un incremento en la relacion
de N/C en la superficie del 4nodo (Cai et al., 2012). Por otro lado, Wang et al., (2009b)
relacionaron el cambio en la densidad de potencia, a modificaciones en la actividad
electroquimica de los electrodos, originadas por un aumento del 190% en el area
electroquimicamente activa y del 44% en los coeficientes de transferencia de carga, como
resultado del tratamiento térmico a los electrodos de tela de carbon. Para calcular el area
electroquimicamente activa y los coeficientes de carga, utilizaron la voltamperometria
ciclica en una solucién de ferrocianuro de potasio. Adicionalmente se han realizado
estudios de espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS, por sus siglas en inglés),
que permiten determinar la capacitancia del material, la resistencia a la transferencia de

electrdn, la resistencia asociada con procesos de transporte de masa por difusion.

A continuacion se describird, brevemente el fundamento de la voltamperometria
ciclica y de un estudio de espectroscopia de impedancia electroquimica, tanto para el

estudio de electrodos desnudos, como de biopeliculas electroquimicamente activas.

a) Voltamperometria ciclica:

La voltamperometria ciclica (VC) es una técnica basica en estudios electroquimicos,
en la que se realiza un barrido de potencial (E) en direcciéon anoddica o catddica,
obteniéndose una respuesta en corriente (i). Es utilizada para investigar los mecanismos de
transferencia electronica asi como para evaluar el desempefio de los materiales anddicos en
SBM (Fricke et al., 2008). Los experimentos de VC, requieren generalmente de un arreglo
de tres electrodos, en la que el material de estudio (anodo) es usado como electrodo de
trabajo (ET); otro electrodo se utiliza como contraelectrodo (CE) y ademas se utiliza un
electrodo testigo o de referencia (ER). Los resultados de un estudio voltamperométrico, se

muestran mediante graficas de corriente (i) VS potencial (E), llamadas voltamperogramas,
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como la que se muestra en la Figura 1.6; donde se presenta la respuesta voltamperométrica

reversible del ferrocianuro de potasio (K4[Fe(CN)g]).

0.4 Fe(CN)s" ——3 Fe(CN)¢ + e
Ep

EP... Fe(CN)¢" + & — > Fe(CN)g"
* . T ' T % T * T LS 1
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
E (vs Ag/AgCIVKCl(sat')
Figura 1.6: Respuesta voltamperométrica del K [Fe(CN)¢] y su proceso electroquimicamente reversible,
donde se muestran los parametros voltamperométricos mas importantes: potenciales de pico (Ep),
corrientes de pico (ip) y la diferencia de potencial de pico (AEp).

Por otro lado, es posible obtener una serie de parametros voltamperométricos que
podrian correlacionarse con las modificaciones originadas por el tratamiento realizado a los
electrodos, como la presencia de grupos oxigenados con actividad redox como las quinonas

(Zoski, 2007).

Otra de las aplicaciones de la VC, es en el estudio de BEA, en donde los picos de
oxidacion/reduccion de la respuesta voltamperométrica se asocian con la presencia de
mediadores redox y/o a la actividad de las proteinas del tipo citocromo. En la Figura 1.7 (A
y B) se muestra la respuesta voltamperométrica obtenida por Fricke et al., (2008), en el
estudio de biopeliculas de Geobacter sulfurreducens, mientras que en la Figura 1.7 C se
presenta la respuesta obtenida en un bioanddo con una comunidad microbiana mixta
obtenida por Rabaey et al., (2004), donde se evidencia la presencia de compuestos con

actividad redox endogenos.
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Figura 1.7: Respuesta voltamperométrica de biopeliculas electroquimicamente activas. A) y B) cultivo
puro de Geobacter sulfurreducens, el voltamperograma fue obtenido en el medio cultivo sin sustrato, a
una velocidad de barrido de A) 50 mV sy B) 1 mV s™, tomada de Fricke et al., (2008). La respuesta C),
se obtuvo con un bioanédo originado por un cultivo microbiano mixto sin adicion de mediadores redox,
las lineas punteadas indican la relacion entre los picos correspondientes a compuestos con actividad

redox endogenos (Rabaey et al., 2004).

B) Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS).

Los estudios de impedancia electroquimica consisten en aplicar pequeias
perturbaciones eléctricas al electrodo midiendo su respuesta a diferentes frecuencias. Las
perturbaciones tienen que ser lo suficientemente pequefias como para obtener una relacion
corriente-potencial lineal. Los experimentos de EIS comprenden los siguientes pasos: 1) la
celda electroquimica se somete a perturbaciones eléctricas de baja amplitud de forma
periddica (usualmente sinusoidal), 2) se obtiene una respuesta eléctrica a lo largo de un
intervalo de frecuencias de la perturbacion, 3) se elabora un circuito eléctrico equivalente y
4) por ultimo se relacionan los componentes del circuito eléctrico equivalente con las
caracteristicas fisicas y quimicas del sistema electroquimico. En los circuitos eléctricos
convencionales, la impedancia de una celda electroquimica (Z) se define con la siguiente

ecuacion (Zoski, 2007):
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E
Zeol = -Lel (11)
Leel

Donde E es el voltaje a través de la celda e 1., €s la corriente que circula por la
celda. Las mediciones de EIS permiten estudiar los mecanismos de transferencia
electronica, fenomenos de transferencia de masa y la distribucion de propiedades
heterogéneas, tanto en electrodos desnudos como en los que se ha formado una BEA. Una
de las principales aplicaciones es en la determinacion de la resistencia interna en CCM,
utilizdndola como un pardmetro para mejorar el disefio de las celdas (Dominguez-Benetton
et al., 2012). En la Figura 1.8 se muestran los graficos de Nyquist y Bode con las

respuestas de impedancia.

b)
ez Ohe a) Log!Z!(Okm 8 Begreen
1Z1=VCdI\$— 90°
%5 max Phase angle
Re+Rct| /
- @ 1ZI . Impedance Modulus
1Y |
W=mn ﬁg { =0 /
> Re]
0y Rat ReZ (Ohm) .= . . B
Re Loga=0 Log Frequency Range Hz)

Figura 1.8: Respuesta tipica de impedancia. a) Grafico de Nyquist: eje de la componente real de la
impedancia (ReZ) vs el negativo de eje de la componente imaginaria de la impedancia (-ImZ), b)
grafico de Bode: angulo de fase (©) y médulo de la impedancia (|Z]) vs la frecuencia (®) como una
variable independiente (Dominguez-Benetton et al., 2012).

1.2.8 Parametros para evaluar el desempefio de CCM.

El potencial de los electrodos (dnodo o catodo) se determina midiendo el voltaje
contra un electrodo con potencial conocido, que se denomina electrodo de referencia. El
electrodo de referencia mas utilizado en experimentos bioelectroquimicos es el electrodo de
referencia de Ag/AgCl, debido a su estabilidad y no toxicidad. En una solucién saturada de
KCl a 25 °C el ER de Ag/AgCl tiene un potencial de +0.197 V vs el electrodo normal de
Hidrégeno (NHE) (Bard and Faulkner, 2001).
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El rendimiento global de una CCM puede ser evaluado de diferentes maneras,
principalmente por la potencia de salida y la eficiencia coulémbica. La potencia de salida,

se calcula mediante la siguiente ecuacion:

P = IECCM (12)

Normalmente el voltaje de la celda (Eccm) es medido a través de una resistencia

externa fija (Rext), mientras que la corriente es calculada a partir de la ley de Ohm:

ECCM
I= (13)
Rext

Entonces la potencia es calculada como:

(14)

Generalmente el valor de la potencia de la CCM se normaliza con alguna
caracteristica del reactor, con la finalidad de realizar comparaciones con otros sistemas. En
la literatura es comin que esta se encuentre en referencia al area proyectada del anodo,
debido a que en este electrodo es donde ocurren todas las reacciones bioldgicas. Sin
embargo otros autores sugieren al catodo, ya que regularmente el proceso es limitado por el
proceso de reduccion. Para relacionar la potencia con el 4rea de los electrodos se utilizan

las siguientes ecuaciones:

EZ EZ
CCM CCM (1 6)

Py, = (15) Peoe =

Rext- AAn Rext- ACat
Donde Pany Pcat, son las densidades de potencia (W m'z) del anodo y catodo
respectivamente, mientras que Aany Aca, representan las areas del &nodo y catodo.
También es posible normalizar la potencia con el volumen del reactor (V), al sustituir el

area por el volumen en las ecuaciones anteriores (Logan et al., 2006).
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La potencia maxima alcanzada por una celda se determina mediante curvas de
potencia y de polarizacion. Las curvas de polarizaciéon y potencia son las principales
herramientas para analizar y caracterizar celdas de combustible. Una curva de polarizacion
es utilizada para caracterizar la corriente como una funciéon del voltaje. Al cambiar la
resistencia externa del circuito se obtendrd un nuevo valor de voltaje y el correspondiente
en corriente, mediante el calculo con la ecuacion 13. Por lo consiguiente, para obtener la
curva de polarizacion se utiliza una serie de resistencias externas, midiendo el voltaje en

cada resistencia, como se muestra en la Figura 1.9 A (Logan, 2008).

—
(s ]
0.7 f - 1 : > Curva de polarizacion 800 =
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Resistencia externa (ohm) Densidad de corriente (mA cm™)

Figura 1.9. A) curva de polarizacion valores del voltaje de la celda se obtienen al cambiar la resistencia
externa en el circuito y B) curva de potencia o de densidad de potencia, correspondiente a los valores de
voltaje medidos, tomada de Logan, et al., (2008).

La curva de potencia o de densidad de potencia, se calcula a partir del voltaje
medido, mediante la ecuacién 14 o con las ecuaciones 15 y 16. Mediante esta curva es
posible determinar la potencia maxima alcanzada por la celda en un tiempo determinado

(ver Figura 1.9 B).

Las curvas de polarizacion se dividen en tres zonas (ver Figura 1.10): a) zona de
pérdidas por activacion, al inicio desde el potencial de circuito abierto (OCV) a corriente
cero, b) zona de pérdidas 6hmicas, en esta zona el voltaje cae lentamente y la caida tiene un

comportamiento lineal con la corriente y ¢) zona de pérdidas por concentracion, en la que el
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voltaje cae rapidamente a valores de corriente altos; esta zona esta dominada por procesos

de transferencia de masa (Logan, 2008).

1.2
E° cel
e 1 (1(y Region 1: Perdida rapida de voltaje a bajas corrientes
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Figura 1.10: Curva de polarizacion, en donde se muestran 3 regiones con los procesos que contribuyen
a una pérdida o reduccion de la corriente util. Tomada de Logan, et al., (2008).

La medicion del voltaje de circuito abierto (OCV) es el méximo voltaje que puede
obtenerse con el sistema, con las limitantes impuestas por los cultivos bacterianos y el
potencial de circuito abierto (OCP) obtenido por el catodo, este puede medirse directamente

con ayuda del potenciostato o un multimetro.

Otro parametro utilizado para presentar el desempefio de la CCM es la eficiencia
coulombica (Cg) , que se define como la fraccion o porcentaje de electrones recuperados y
asociados con la carga (coulombs) contra los coulombs maximos obtenidos si todo el

sustrato es removido. Matematicamente la Cg se define como:

Cp (Coulombs recuperados)
Cr (Coulombs en el sustrato)

Donde C, representa el total de coulombs obtenidos (1 ¢ = 1 Ampere.seg), calculados
mediante la integral de la corriente a lo largo del tiempo y Ct, la cantidad de coulombs
tedricos que pueden obtenerse si todo el sustrato removido genera corriente. Cy se calcula,

mediante la siguiente ecuacion:
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F.b;.S;v
Ti = Tt (18)
donde la especie i = (a) acetato, (p) propionato o (b) butirato, F es la constante de Faraday
(96485C/mol.e), b es el nimero de moles de electrones producidos por mol de sustrato, en
el caso de los sustratos que se probaron en este estudio: by =8, bp=12 y by= 20 (ver
reacciones en Tabla 1.1). S;, representa la concentracion del sustrato y M; el peso

molecular del sustrato (Ma = 60.05, M, = 74.08 y My, = 88.11) (Jeong et al., 2008).

1.2.9 Aplicaciones de las CCM.

Las CCM se encuentran en un proceso continuo de investigacion y desarrollo. La
intensa investigacion que se ha venido realizando por diversos grupos de investigacion a
nivel mundial, ha logrado grandes avances en el desarrollo de las CCM y se han encontrado

usos alternativos para esta tecnologia.

Recientemente, el tratamiento bioelectroquimico de aguas residuales ha emergido
como una tecnologia potencialmente interesante para la produccion de energia a partir de
aguas residuales. Los microorganismos electroquimicamente activos son capaces de
transferir electrones extracelularmente y pueden usar este mecanismo para transferir
electrones a un electrodo mientras oxidan la materia orgédnica presente en las aguas

residuales.

Las aguas residuales provenientes de la industria, la agricultura y de uso doméstico
contienen materia organica disuelta que requiere ser removida antes de ser descargada al
ambiente. Actualmente, existen procesos para remover los contaminantes organicos
presentes en aguas de desecho, la mayoria de estos procesos son tratamientos aerdbicos, los
cuales consumen grandes cantidades de energia en el proceso de aeracion. Sin embargo, el

tratamiento de aguas residuales ha empezado a ser reconocido como una fuente renovable
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para la produccioén de electricidad lo cual podria emplearse para el mismo proceso de

tratamiento de efluentes (Aelterman et al., 2006, Logan & Reagan, 2006).

Ademas de la generacion de energia eléctrica en las CCM y la produccién de
hidrogeno en las CEM, los SBM pueden ser utilizados para la remociéon de contaminantes
recalcitrantes y emergentes. Convirtiéndose en alternativas sustentables para el tratamiento

de efluentes contaminados, con la posibilidad de generar energia en el mismo proceso.

1.3 Remocion de contaminantes emergentes en CCM y Naproxeno sédico como

contaminante emergente.

Los SBM pueden ser utilizados como una alternativa final en el tratamiento de
contaminantes recalcitrantes o como parte de una etapa de pretratamiento. Un gran nlimero
de contaminantes han sido investigados como sustratos en SBM, dentro de los cuales se
encuentran: nitrobenceno, piridina, colorantes (rojo congo, naranja acido-7), indol, 4-
clorofenol, tricloroetano, 1,2-dicloroetano. Sin embargo, existen muy pocos reportes sobre

la aplicacion de SBE en la remocion de contaminantes emergentes (Huang et al., 2011).

Los contaminantes emergentes organicos o también llamados microcontaminantes,
son compuestos organicos traza de origen antropogénico, que presentan alta recalcitrancia.
La mayoria de estos compuestos son bioldgicamente activos, alin a concentraciones de ng/L
o ug/L. Dentro de este grupo de contaminantes se encuentran: plaguicidas, herbicidas,

disruptores endocrinos y los productos de higiene personal, farmacos, fragancias, etc.

Las descargas a cuerpos de agua de farmacos, provenientes de plantas farmacéuticas
asi como de su aplicacion en la medicina humana y veterinaria, colocan a los farmacos
como contaminantes emergentes con altos riesgos ecotoxicoldgicos. Muchas de estas
sustancias solo son removidas parcialmente en las plantas de tratamiento, por lo que llegan
intactas al ambiente. Ademads, algunos subproductos de su degradacion, son mds toxicos y

persistentes que los precursores, como los fotoproductos de la prednisona (DellaGreca et
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al., 2003). Bajo este contexto, los SBM se han utilizado como una alternativa en el

tratamiento de contaminantes emergentes del tipo farmacéutico.

Existen pocos antecedentes de la aplicacion de CCM en el tratamiento de
contaminantes emergentes. Por ejemplo, la degradacion de penicilina fue estudiada en una
CCM de una sola camara usando como co-sustrato glucosa a una concentracion de 1 g L™,
obteniendo una densidad de potencia maxima de 101.2 W m™ con una mezclade 1 gL' de
glucosa + 50 mg L™ de penicilina y una degradacion del 98% en 24 h (Wen et al., 2011b).
Por otro lado la degradacion del antibidtico ceftriaxona de sodio, también fue estudiada en
una CCM de una sola cdmara, utilizando como co-sustrato glucosa a una concentracion de
1 gL, con una generacion maxima de densidad de potencia de 113 W m™ y una remocion

del 91% en 24 h (Wen et al., 2011a).

Hasta ahora los farmacos pertenecientes al grupo de los antibidticos han sido los
mas estudiados en procesos de remocion bioelectroquimica. Sin embargo los farmacos
pertenecientes al grupo de los anti-inflamatorios no esteroideos (AINES), se encuentran a
menudo dentro de los contaminantes mas persistentes y toxicos en el ambiente. Aunado a
esto, los AINES son uno de los grupos de farmacos mas ampliamente distribuidos y
utilizados a lo largo del mundo. Algunos de los miembros mas importantes de este grupo

son: ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco, ketoprofeno, etc (Méndez-Arriaga et al., 2008).

Dentro de este grupo el naproxeno sodico ha sido detectado en plantas de
tratamiento de aguas residuales domésticas en concentraciones de pug L7, y en rios y
cuerpos de agua superficiales también ha sido detectado. En México su consumo es de
aproximadamente 1g per cépita al afio, lo que se traduce en grandes cantidades desechadas
al ambiente. Siemens et al., (2008), encontraron que las concentraciones de naproxeno en el
efluente del Valle del Mezquital, Estado de. México, podrian ser mayores 1 pg L',
colocando al naproxeno junto a otras sustancias como un potencial riesgo de contaminacion

de aguas subterraneas.
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Alguno de los métodos hasta ahora utilizados para el tratamiento de efluentes
contaminados con naproxeno y otros residuos farmacéuticos son tecnologias que a menudo
requieren un consumo considerable de energia y/o productos quimicos, por ejemplo, la
cloracion, la irradiacion UV, nanofiltracion, ozonizacion, filtracion con carboén activado,
biofiltracion y la descomposicion electroquimica usando electrodos de diamante dopado

con boro (Klavarioti et al., 2009; Méndez-Arriaga et al., 2008; Reungoat et al., 2011).

De forma simultanea, se han propuesto los SBM, propiamente en su modalidad de
celdas de combustible microbianas (CCM), como alternativas sustentables para el
tratamiento de estos residuos. En diversos estudios se ha logrado de forma exitosa acoplar
el proceso de generacion de energia eléctrica y remocion de microcontaminantes, hasta
ahora los compuestos estudiados incluyen: antibidticos (sulfonamidas, penicilina y
ceftriaxona de sodio) y hormonas (estrogenos) (Harnisch et al., 2013; Kiran Kumar et al.,

2012; Wen et al., 2011a, 2011b).
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1.4 Justificacion.

Mediante la integracion de un proceso bioldgico y la oxidacion/reduccion
electroquimica, los SBM, han surgido como una promisoria tecnologia con creciente interés
cientifico. Ademads, son tecnologias de bajo costo, ambientalmente sostenibles, con bajos
requerimientos operacionales y con la posibilidad de generar productos de valor agregado

como energia eléctrica, combustibles y productos quimicos.

Su aplicaciéon en procesos de biodegradacion de contaminantes emergentes, atin es
incipiente, considerando el dafio al ambiente generado por los microcontaminantes,
especificamente los de origen farmacéutico. Por otro lado, las plantas de tratamiento
actuales no estdn disefiadas para el tratamiento de este tipo de residuos, por lo que es

necesario investigar la viabilidad de otros sistemas, como lo son las CCM.

Los analgésicos son ampliamente consumidos tanto en la medicina humana como en
la veterinaria y los residuos de estas sustancias aun no tienen una regulacion, siendo
desechados de forma indiscriminada en el ambiente tanto por la industria como en los
hogares. Por lo anterior, el presente trabajo plantea el uso de una CCM en la remocion de
un microcontaminante del tipo farmacéutico, naproxeno sodico, para lo cual se
desarrollaran biopeliculas electroquimicamente activas en CCM, sobre electrodos de tela de
grafito modificados térmicamente. Mediante el tratamiento térmico se espera obtener
biopeliculas con una mayor actividad electroquimica en un menor tiempo, las cuales

puedan ser evaluadas para la remocion del naproxeno sodico.
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1.5 Hipéotesis.

El tratamiento térmico de los anodos incrementara su desempefio electroquimico y
favorecera la biotransformaciéon de naproxeno sdédico en celdas de combustible

microbianas.

1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo general.

Evaluar la remocion de naproxeno sodico acoplada al proceso de generacion de
energia eléctrica en celdas de combustible microbianas, utilizando anodos tratados

térmicamente.

1.6.2 Objetivos especificos.

- Determinar las propiedades fisicoquimicas y electroquimicas de los materiales de
grafito utilizados como anodos en los SBM.

- Determinar el efecto del tratamiento térmico en el desempefio de la CCM, utilizando
una mezcla de acidos grasos volatiles como sustratos primarios.

- Estudiar la formacion de biopeliculas electroquimicamente activas mediante la
aplicacion de potenciales anddicos constantes de 0.1 V.

- Determinar el efecto del sustrato y el potencial anddico en la remocion del
naproxeno sodico.

- Caracterizar los SBM mediante técnicas electroquimicas: espectroscopia de
impedancia electroquimica y voltamperometria ciclica.

- Evaluar la remocién de naproxeno sodico en los sistemas con biopeliculas
generadas de manera espontanea en CCM y de manera asistida aplicando potencial

constante de 0.1 V.
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Capitulo II. Materiales y Métodos.
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(sin tratamiento y modificados
termicamente).
N
e ™)
L C terizacid Estudios en celdas de combustible
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2. Materiales y métodos.

La metodologia que se siguid para llevar a cabo el presente trabajo, se dividio en
dos secciones principales: a) estudios abidticos y b) estudios bidticos. En las secciones 6.1
y 6.2 se describen los materiales y métodos, utilizados en los estudios abidticos y bidticos

(respectivamente).
2.1 Estudios abidticos.
2.1.1 Reactivos.

Los diferentes compuestos quimicos utilizados en el desarrollo experimental de este

trabajo se enlistan en la Tabla 2.1:

Tabla 2.1: Especificaciones de los compuestos quimicos utilizados en la metodologia
experimental.

Nombre compuesto Formula Especificaciones

Sal del anion complejo

K4Fe(CN)s . 3H,0O ferrocianuro y el cation

potasio; marca Aldrich con una
pureza del 98.5%.

Ferrocianuro de potasio
o hexaciano ferrato de
potasio (II) trihidratado.

C,4H,40;Na Farmaco que pertenece al

e grupo de los AINES

Acido (S)-2-(6-metoxi-2- : oNa (Antinflamatorios no
naftilpropanoico o esteroideos). El naproxeno
naprogen% sodico 5 utilizado fue de la marca

HsCO Aldrich, con una pureza del

98%, peso molecular de 252.24
g mol” y un pKa de 4.2.

Sal utilizada como electrolito
Nitrato de potasio KNO; soporte en todos los

experimentos electroquimicos.

Nota: El resto de las sustancias utilizadas se describen en las secciones correspondientes.
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2.1.2 Material de electrodos y tratamiento.

El material que se utilizd para fabricar los dnodos fue tela de grafito y para los
catodos fieltro de grafito, ambos adquiridos a través de la empresa ROOE, S.A de C.V. las

especificaciones técnicas de los materiales se muestran en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2: Especificaciones técnicas de la tela y fieltro de grafito, utilizados para la
fabricacion de los dnodos y catodos, respectivamente.

Propiedad Tela de grafito Fieltro de grafito
Densidad (g cm™) 1.38-1.56 0.08-0.09
Area superficial (m” g 1 0.65
Ceniza (%) 0.5 max. 0.025
Esfuerzo a la tension (kg cm™) 11.5 2.3
Resistividad (Q cm™) 0.054-0.093 -
Espesor (mm) 0.6 6.4
Tejido Liso -

. El tratamiento de la tela de grafito consistido en un calentamiento en mufla a 630°C
durante 30 min. El fieltro de grafito fue utilizado sin realizar ninguna modificaciéon o
tratamiento Todas las pruebas descritas a continuacion se realizaron en tela de grafito sin

tratamiento (ST) y tratada térmicamente (TT®).

2.1.3 Caracterizacion Fisicoquimica.

La caracterizacion fisicoquimica de los dnodos, consistid en las determinaciones de

area superficial y grupos funcionales (sitios activos):

a) El area superficial, el didmetro y el volumen de poro se determinaron mediante
isotermas de adsorcion y desorcion de nitrogeno (N,) a 77 K con el equipo de
fisisorcion ASAP 2020 (Micromeritics). El tamafio de los poros se evalu6 en base a
la clasificacion de la IUPAC: a) microporos con un didmetro interno menor de 2nm,

b) mesoporos, entre 2 y 50 nm y ¢) macroporos mayor de S0nm.

b) Determinacion de grupos funcionales mediante titulaciones Boehm: se basa en

titulaciones acido-base, utilizando la cantidad de 0.1 g del material en 25 mL de
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solucion neutralizante, los cuales se colocaron en tubos de propileno de 50 mL, se
sellaron y se dejaron en agitacién constante a 150 rpm durante 5 dias. Pasado el
tiempo, la solucion se filtro y se tituld con una solucion de HCl 0.1 N o con
solucion de NaOH 0.1N. Mediante la titulacion con HCI 0.1N se detectan grupos
basicos; mientras que con NAOH 0.N se determinan grupos con caracteristicas

acidas.

Las metodologias en extenso asi como las ecuaciones utilizadas para cada una de las

determinaciones se encuentran en el anexo 5.2.4y 5.2.5.

2.1.4 Estudios electroquimicos.

Los electrodos de trabajo (ET) se elaboraron utilizando telas de grafito (con y sin
tratamiento térmico) y alambre de titanio con un grosor de 0.81mm con el que se realizaron
las conexiones. La nomenclatura que se utilizard para denominar a cada electrodo es la
siguiente: E-TT® (electrodo tratamiento térmico) y E-ST (electrodo sin tratamiento). Para
facilitar la manipulacion de la tela y aislar las conexiones, los electrodos fueron

plastificados, obteniendo electrodos rigidos con un 4rea expuesta de 0.385 cm? (Figura 2.1)

ER

ET \ Entrada de

ﬁ' gas (Ar)
! C i :E

A= 0.385 cm?

Figura 2.1: Esquema de electrodo de trabajo (ET) de tela de carbon plastificado (izquierda) y celda
conica (derecha) con arreglo de tres electrodos (ET: electrodo de trabajo, EA: electrodo auxiliar y ER:
electrodo de referencia).

Los experimentos electroquimicos fueron realizados con un potenciostato VSP

Modular de 5 canales (potenciostato/Galvanostato/EIS), de la marca Bio-Logic Science
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Instruments. El arreglo experimental consistié en un sistema de 3 electrodos, colocado en
una celda conica de vidrio de 50 mL. El sistema de referencia (ER) utilizado, fue un
electrodo de Ag/AgCl/KCl(sat) de la marca Radiometer Analytical, que se colocé en un
puente salino con la misma solucion electrolitica de trabajo correspondiente. Como
electrodo auxiliar (EA) se utilizd una barra de grafito conectada mediante un alambre de
cobre. Las soluciones en la celda conica fueron desoxigenadas utilizando un flujo de Argén
durante 10 min antes de iniciar los experimentos y entre cada determinacion (ver Figura

2.1).

Para comparar los resultados obtenidos con los anodos de tela de carbon, se utilizo
un electrodo de carbon vitreo como ET. El electrodo de carbon vitreo (E-Cvi) es un
electrodo con geometria plana y area aproximada de 0.071 cm?, por lo que fue utilizado
como referencia para tratar de determinar las areas electroactivas de las telas de grafito,

empleando un estandar electroquimico ferrocianuro de potasio.

A continuacion se describe la metodologia que se siguid para: a) determinacion de
area electroactiva, b) determinaciéon de actividad electrocatalitica y c) evaluacion de

potencial de oxidacion de naproxeno sodico (NPX) en medio acuoso.

a) Determinacion de area electroactiva de electrodos de tela de grafito mediante

cronoamperometria.

El é4rea electroactiva se determind6 mediante la técnica electroquimica de
cronoamperometria/cronocoulometria. Para lo cual se utilizd una solucion 10 mM de
K4Fe(CN)g en 1 M de KNO;. En este proceso se aplicdé un potencial de 400 mV vs
Ag/AgCl/KCl(sat) al ET a diferentes tiempos (t= 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 s). Este valor de
potencial se selecciond de la respuesta voltamperométrica que se muestra en la Figura 1.6
en la region donde el proceso de oxidacion del oxidacion del K4Fe(CN)g estd controlado
por la difusion. La respuesta obtenida al paso del potencial (400 mV), dio una corriente (i)

frente al tiempo (t), la cual esta caracterizada en la etapa inicial por la ecuacion de Cotrell:
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(18)

Donde, n es igual al nimero de electrones transferidos, F es la constante de Faraday,
A es el area del electrodo, C" es la concentracion de K4Fe(CN)g y D, el coeficiente de
difusion. El coeficiente de difusion se calculo utilizando el electrodo de carbon vitreo como
ET, obteniéndose un valor de 3.37 x 10°® cm® s”. Dada la ecuacion se esperaria que una
grafica de i vs t''? presente una relacion lineal cuya pendiente es igual nFACD"?*n™'2, de la

cual se obtiene un valor para el area en cm® del electrodo de trabajo.

b) Determinacion de actividad electrocatalitica del electrodo de tela de grafito

mediante voltamperometria ciclica.

La finalidad de este estudio fue la obtencién de parametros voltamperométricos
(Ipa/Ipc y AE) relacionados con la oxidacion electroquimica del estandar K4Fe(CN)g, sobre

las telas de grafito con y sin tratamiento térmico.

Para realizar el estudio voltamperométrico se utilizaron soluciones con K4Fe(CN)g
10 mM + KNO; 1 M como electrolito soporte. Todos los experimentos se realizaron en
soluciones saturadas de argon y a temperatura ambiente (25 °C). Las velocidades de

barrido a las que se realizaron los experimentos fueron: 1, 5, 25, 50 y 100 mV s,

Adicionalmente se efectuaron estudios voltamperométricos utilizando como
solucidn electrolitica, la solucion que se utilizaria en la cdmara anddica es decir el anolito
(ver composicion en seccion ) y en KNO; 1 M, para estudiar el efecto del tratamiento
térmico sobre las propiedades electroquimicas de los materiales de carbon. Las velocidades

de barrido a las que se llevaron a cabo los experimentos fueron: 1, 5,25, 50 y 100 mV s™.

¢) Oxidacion electroquimica de naproxeno sodico.
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Para determinar el potencial de oxidacion del naproxeno sédico (NPX) en medio
acuoso, se realizaron una serie de VC, utilizando una solucion 10 mM de NPX en 1 M de
KNOs; como electrolito soporte. La velocidad de barrido en estos experimentos fue de 5 mV

-1 . .y , q: , qe
s, tanto en direccion anodica como catodica.
2.2 Estudios bioticos en SBM.

2.2.1 Inoculo.

Como indéculo para todos los experimentos se utilizo, lodo proveniente del digestor
aerobio de lodos de una planta de tratamiento de aguas residuales domésticas, ubicada en el
parque Tangamanga I, de la ciudad de San Luis Potosi, S.L.P. La concentracioén de sélidos

suspendidos volatiles (SSV) en el lodo fue de 5.93 g L.

2.2.2 Electrodos.

Los electrodos que se utilizaron en los experimentos bioldgicos fueron elaborados
con la tela de grafito sin tratamiento y con tratamiento térmico, para el anodo y fieltro de
carbon como catodo. Ambos fueron adquiridos con la empresa ROOE, S.A de C.V. En
todas las conexiones de los electrodos se utilizo alambre de Titanio, con un grosor de 0.81

mm para el anodo y 2.0 mm para el catodo (Figura 2.2).

B
1 1

—— }—3—

)

Figura 2.2: Fotografias de los electrodos utilizados en las celdas de combustible microbianas: A) Anodo
de tela de grafito y B) catodo de fieltro de grafito.

Las especificaciones técnicas de la tela de grafito y el fieltro de grafito utilizadas, se

encuentran en la Tabla 2.2 (seccion 2.1.2).
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2.2.3 Diseiio de celdas de combustible microbianas (CCM).

Los SBM utilizados, consistieron en celdas de dos camaras, en donde se colocaron
los electrodos, anodo (camara anddica) y catodo (camara catddica), los cuales
permanecieron separados por una membrana de intercambio cationico. La membrana
cationica, fue del tipo Ultrex de la marca Membranes International Inc., modelo CMI-7000,

en la Tabla 2.3 se muestran las especificaciones técnicas del modelo utilizado.

Tabla 2.3: Especificaciones técnicas de la membrana de intercambio catiénico, modelo CMI-

7000.
Especificaciones técnicas CMI-7000
. . Membrana de intercambio catidénico de acido
Funcionabilidad
fuerte.

Estructura polimérica Gel de poli.es.til-reno reticulado con

divinilbenceno
Grupo funcional Acido sulfénico
Grosor (mm) 0.45+0.025
Resistencia eléctrica (Ohm.cm?) / 0.5 ml/L NaCl <30
Permselectividad(%) 94
0.1mol KCl/kg / 0.5ml KCl/kg
Capacidad de intercambio total (meq/g) 1.6=0.1
Permeabilidad de agua 3
(ml/hr/ft?)
Rango de estabilidad de pH 1-10

La activacion de las membranas se realizo, colocandolas en vasos de precipitados de
100 mL con 50 mL de solucion de NaCl al 1% a 40 °C en bafo maria durante 12 h. Esto se

realizd para todo el material utilizado en los diferentes SBM.

2.2.4 Anolito y catolito.

El medio mineral utilizado en la camara anodica denominado anolito, poseia la
siguiente composicion (g L™"): NH4CI (0.31), KCI (0.13), NaH,PO4 (2.69), Na,HPO, (4.33),
12.5 mL de solucion de vitaminas y 12.5 mL de solucién de elementos traza (ver Tabla

2.4), el pH se ajust6 a pH=7 con una solucion estandar de NAOH 0.1N o HCL 0.1N.

56



Tabla 2.4: Composicion de las soluciones de vitaminas y elementos traza, utilizadas en el
buffer de fosfatos o anolito.

Solucion de Vitaminas Solucion de elementos
traza
Compuesto gL' Compuesto gL’
Biotina 0.002 NTA 2.14
piridoxina HCI 0.01 MnCl,.4H,0 0.1
ac. pantotenico 0.005 ZnS0,.7H,O 0.2
ac. p-aminobenzoico | 0.005 FeSO,.7H,O 0.3
ac. folico 0.002 CuCL.2H,0 0.03
riboflavina 0.005 CoCl,.6H,0O 0.17
ac. nicotinico 0.005 NiSO,4.6H,O 0.005
B-12 0.0002 Na,MoO;, 0.005
Ac. tidctico 0.005 H;BO; 0.1057
Na,W0O,4.2H,0 0.0995
AIK(S04),.12H,0 0.02

El buffer utilizado en la cdmara catédica denominado catolito, tenia la siguiente
composicion (g L™): Na,HPO, (4.33), NaH,PO4 (2.69) y KCl (3.58), el pH final del medio
fue de 7.0 y se ajusto con una solucion estandar de NAOH 0.1 N o HCL 0.1 N.

El proceso de formacioén de la biopelicula electroactiva en las CCM se realizd
mediante la adicion de 10% V/V de lodos como indculo, en la camara anddica. La fuente de
carbono fue una mezcla de acidos grasos volatiles (AGVs): acidos acético, propidnico y

butirico, a una concentracion final de 500 mgpoo L™, cada acido en proporcion 1:1:1.

2.2.5 Operacion de las celdas de combustible microbianas (CCM):
a) CCM-ST y CCM-TT®:

Se utilizaron 2 reactores con un volumen de 60mL, elaborados con conexiones de
tuberia de policloruro de vinilo (PVC). En la Figura 2.3 se observan fotografias de dichos
reactores. Las dimensiones de los electrodos fueron: dnodo (2.0x2.0 cm) y céatodo (3.0x3.0
cm), con una separacion de 5.5 cm aprox. Los electrodos fueron conectados entre si,
mediante una resistencia externa de 1000 Q. Las CCM fueron alimentadas en lote,
permitiendo la evolucion de ciclos de generacion de potencia de celda. Al finalizar cada

ciclo se realizo el cambio de medio electrolitico en ambas camaras. El término de cada
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ciclo se determin6 al observar una caida en la potencia de celda, la cual fue calculada
mediante curvas de polarizacion, utilizando una serie de resistencias externas con valores
desde 50 KQ hasta 1 Q. Para realizar las mediciones las CCM se conectaron al
potenciostato, en modo de potencial de circuito abierto (OCV). El cambio del medio en la
camara anodica, se realizo en una camara anaerobia. La celda con electrodo sin tratamiento
se denomind CCM-ST mientras que la celda con electrodo tratado térmicamente se

denomind como CCM-TT®.

Figura 2.3: Fotografias de los dispositivos de PVC empleados como CCM: a) vista lateral y b) vista
superior de los reactores.

En estos sistemas se probaron los anodos sin tratamiento y con tratamiento térmico
(con duplicados de cada sistema), para seleccionar el &nodo con mejor desempefio, el cual

seria utilizado en la CCM a la que se le aplicaria un potencial constante de 0.1 V.
b) CCM con potencial constante de 0.1 V (CCM-0.1 V):
Para este modo de operacion se utilizd un reactor de vidrio con un volumen de
trabajo de 150 mL. En la Figura 2.4 se observa una fotografia de la CEM utilizada. Las

dimensiones de los electrodos fueron: anodo (2.5 x 2.5 cm) y catodo (3.5 x 3.5 cm). En la

camara anddica se colocd un puente salino para colocar dentro el ER Ag/AgCl/KCl(sat)
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que contuvo la misma solucidon anolito pero sin AGVs. La biopelicula electroactiva se

desarroll6 aplicando un potencial constante de 0.1 V vs Ag/AgCl/KCl(sat).

Figura 2.4: Fotografias de la CCM-0.1 V: a) celda de vidrio tipo H y b) cAmara anddica con arreglo de
ER de Ag/AgCl/KCl(sat).

El sistema se oper6 en lote, la duracion de cada ciclo se determiné al observar una
caida en la corriente o hasta que esta alcazaba el nivel de corriente inicial. Segin lo
reportado por Harnisch et al., (2013), se requieren de 3 a 4 ciclos de operacion para
considerar que se tiene una biopelicula madura, la cual puede ser expuesta al contaminante
de estudio. Este sistema fue monitorcado de forma permanente con el

potenciostato/galvanostato Bio-logic, utilizando la siguiente secuencia de experimentos:

1.- Potencial de circuito abierto (OCV), durante 2 h.

2.- Espectroscopia de impedancia electroquimica (PEIS), con las siguientes condiciones:
Frecuencia inicial: 100 kHz . Frecuencia final: 10mHz hasta 1 mHz.

3.- OCV durante 15 min.

4.- PEIS.

5.- OCV durante 15 min.

6.- PEIS.

7.- OCV durante 15 min.
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8.- Voltamperometria ciclica: se realizé un barrido a 1 mV s iniciando en el OCV anterior,
en un intervalo de 1 hasta -1 V iniciando el barrido en direccidon anddica y terminando en
direccion catodica el ciclo.

9.- OCV durante 30 min.

10.- Cronoamperometria: en esta técnica se aplicd el potencial anodico constate de 0.1 V

Ag/AgCl/KCl(sat).

Como se menciond anteriormente todos los sistemas fueron monitoreados con el
potenciostato, tal y como se muestra en la Figura 2.5. En el caso de las CCM el electrodo
auxiliar (EA) se utiliz6 como referencia para monitorear el voltaje producido y realizar las
técnicas electroquimicas como la voltamperometria ciclica e impedancia se coloc6 el ER de

Ag/AgCl/KCl(sat) en la camara anddica.

POTENCIOSTATO

Electrodo de
referencia (ER)

Membrana de
intercambio
cationico

Resistencia

F Y #

LA A AL
Electrodo de CC M-ST 0 TTO
trabajo (ET)

Electrode
auxiliar (EA)
Membrana de
Electrodo de intercambio
CCM-0.1V Elecirodo auxiliar trabajo (ET) catiénico

(EA)

Figura 2.5: Esquema del monitoreo de las celdas de combustible microbianas con el potenciostato.
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2.2.6 Cuantificacion de naproxeno sédico.

Posterior a la formacion de las biopeliculas electroactivas en los SBM (CCM y
CEM) se procedi6 a realizar los estudios de remocion del contaminante. Las
concentraciones que se utilizaron para evaluar la remocién del contaminante fueron: 5y 10
ppm. Para evaluar la remocion del NPX se utilizd espectroscopia UV-Vis, estableciendo
una curva de calibracion de 1 a 10 ppm. Mediante un barrido de exploracion se encontrd
que el NPX, tenia un pico méximo de absorcion a A=230 nm. Se tomaron muestras durante

los ciclos en cada sistema, evaluando la remocion.

Adicionalmente se utiliz6 cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplada a un
detector con arreglo de diodos (HPLC-DAD/FD), con las siguientes condiciones de

operacion:

e Columna: Synergi Hidro-RP

e Temperatura de columna: 30 °C

e Fase movil: Acetonitrilo (ACN). 0 min 30%ACN, 3 min 60%ACN, 5 min
70%ACN y 6 min 90%ACN

e Flyjo: 1 mLmin™
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Capitulo III. Discusion de Resultados.

3. Resultados y Discusion.

3.1 Efecto del tratamiento térmico en la superficie de los Anodos.

Para explicar las modificaciones originadas por el tratamiento térmico de las telas
de grafito, se utilizo el modelo propuesto por Menéndez et al., (1996), para la estabilizacion
de superficies de carbon posterior a un tratamiento térmico (AT). En la Figura 3.1, se
muestra dicho modelo, en el que la estructura A, representa las principales caracteristicas
en los bordes de un carbon cristalino con grupos pirenos y lactonicos (en la que no se
incluyen los grupos carboxilicos y fendlicos, debido a que estos sufren el mismo proceso
durante el tratamiento). Mediante el tratamiento térmico se elimina el oxigeno en forma de
CO; (a bajas temperaturas principalmente) y CO (a altas temperaturas), dando origen a la
estructura B), una estructura inestable con dtomos de carbono insaturados en los bordes, los
cuales son susceptibles de reaccionar con el oxigeno del aire (durante el enfriamiento de los
materiales en una atmosfera no controlada), formando nuevos grupos oxigenados

(Menéndez et al., 1996).

+2C0O
+COp

S (B) S

Figura 3.1: Esquema del modelo propuesto para describir el efecto del tratamiento térmico en
superficies de carbon, A) superficie tipica de bordes en carbodn cristalino y B) estructura generada por
el tratamiento térmico. Tomado de Menéndez et al., (1996).

El tratamiento térmico realizado, en este trabajo consistié en un calentamiento hasta
630 °C, mediante el cual se espera que los grupos oxigenados mads inestables sean
removidos de la superficie del material, ya que estos se descomponen a temperaturas entre

200 y 450 °C formando CO,y H,O. La estructura intermedia inestable del carbon al entrar
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en contacto con el oxigeno del aire se esperaria que diera origen a nuevos grupos
oxigenados del tipo carbonilo y fenolico, los cuales repercutirian en las propiedades
eléctricas y fisicoquimicas de la tela de grafito; aunado a las modificaciones fisicas

(rugosidad) ocasionadas durante el tratamiento (Polovina et al., 1997).

En las siguientes secciones de discutirdn los resultados obtenidos en la
caracterizacion fisicoquimica y electroquimica de la tela de grafito, sin tratamiento (ST) y
tratada térmicamente (TT®), para luego dar paso a la seccion de resultados de su aplicacion

en los SBM.

3.2 Area superficial de anodos.
Mediante la ecuacién Brunuaer-Emmett-Teller, se obtuvieron las areas especificas
de los materiales de grafito, asi como la distribucion del tamafio de poro. En la Tabla 3.1 se

muestran los resultados obtenidos, en dicho analisis.

Tabla 3.1: Resultados del analisis de fisisorcion de nitréogeno (N;) de las telas de grafito.

Pardmetros Tela de grafito Tela de grafito
(ST) (TT®)
Area especifica SBET (m2gh 0.52 14.39
Volumen total microporo (cm’g™) 0.0001 0.002
Volumen total mesoporo (cm’® g™) 0.001 0.010
Volumen total de poro (cm’g™) 0.002 0.012

Como se observa en la Tabla 3.1, la tela ST tiene un 4rea especifica de 0.52 m* g™ y
posterior al tratamiento se alcanzé un area de 14.39 m” g. Esto indica que el tratamiento
térmico a 630 °C modifico la microestructura de la tela de grafito, lo que se traduce en un
incremento en el area superficial y la distribucion del tamafio de poro (Biniak et al., 1994).
Si bien el area del material tratado es baja, comparada con la de un carbén activado (300-
2,000 m”> g') esta puede repercutir en fenomenos de adsorcién de proteinas u otras
moléculas de menor tamano, lo cual podria influir en la formacion de biopeliculas
electroquimicamente activas (BEA) y por lo tanto en las etapas primarias de colonizacion

de los 4nodos en las celdas de combustible (Liu et al., 2010). Adicionalmente, se ha
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demostrado mediante estudios de microscopia electrénica, que posterior al tratamiento
térmico se generan defectos en la superficie del material, como un incremento en la
rugosidad, que posiblemente contribuya a la adhesion de las bacterias (Cercado et al.,

2013).

3.3 Determinacion de grupos funcionales en anodos.

En la literatura se ha reportado que la naturaleza y concentracion de grupos
funcionales en la superficie de materiales de carbon puede ser modificada por diversos
tratamientos fisicos y quimicos (Shen et al., 2008). El estudio de grupos funcionales en
materiales carbonaceos, utilizados como dnodos en SBM no tiene ningln antecedente; sin
embargo, en diversos estudios electroquimicos, se han relacionado con una mayor actividad
electrocatalitica (Biniak et al., 1994). En la Figura 3.2 se esquematizan los principales

grupos funcionales encontrados en la superficie de materiales de carbon.

T 0. o 0 o
Carboxilico Quinona Hidroxilo Carbonilo Carboxilico anhidro Lactona

Figura 3.2: Principales grupos funcionales encontrados en la superficie de carbon (las estructuras
hexagonales representan anillos aromaticos) (Shen et al., 2008).

0 OH

Los grupos funcionales determinados en la tela de grafito ST y TT®, se muestran en

la Tabla 3.2.

Tabla 3.2: Concentraciéon de grupos funcionales oxigenados superficiales de las telas
de grafito ST y TT® (ND: No detectables).

. Grupos funcionales (meq g™)
Materiales . . . .
Carboxilicos | Lactonicos | Fenolicos | Carbonilos | Ac. Totales | Basicos
ST 0.057 0.170 0.335 ND 0.562 0.531
TT° 0.085 0.199 ND 0.170 0.454 0.406

Como se observa en la Tabla 3.2, mediante el tratamiento térmico, se incremento la

concentracion de los grupos carboxilicos, lactdonicos y carbonilos. Dentro del grupo de los
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carbonilos C=0 también se pueden encontrar los benzopirenos, pirenos y quinonicos
(Montes-Moran et al., 2004). Se espera que la presencia de grupos carbonilos (no
detectables en la tela ST), mejore el desempefio de los electrodos, ya que a dicho grupo
pertenecen las quinonas, las cuales estan relacionadas con reacciones de ¢xido-reduccion
reversibles que podrian actuar de forma sinérgica con los mecanismos de transferencia
electronica bacteriana y por lo tanto mejorar el desempefio global de los SBM (Bleda-

Martinez et al., 2005).
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3.4 Caracterizacion electroquimica de las telas de carbon sin y con tratamiento

térmico.
a) Estudios voltamperométricos.

En este estudio se empled la voltamperometria ciclica del K4[Fe(CN)g] 10 x 10° M
como estandar electroquimico en soluciones acuosas de KNO; 1 M, para evaluar el
desempefio de las telas de grafito empleadas como electrodos. La nomenclatura utilizada
para referirse a lo materiales de grafito ST y TT® como electrodos fue: electrodo sin
tratamiento (E-ST) y electrodo tratado térmicamente (E-TT°), respectivamente. Para
comparar los resultados entre los diferentes electrodos, la corriente obtenida se dividid

entre su 4rea geométrica (0.385 cm?), reportandose como densidad de corriente, j (mA cm”

2)'
3.5
3.0
254
2.0-
154
1.0
0.5-
0.0-
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5 L
-1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0 1.2

E (V vs Ag/AgCl/KCl sat)

Figura 3.3: Respuestas voltamperomeétricas sobre los electrodos E-ST y E-TT® en medio electrolitico de

KNO;1 M a una v =>5 mV s; en soluciones saturadas de argon a temperatura ambiente. Potencial pico

anédico (A) 0.33V (vs Ag/AgCl), j=0.1 mA cm™y un potencial pico catédico (B) -0.35V (vs Ag/AgCl),
j=0.69 mA cm™.

j (mA.cm?)

En la Figura 3.3 se muestra la respuesta voltamperométrica de los electrodos en
solucion electrolitica de KNOjs a una velocidad de barrido de 5 mV s™'. Es evidente que el

E-ST, tiene una menor actividad electroquimica en comparacion con el E-TT®, por la
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diferencia en las densidades de corriente observadas. El E-TT° mostr6 una respuesta quasi
reversible con un potencial de pico anddico (A) a 0.33V (vs Ag/AgCl) y una
j=0.1 mA cm™ y un potencial pico catodico (B) a -0.35 V (vs Ag/AgCl) con una j = 0.69
mA cm™ y una separacion de picos de AE, = E,, — E,. = 680 mV. Estos potenciales pico,
pueden ser atribuidos a las reacciones redox que experimentan los grupos funcionales
superficiales con la capacidad de funcionar como mediadores redox, los cuales, como se
menciono en la seccion 3.3 pueden ser de tipo quinona, pireno o benzopireno. La respuesta
voltamperométrica podria estar asociada con la capacidad de estos grupos de funcionar
como mediadores redox. Aunado a esto se puede apreciar que la respuesta
voltamperométrica de E-TT° presenta un comportamiento pseudo-capacitivo, lo cual
también puede atribuirse a un aumento en la hidrofilicidad del material (Bayram and
Ayranci, 2011; Bleda-Martinez et al., 2005). Este comportamiento ha sido reportado en
materiales de carbon en medios acuosos neutros, en donde se espera que las modificaciones
oxidativas originadas por el tratamiento térmico generen la apariciéon de un amplio pico
anddico con un potencial entre 0.1 V y 0.3 V, mismos que son asociados al par

quinona/hidroquinona - ver Figura 3.4- (Biniak et al., 1994).

-

LHmAg)

)

T ————
—
by
N\

—n

0.0 0.5 0.0 0.5 1.0

Figura 3.4: Voltamperometria ciclica de fibras de carbén (CF) tratadas térmicamente (1100,
1400 y 2400 °C) en una solucién acuosa de Na,SO, 0.05 mol dm™: a, CF1100, 2>, CF11000x; b,
CF1400; b’, CF14000x; ¢, CF2400 y ¢’, CF24000x. (Biniak et al., 1994). OX indica el material que
posterior al tratamiento térmico fue sometido a una oxidacién con HNO; conc.
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A pesar de que el material utilizado no es carbon activado, el incremento del area
superficial conseguido con el tratamiento térmico propicié una mayor exposicion de grupos
oxigenados, que podrian localizarse en los bordes de las ldminas grafiticas y a un mayor
niumero defectos en la estructura de las fibras favoreciendo con ello una mayor
humectacion, y por consiguiente una mayor interaccion entre los iones del electrolito y la

fibra de carbon (Salitra et al., 2000).

El estudio voltamperométrico del par [Fe(CN)e]*/[Fe(CN)o]*, fue utilizado para
evaluar el desempefio electroquimico de los electrodos de tela de grafito (Liu et al., 2012;
Wang et al., 2009b). Considerando que las telas de grafito tienen una estructura compleja
por tratarse de fibras entrelazadas y por lo tanto con procesos difusionales atipicos, sus
respuestas voltamperométricas se compararon con las de un electrodo de disco de carbon
vitreo (E-Cvi) con un area geométrica de 0.071 cm’, para de esta manera obtener una
estimacion cualitativa del area electroactiva de los electrodos. En la Figura 3.5, se
muestran las respuestas voltamperométricas, del E-ST, E-TT°® y E-Cvi, con el estandar

electroquimico K4[Fe(CN)s], a una velocidad de barrido de 5 mVs™.

——r——T——T—T— T T
-04 -03 -0.2 -0.1 0.0 01 0.2 03 04 05 06 0.7 08

E (V vs Ag/AgCI/KCl sat)
Figura 3.5: Respuestas voltamperométrica de K [Fe(CN)s] 10 x 10° M + KNO; 1 M a una velocidad de

barrido de 5 mV s en direccién anédica, a partir del OCV. Arreglo de celda de tres electrodos CE:
barra de grafito, RE: Ag/AgCI/KCl(sat). Soluciones saturadas de argon a temperatura ambiente.
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En la Figura 3.5 se aprecia que los tres electrodos presentaron una respuesta tipica
del proceso de transferencia monoelectronica reversible caracteristica del par redox
[F e(CN)6]3'/ [F e(CN)6]4'. Sin embargo en el E-TT® las densidades de corriente fueron 12.4
y 4.1 veces mayores que las generadas con E-Cvi y E-ST, respectivamente. Es decir, que
sobre el electrodo E-TT® se oxidd y se redujo una mayor cantidad de K4[Fe(CN)g], bajo las
mismas condiciones experimentales, lo cual puede estar directamente relacionado con un
incremento en el 4rea electroquimicamente activa del material como resultado del

tratamiento térmico (Liu et al., 2012; Wang et al., 2009b).

Para determinar la actividad electrocatalitica de los electrodos, se calcularon los
parametros voltamperométricos que establecen el criterio de reversibilidad de la reaccion
electroquimica en la que se ve involucrado el par [Fe(CN)q]*/[Fe(CN)q]*, esto de manera
aproximada considerando que los procesos de transporte de masa por difusion resultan mas
complejos que sobre el electrodo de carbdon vitreo, en donde la difusién de la especie
electroactiva ocurre de manera perpendicular a la superficie del electrodo. En la Tabla 3.3
se muestran los pardmetros voltamperométricos correspondientes a las respuestas para

cada electrodo que funciona como énodo.

Tabla 3.3: Parametros voltamperométricos evaluados para los electrodos de tela de grafito
empleando el par redox [Fe(CN)o]* /[Fe(CN)q]*.

j pan j pcat
% a m E E AE
ET A A A / pan peat P
rea | (mAmp o mARP | vy | v) | @v)
(cm’) cm ) cm )
Carboén vitreo (E-Cvi) 0.071 0.319 0.325 0.982 0.326 | 0.187 139
Tela de carbon sin
tratamiento (E-ST) 0.385 0.831 0.514 1.616 0.307 | 0.221 86
Tela de carbon tratada
térmicamente (E-TT°) 0.385 2.801 2.654 1.055 0.310 | 0.199 111

(NOta: AEP = Epan - Epcat)

En comparacion con los electrodos E-ST y E-Cvi, el electrodo E-TT° mostré una
mejor reversibilidad, es decir que aparentemente la velocidad de transferencia electronica
sobre este electrodo es mayor, ya que tanto la relacion entre la densidades de corriente pico

y la AEp se acercan mas al valor tedrico reportado para un proceso de transferencia de
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electron reversible (jpan/jpca=1 y AEp ® 60 mV/n (n = niimero de electrones). Esto indica

que el proceso redox, es llevado de forma mas eficiente sobre el electrodo E-TT® (Bard and

Faulkner, 2001).

Por ultimo se realizé un estudio voltamperométrico de los electrodos E-ST y E-TT®,
utilizando como electrolito soporte el anolito utilizado en las CCM (ver seccion 2.2.4),
donde se especifica la composicion del mismo) a una velocidad de barrido de 1 mV s™
(Figura 3.6). Al igual que en el medio con KNOs, el electrodo E-TT® exhibi6 mayores
densidades de corriente en comparacion con E-ST, ya que con el primero se observaron dos
picos anchos poco definidos C y D a potenciales de 0.052 y -0.037 V respectivamente. En
el segmento anddico de la VC del electrodo E-TT® se obtuvo una jmax = 0.32 mA cm”,

mientras que con el electrodo E-ST, s6lo se alcanzaron j = 0.002 mA cm™.
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2

1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

E (V vs Ag/AgCl/KCl sat)

Figura 3.6: Respuesta voltamperométrica sobre los electrodos E-ST y E-TT® en el anolito (ver seccion

2.2.4) en celda de tres electrodos a una velocidad de barrido, v =1 mV s", en soluciones saturadas de

argén a temperatura ambiente. Se observaron dos picos anchos poco definidos C y D a potenciales de
0.052 y -0.037 V respectivamente.

E-TT°

j (mA.cm’)

Al realizar el mismo estudio, utilizando la celda de dos camaras en medio abiotico,
es decir, antes de su inoculacion, se encontré el mismo comportamiento que en la celda de

tres electrodos. En la Figura 3.7 se muestran las respuestas voltamperométricas obtenidas,
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para los electrodos E-ST y E-TT°. Esta respuesta present6 los siguientes potenciales de
pico: anodico (E) 0.088 y catddico (G) -0.243 V(vs Ag/AgCl), que pueden ser atribuidos a
los procesos redox que experimentan los grupos del tipo quinona, los cuales pueden formar

parte de los grupos de tipo carbonilo que fueron evidenciados en la seccion 3.3 (Tabla 3.2).
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Figura 3.7: Respuesta voltamperométrica sobre los electrodos E-ST y E-TT® en el medio anolito
(ver seccion 2.2.4) en celda de dos caimaras antes de su inoculacién a v =1 mV s™". En soluciones
saturadas de argén a temperatura ambiente. Esta respuesta present6 los siguientes potenciales de
pico: anddico (E) 0.088 y catddico (G) -0.243 V.

Los potenciales pico encontradas en las diferentes respuestas voltamperométricas
mostradas nos ayudan a determinar el grado de modificacion alcanzado con el tratamiento
térmico y ademds evidencian de forma cualitativa la presencia de especies con actividad
redox que forman parte de la superficie del material tratado térmicamente. Sin embargo, no
es posible realizar una interpretaciéon simple de los picos observados en los
voltamperogramas debido a su gran anchura. Ademas de que las especies que no tienen que
difundirse a la superficie del electrodo, tales como adsorbatos o grupos unidos
quimicamente a la superficie, tienden a mostrar picos agudos, por lo que se requiere
complementar mediante otros estudios los resultados mostrados en esta seccion (Biniak et

al., 1994).
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b) Estudios de espectroscopia de impedancia de E-ST y E-TT®.

En la Figura 3.8, se muestra el espectro de impedancia obtenido tanto para E-ST
como para E-TT°. El grafico corresponde a uno del tipo Bode, donde se grafica el log|Z|
contra el log de la frecuencia (Hz). Los datos experimentales que se obtuvieron en cada
electrodo se ajustaron utilizando los siguientes circuitos eléctricos: Ry+ C / R+ M para el
E-ST y Ro+ CPEq / Rt + M para E-TT°. Mediante dicho ajuste se obtuvieron los valores
de Ry, que corresponde a la resistencia 6hmica o la resistencia a la solucion electrolitica,
Rer o resistencia a la transferencia de carga (electrones) y los valores de la capacitancia de

cada material, C o CPEq (elementos de fase constante).

Como se puede ver en la Tabla 3.4, los valores de Ry, se encuentran en el mismo
orden de magnitud debido a que se utiliz6 la misma solucién electrolitica y el mismo
arreglo de electrodos. Por otro lado en el E-ST la Rer fue de 18,248 Q, esta valor es muy
alto comparado con 28.78 Q del E-TT°. Esto indica que en el E-TT®, se facilita la
transferencia de electrones y por lo tanto se espera que tenga un mejor desempefio en las

CCM.
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Figura 3.8: Grafica de Bode donde se muestran los resultados experimentales y ajustados con circuitos
eléctricos de los espectros de impedancia de E-ST y E-TT® en anolito. El estudio se realizé en celda de
tres electrodos, ER: Ag/Ag/KCl (sat) y EA: barra de grafito.

72



Ademas de la Rer, la capacitancia es otro de los parametros de mayor importancia
en el desempefio de los electrodos, ya que representa la capacidad del material para
acumular carga, por lo que valores altos de capacitancia se relacionan con materiales
ideales para ser utilizados en celdas de combustible. En este trabajo el valor de capacitancia
obtenido se encuentra en el mismo orden de magnitud, siendo un poco mas alto el que
corresponde al electrodo E-TT®. Estos resultados son similares a los obtenidos por Cercado
et al., (2013), en donde se compararon diferentes tratamientos de dnodos, incluyendo el de
oxidacion térmica. En dicho trabajo el electrodo con tratamiento térmico tuvo un mejor

desempefio, de manera similar al electrodo E-TT® de este trabajo.

Tabla 3.4: Resultados del analisis de espectros de impedancia de E-ST y E-TT, mediante el ajuste de los
datos experimentales con circuitos eléctricos.

Parametro E-ST E-TT°

Circuito Rop+C/Ry+M Ro+CPEy /Ry +M
Ry (Q) 12.57 5.022
Rer () 18, 482 28.78
C (uF) 20.38 22.84
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P (mW m?)

3.5 Efecto del tratamiento térmico de los Anodos en la generacion de electricidad y en

la remocion de naproxeno sédico en CCM.

Para determinar el efecto del tratamiento térmico sobre el desempefio de las CCM,
se utilizaron 2 reactores idénticos, bajo las mismas condiciones de operacion, modificando
solamente el tipo de &nodo empleado. La unica fuente de sustrato fue la mezcla de acidos
grasos volatiles (acetato, propionato y butirato) a una concentracion de 500 mgoooL™". En las
dos celdas se utilizd una resistencia externa de 1000 Q entre los electrodos. La CCM con
electrodo tratado térmicamente se denomindé como CCM-TT® y la CCM con electrodo sin

tratamiento como CCM-ST.

En la Figura 3.9 se muestran las curvas de densidad de potencia obtenidas durante
el primer ciclo de operacion de las CCM, el cual durd 15 dias. La densidad de potencia
méaxima (Ppmay) alcanzada por la CCM-ST fue de 2.57 mW m™ en el 7° dia y una densidad
de corriente maxima (jmax) de 25.75 mA m'z, mientras que en la CCM-TT® la Py, fue de
10.66 mW m?, y la jmax = 150 mA m™ al dia 10 de operacion. Esto indica que mediante
el tratamiento térmico, se obtiene una densidad de potencia 4.15 veces mayor que con el

anodo sin tratamiento en los primeros 15 dias de operacion.
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Figura 3.9: Curvas de densidad de potencia de CCM-ST (a-1) y TT® (b-1), durante el primer ciclo de

operacion. La CCM-ST alcanzo una P, de 2.57 mW m'z, mientras que con CCM-TT® la P,,,, fue de
10.66 mW m™.
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Estos resultados son mayores a los alcanzados por Cai et al., (2012), en los que se
logré incrementar sélo 2.1 veces el desempefio de una CCM con electrodo tratado

térmicamente en comparacion con una CCM con electrodo sin tratamiento.

Alrededor del dia 10 de operacién se observd en la CCM-TT® que el voltaje se
mantenia constante. El valor maximo de voltaje producido en este sistema fue de 200 mV,
mientras que en el caso de la CCM-ST so6lo se obtuvieron 88 mV, en el mismo dia. En el
reporte de Cai et al., (2012), para un electrodo de tela de carbon tratado térmicamente se
alcanz6 un voltaje maximo de 800 mV aunque este no se mantuvo contaste y disminuyo
hasta 550 mV en ciclos posteriores. En la Figura 3.10, se muestran las curvas de
polarizacion de CCM-ST y CCM-TT® al dia 10 de operacion, en la misma se observa una

caida abrupta de voltaje en CCM-ST a corrientes bajas.
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Figura 3.10: Curva de polarizacion CCM-ST y CCM-TTP® durante el primer ciclo de alimentacion (dia
10).

Durante el segundo ciclo de operacion, se observo un incremento significativo en el
desempefio de ambos sistemas como se muestra en la Figura 3.11, ya que la CCM-ST,

alcanzo una Ppax = 16.59 mW m> y una jmax= 227.27 mA m'z, al dia 5 de operacion. En
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cambio en la CCM-TT?®, se obtuvo una P = 28.16 mW m? y una jmax= 325 mA m?> La
duracion de este ciclo fue de 25 dias, ya que aun en el dia 20 se obtuvieron densidades de
potencia cercanas a los 10 mW m™. En este ciclo, el desempefio de la CCM-TT® sélo fue

1.69 veces mayor que el de CCM-ST,
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Figura 3.11: Curvas de densidad de potencia de CCM-ST (a-2) y CCM-TT?® (b-2), durante el segundo
ciclo de operacion.

Durante el segundo ciclo de operacion el tiempo en que se alcanz6 la produccion de
voltajes estables fue de 2 dias, y este se mantuvo estable durante aprox.10 dias, para ambos

sistemas. En el caso de la CCM-TT®, el voltaje maximo fue de 297 mV mientras que en
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CCM-ST fue de 265 mV. En la Figura 3.12 se observan las curvas de polarizacion de

ambos sistemas, en el dia 5.
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Figura 3.12: Curva de polarizacion CCM-ST y CCM-TT® durante el segundo
ciclo de alimentacién (dia 5)

Hasta el momento de la redaccion de este trabajo, no se ha encontrado en la
literatura algun reporte sobre el efecto del tratamiento térmico del electrodo, en sistemas
con tiempos de operacion largos, ya que la mayoria solamente realiza estudios en las
primeras horas de arranque o en un primer ciclo de alimentacién (dias). Por lo tanto, se
decidid realizar un tercer ciclo para determinar, si después de 40 dias aun se seguian

observando diferencias en el desempeno delos sistemas.

Las curvas de potencia obtenidas durante este ciclo se muestran en la Figura 3.13.
Como se puede observar durante este periodo de operacion, la CCM-ST alcanzo los niveles
de densidad de potencia que en el dia 2 se habian obtenido en la CCM-TT® (28.16 mW m’
%), ya que en el dia 4 de operacion la Ppay fue de 28.6 mW m™ y 1a jmax de 300 mA m™. Por
otro lado CCM-TT®, tuvo un menor rendimiento y la Pyay alcanzada solo fue de 24 mW m’
2, Jmax, S€¢ mantuvo en 300 mA m™ Mediante estos datos, se concluye que el tratamiento

térmico solo repercute en las etapas primarias de colonizacion del dnodo.

77



Por otro lado, en este ciclo se alcanz6 la estabilidad en ambos sistemas, por lo que
se puede decir que en las condiciones de operacion, el tiempo de aclimatacion al dnodo en
la CCM-ST fue de 42 dias, mientras que para la CCM-TT®, fue de s6lo 20 dias, ya que no

se observo un incremento en la Py ni en la jmax en el 3 ciclo comparado con el 2° ciclo.

Esto indica que con el disefio de celda, material de electrodos y condiciones de operacion,

la Pmax que se puede alcanzar es de aprox. 28 mW m™y una jmax de aprox. 300 mA m™.
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Figura 3.13: Curvas de densidad de potencia de CCM-ST (a-1) y TT® (b-1), durante el tercer ciclo de
operacion.

Durante el tercer ciclo de operacion la produccion de voltaje alcanzada en sistema
fue de 300 mV para CCM-ST y 271 mV para CCM-TT®. En este ciclo el electrodo ST
alcanzo ligeramente un valor mas alto de voltaje, aunque en el mismo orden de magnitud
que en CCM-TT®. Esto indica que a partir de este ciclo se alcanzo la estabilidad y se ha

formado una biopelicula madura.
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Figura 3.14: Curva de polarizacion CCM-ST y CCM-TT® durante el
tercer ciclo de alimentacion (dia 5).

En el cuarto ciclo de operacion (65° dia de operacion), ademds de la solucion con
los acidos grasos volatiles se agregd al medio mineral 10 ppm de naproxeno sédico. Las
curvas de potencia maxima en estos sistemas durante dicho ciclo se muestran en la Figura
3.15. Se puede observar que la Ppax disminuy6 en ambos sistemas en comparacion con el
ciclo 3. En la CCM-ST la Py fue de 21.66 mW m'z, mientras que en la CCM-TT® fue de
18.03 mW m™. En otras palabras el rendimiento en cada sistema se redujo 24.26% para la
CCM-ST y 25% para la CCM-TT®, esto pudo deberse a que al finalizar el 3* ciclo, todavia
sin naproxeno en el medio, se perturbaron los sistemas ya que se realizaron
voltamperometrias ciclicas y estudios de impedancia electroquimica, para los cuales se
coloco el electrodo de referencia en la camara anddica. Por otro lado el voltaje de los

sistemas se mantuvo constante, siendo el punto maximo en 260 mV para la CCM-ST.
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Figura 3.15: Curvas de densidad de potencia maxima y curvas de polarizacion, de CCM-ST (a-4) y TT®
(b-4), durante el cuarto ciclo de operacion.

Por otro lado, en cuanto a la remocidon de naproxeno se observd que al 12° dia de
operacion la CCM-TT® removid 17.96% de la concentracidon inicial, mientras que en la
CCM-ST, la concentracion se mantuvo constante; es decir que no se observo la remocion
en este sistema. Al término del ciclo, se realizdé una segunda medicion, en la que no se

observo una reduccion significativa en la concentracion del naproxeno en ambos sistemas.
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Esto nos indico que el tipo de electrodo tuvo una repercusion importante en la remocion del
naproxeno, ya que solo fue removido en la celda con electrodo tratado térmicamente,
quizas esto se debe al tipo de microorganismos que se desarrollaron por el tratamiento.
Finalmente las celdas se mantuvieron sélo con la adicidon de sustrato para los estudios de

ecologia microbiana.
a) Caracterizacion electroquimica de los bioanédos en CCM-ST y CCM-TT®.

Mediante un estudio voltamperométrico de los anodos en las CCM, se puede
evaluar el crecimiento de la biopelicula y tratar de elucidar los posibles mecanismos de
transferencia de electrones utilizados por las bacterias (Fricke et al., 2008; Harnisch y
Freguia, 2012). Para evaluar la formacion de las biopeliculas en cada una de las CCM, se
realizé un estudio voltamperométrico a una velocidad de barrido de 1 mVs™, al final del
3“ciclo de operacion. En las Figura 3.16, se muestran la respuesta voltamperométrica
obtenida en el bioanddo de la CCM-ST. En el voltamperograma se observaron dos procesos
redox asociados a procesos de transferencia electronica reversible, caracterizados por los
siguientes pares de potenciales redox: (a) -0.305 V con (d) -0.378 V y (b) -0.236 V con (c) -
0.281 V.
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Figura 3.16: Respuesta voltamperométrica del anodo en CCM-ST, al final del tercer ciclo de operacion,
a una velocidad de barrido de v=1mV s™.
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La presencia de estos picos puede asociarse a dos sistema redox cuasi-reversibles,
que podrian ser atribuidos la presencia de mediadores redox endogenos o a proteinas de
membrana del tipo citocromo. En el trabajo de Liu et al., (2005) (ver Figura 3.17), se
obtuvieron potenciales pico en-0.28 y -0.3V (vs Ag/AgCIl/KCl),en celdas alimentadas con
acetato y butirato, estos potenciales se aproximan a los obtenidos en CCM-ST, esto
indicaria que los mediadores presentes en ambos sistemas son originados por un grupo de

bacterias especificas relacionadas con el metabolismo de los AGV’s.
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Figura 3.17: Respuesta voltamperométrica de bioanodos obtenida por el Liu et al., (2005), en CCM
alimentadas con A) acetato y B) butirato.

La respuesta voltamperométrica del bioanddo en la CCM-TT®, se muestra en la
Figura 3.18. Los picos anoddicos se encontraron en los siguientes valores de potencial pico
anodico, con sus respectivas densidades de corriente: (f) -0.386 V y j= 0.078 mA cm?, (g) -
0.323 Vy j=0.062 mA cm™y (h) -0.235 V y j = 0.02 mA cm™. Estos picos se asociaron
con los siguientes potenciales catodicos: (i) 0.282, (j) -0.416 y (k) -0.504 V. Es evidente
que en la respuesta voltamperométrica en CCM-TT®, se obtuvieron mayores densidades de
corriente, debido a las modificaciones originadas por el tratamiento térmico del dnodo y
quizas a una mayor excrecion de mediadores redox en el sistema. Por otro lado también es
posible proponer una mayor diversidad microbiana en el bioandédo de la CCM-TT®, en
comparacion con CCM-ST, ya que se presentd un sistemas redox cuasi-reversible

adicional.
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Figura 3.18: Respuesta voltamperométrica del anodo en CCM-TT?, al final del tercer ciclo de
operacién, a una velocidad de barrido de v=1mV s™.

Para poder determinar los mecanismos de transferencia de electrones bacterianos, se
requieren pruebas adicionales ya que mediante las respuestas voltamperométricas
obtenidas, solo es posible deducir la presencia de sustancias con actividad redox en los
sistemas. Es necesario diferenciar entre los mediadores redox en solucion y los mediadores
redox anclados al electrodo, asi como sus respectivas contribuciones; para ello se pueden
cuantificar los mediadores redox enddégenos o modificar los parametros del experimento

voltamperométrico.

3.6 Formacion de biopelicula electroactiva aplicando un potencial constante de 0.1V y

evaluacion de la remocion de naproxeno sédico.

Para comparar los resultados obtenidos en las CCM-ST y CCM-TT?®, se procedi6 a
realizar un nuevo estudio de remocidon de naproxeno sédico siguiendo la metodologia
propuesta por Harnisch et al., (2013); la cual consistid6 en formar una biopelicula

electroquimicamente activa mediante la aplicacion de un potencial, durante el 3% o 4°
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ciclos de alimentacion hasta alcanzar una corriente estable. En este estudio el potencial
aplicado fue de 0.1 V (vs Ag/AgCl/KCl (sat.)), las condiciones de operacion fueron las
mismas que en las CCM-ST y CCM-TT®, se utilizd el mismo anolito y la misma
concentracion del sustrato (mezcla de acidos grasos volatiles, compuesta por: acetato,
propionato y butirato a una concentracion final de 500 mgpqo L™"). Debido al desempefio
observado en la caracterizacion y en los estudios en CCM, se decidio utilizar el electrodo
tratado térmicamente como anodo en este sistema, para lo cual la celda se denominé CCM-

0.1V.

En la Figura 3.19, se muestra la densidad de corriente obtenida en el sistema, a lo

largo de los 8 ciclos de operacion que representan 60 dias de medicion continua.
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Figura 3.19: Formacién cronoamperométrica de la biopelicula electroquimicamente activa con
potencial constante de 0.1V (vs Ag/AgCI/KCI) y exposicion a naproxeno sédico (10 ppm) a partir del 5°
ciclo de operacion (dia 33).

Cada ciclo representa el cambio de anolito y catolito en ambas camaras de la celda,
con medio fresco. Como se observa en la Figura 3.19, durante el ciclo 1 (el cual
corresponde a la etapa de inoculacion del sistema), se obtuvieron densidades de corriente
muy bajas (0.023 mA cm™), debido a que en esta etapa se inicié el proceso de colonizacién
del anodo. Por otro lado, a partir del ciclo 2, se incremento la j en un 97%, hasta alcanzar

un méaximo de 0.32 mA cm?>. Por otro lado en el ciclo 3 la Jmax» SOlo presentd un
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incremento del 23.3%, por lo que ya en este ciclo se consider6 formada la biopelicula
electroquimicamente activa, corroborandose en el ciclo 4. Esto indica que solo bastaron 10
dias para lograr arrancar la celda utilizando la mezcla de AGVs. Este periodo de tiempo es

la mitad del que se requirié en la CCM-TT®.

Mediante la integral de la corriente en cada ciclo, fue posible calcular la eficiencia
couldmbica, la cual es uno de los parametros mas importantes para evaluar el desempefio
de CCM. En sistemas que se utilizan mezclas de AGVs, se ha reportado que el intervalo de
eficiencia coulombica alcanzado va del 20 al 39% (Teng et al., 2010). Como se observa en
la en la Figura 3.20, a partir del ciclo 2 se alcanzo el 28.8 % de EC, registrandose un valor
maximo de 32.4% durante el 3* ciclo. Esto indica que el consumo de los AGVs en las
condiciones de operacion evaluadas, permitid en promedio una recuperacion del 28.2% de
los electrones totales del sustrato, comparando con el rango promedio de %EC, se puede
ver que a pesar de que el sistema no es el mas eficiente si se encuentra dentro del promedio

ya reportado.
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Figura 3.20: a) Desempeiio global y b) Grafico de % EC de la celda CCM-0.1 V.

Como se muestra en la Figura 3.19, a partir del ciclo 5 se afiadié NPX al sistema, a
una concentracion de 10 ppm, la cual fue cuantificada para el tiempo cero (t°) de adicion
del farmaco al sistema, es decir, enseguida de la adicion se tomo6 una muestra directamente
de la camara anoddica. El primer dia de operacion se tomaron muestras a las 2, 4, 8 y 12 h,
para determinar una posible remocion temprana del NPX; sin embargo, en este tiempo la

concentracion se mantuvo constante. Esto indico que en el E-TT®, no se adsorbio el
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farmaco y que el potencial de 0.1 V tampoco tuvo un efecto sobre la concentracion inicial
del NPX. Finalmente se tom6 una muestra al 4°dia de operacion, en la que se cuantifico una
remocion del 61.9% de la concentracion inicial de NPX. Durante este mismo ciclo se
obtuvo una jmax de 0.283 mA cm™, la cual fue la mayor alcanzada por el sistema. En un
principio se podria atribuir a la presencia del farmaco; sin embargo el % de EC, no fue
mayor al alcanzado por la mezcla de AGVs en el ciclo 3 (32.4%). Para corroborar la
remocion del NPX en el sistema, se realizaron dos ciclos en las mismas condiciones de

operacion, alcanzando un maximo de remocion del 65.4% (ver Figura 3.21).
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Figura 3.21: % de remocion de NPX en los ciclos de exposicion en CCM-0.1V.

Todos los ciclos de operacion del sistema se llevaron a cabo en las mismas
condiciones y concentracion del sustrato; la unica excepcion fue el ciclo 8, en el que se

afiadi6 la mitad de la concentracion de la mezcla de AGV’s; es decir 250 mgpoo L™

Para determinar la posible contribucion del NPX generacion de corriente en el
sistema, en el ciclo 8 (ver Figura 3.22) no se afiadieron AGVs al medio, solamente el NPX.
El dia 2 no se observd un incremento en la densidad de corriente y la concentracion de
NPX fue cuantificada, encontrandose que se mantuvo en el nivel inicial. Posteriormente se

anadio la mezcla de AGVs, y de forma inmediata se incremento la densidad de corriente.
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Al final del ciclo se midi6 la concentracion de NPX y se observd una remocion del

47%, por lo que se deduce que la remocion s6lo ocurre en presencia de los AGVs, quizas

asociada a un mecanismo de biotransformacién co-metabdlica en la que no intervienen

bacterias electroquimicamente activas.
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Figura 3.22: Respuesta cronoamperométrica del ciclo 8 después de adicionar NPX (10 ppm) como tinica
fuente de carbono. Al dia 2 se afiadio la mezcla de AGV’s (250 mgpgo LY.

a) Estudio voltamperométrico del bioanddo generado en la CCM-0.1V sin la

presencia de naproxeno sodico

El bioan6do obtenido al aplicar un potencial constante de 0.1 V, fue estudiado

mediante voltamperometria ciclica a una velocidad de barrido de 1 mV s'. En la Figura

3.23, se muestran 2 respuestas voltamperométricas, la linea negra corresponde a la del

anodo sin biopelicula y en linea de color rojo la respuesta obtenida al término del ciclo 4

de operacion. De forma cualitativa se evidencia la formacion de la biopelicula sobre el

electrodo ya que las respuestas son muy diferentes antes y después de la colonizacion.
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Figura 3.23: Respuesta voltamperométrica del bioanédo de CCM-0.1 V durante el arranque del
sistema (ciclo 1) y al final del cuarto ciclo de operacién, a una velocidad de barrido de v=1mV s™.

Mediante la respuesta voltamperométrica, también se hace evidente el cambio en el
potencial de circuito abierto (OCV), el cual es el valor en el que se iniciaban las
voltamperometrias, en el caso del &nodo desnudo, el valor de OCV es de +0.4 V mientras
que para el bioanddo en el cuarto ciclo es de -0.4 V. Este cambio es la prueba mas
contundente de la colonizacion, ya que es normal que el d&nodo tengo un valor de potencial

negativo.

Para tratar de evidenciar los mecanismos de transferencia electronica utilizados por
las bacterias en este sistema, se realizo el estudio voltamperométrico al inicio y al final del
cuarto ciclo, las respuestas obtenidas se muestran en la Figura 3.24. Como se observa en la
misma, al inicio del ciclo (linea roja), no se presentd ningin proceso redox, ya que la
voltamperometria se realizdo en el medio fresco. Al término del ciclo (linea negra), se
obtuvo una respuesta voltamperométrica con varios picos anddicos anchos en los siguientes
valores de potencial: a) -0.31, b) -0.19, ¢)-0.07, d) 0.19 y e) 0.42 V. La presencia de estos
picos al final del ciclo indica una posible excrecion de mediadores redox durante el ciclo 4

(después de 7 dias de operacion).
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Figura 3.24: Respuesta voltamperométrica del bioanédo en CCM-0.1 V, al inicio y al final del cuarto
ciclo de operacién, v=1mV s™.

A diferencia de los bioanddos generados en las CCM-ST y CCM-TT®, el bioanddo
del dispositivo CCM-0.1V, presentd una mayor cantidad de picos y ademas dos de ellos en
potenciales positivos (0.189 y 0.419 V). Esto indica que este bioanddo es mas diverso o
que se excretan sustancias con actividad redox diferentes a las excretadas en los otros

sistemas.

Este estudio del bioanddo es importante porque permite caracterizar de forma
cualitativa la diversidad de metabolismos presentes en el sistema. Considerando que el
sistema de estudio fue alimentado con una mezcla de 4cidos grasos, es de esperarse una
diversidad mayor de microorganismos y por lo tanto de procesos metabdlicos. Si se
comparan las respuestas voltamperométricas obtenidas con las respuestas del estudio de
Kaur et al., (2013), (ver Figura 3.25), se puede apreciar que segun el tipo de acido graso
utilizado como sustrato se obtiene una respuesta voltamperométrica con procesos redox que

ocurren a potenciales diferentes. Por lo que es de esperarse que los bioanédo generados en
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los sistemas evaluados en este trabajo posean una gran diversidad de procesos redox

involucrados en la BEA generada.

— A-MFC
—— P-MFC
—— B-MFC

/

Current (mA)

08 06 -0.4 -0.2 0.0 02 04 0.6 0.8
Voltage (V)

Figura 3.25: Respuesta voltamperométrica de bioanédos en CCM (MFC, por sus siglas en inglés)
alimentadas con diferentes acidos grasos volitiles: A-MFC (acetato), P-MFC (propionato) y B-MFC
(butirato). Tomada de Kaur et al., (2013).
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3.7 Mecanismo de remocion de naproxeno.

Mediante la cuantificacion de NPX por cromatografia de liquidos con detector de
arreglo de diodos (HPLC-DAD/FD), no es posible determinar subproductos de
degradacion. Pero mediante los cromatogramas obtenidos es posible averiguar de forma
cualitativa si estad presente algin subproducto de degradacion de estructura similar al NPX.
En la Figura 3.26, se muestra el cromatograma obtenido para el estandar de 6 ppm en el

que el NPX aparece en un tiempo de retencion de 2.739 min.

DAD1 C, Sig=230,4 Ref=360,100 (RIGO150513\RIGOBERTO160513 2013-05-20 11-08-581003-0301.D)
mAU ]
Tiempo de retencién del NPX en

1 tandar (6
0] estandar (6ppm)

250
201

150

100

50

| LJLJ/ B

I T l T
2 4 6 8 10 12 14 min

Figura 3.26: Cromatograma de estandar de 6 ppm de NPX, el cual aparece con un tiempo de retencion
de 2.739 min.

En la figura 3.27 se muestra el cromatograma de una de las muestras
correspondiente al final del ciclo 7, en el que la remocion alcanzada fue de 44.7%. En el
mismo se observa el NPX, con un tiempo de retencion de 2.759 min, ligeramente
desplazado en comparacion con el estdndar. También se observa un pico muy cercano al
del naproxeno; sin embargo no puede ser atribuido a algun subproducto de degradacion ya

que la escala de absorbancia es mucho menor en el estandar de la Figura 3.27.
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Figura 3.27: Cromatograma de una muestra de CCM-0.1 V tomada al final de ciclo 7 de operacién,
donde el NPX aparece con un tiempo de retencion de 2.759 min.

En la literatura hay poca informaciéon sobre la biotransformacion anaerobia del
naproxeno sddico. El experimento realizado por, Lahti and Oikari, (2010), utilizando
botellas seroldgicas, medio basal, acetato de sodio como sustrato y un inoculo de planta de
tratamiento de aguas residuales (pre-tratado térmicamente para eliminar microorganismos
metanogénicos). En dicho experimento se identificdé que el principal subproducto de
biotransformacion del fue caracterizado como 6-O-desmetil-naproxen, utilizando un

estandar comercial del mismo compuesto (ver Figura 3.28).

__OH
o® — 0
\O 0] HO

6-0-desmetil-naproxeno

OH

Naproxeno

Figura 3.28: Formacion de intermediario en la biotransformacion anaerobia del naproxeno
propuesto por Lahti and Oikari, (2010).

A pesar de que la remocion no es completa, la transformacion del naproxeno a 6-O-
desmetil-naproxeno inactiva a la molécula, es decir pierde su actividad como analgésico.

Para poder asegurar que dicho metabolismo se presenta en las celdas se requiere utilizar
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espectrometria de masas de las muestras e incluso andlisis elemental de las muestras puras,

lo cual podria confirmar la presencia de este subproducto de la biotranformacion.
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Capitulo IV. Conclusiones y Perspectivas.

4.1 Conclusiones.

e El tratamiento térmico realizado a los &4nodos de tela de grafito, incremento el
desempefio electroquimico de los anodos, ya que altero la estructura de las fibras,
incrementando sus hidrofilicidad, al mismo tiempo que dio lugar a la manifestacion
de grupos del tipo carbonilo (quinoides) con actividad redox, los cuales pueden

favorecer el proceso de transferencia electronica.

e Los anodos tratados térmicamente, favorecieron el proceso de aclimatacion de las
bacterias electroactivas en las CCMs, formando biopeliculas electroquimicamente
activas en un periodo de 20 dias en comparacion con los 42 dias que se requirieron

para estabilizar el bioanddo en la CCM-ST.

e Durante el primer ciclo de operacion de las CCM, el sistema con el anodo tratado
térmicamente (CCM-TT®), tuvo un desempefio 4.15 veces mayor al alcanzado por

el sistema con dnodo sin tratamiento (CCM-ST).
e El bioanddo aclimatado con un potencial de 0.1 V, tuvo un buen desempeiio en la
remocion de los acidos grasos voldtiles, ya que el promedio de la eficiencia

coulombica alcanzada fue del 28.2%.

e La remociéon de naproxeno soédico soélo ocurridé en la CCM-TT® en el 12° dia de

operacion alcanzando un maximo de remocion del 17.96%.

e El bioanddo formado al aplicar un potencial constate de 0.1 V, tuvo un intervalo de

remocion del 44.7 al 65.4% durante 4 ciclos de operacion.
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La caracterizacion de los bioanoddos en los diferentes sistemas sugiere la presencia
de diversos mediadores redox excretados durante el metabolismo de los acidos

grasos volatiles.

La remocién de naproxeno en las CCMs es atribuido a las bacterias planctonicas en
el sistema ya que las BEAs no lo utilizaron como combustible para la generacion de
electricidad, por lo que el proceso es atribuido a una remocidon o degradacion co-

metabdlica alterna al proceso bioelectroquimico.
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4.2 Perspectivas.

Determinar los subproductos de biotransformacién y proponer el mecanismo por
medio del cual se logra la remocion del naproxeno sédico, para esto se requiere

utilizar espectofometria de masas (HPLC-MS).
Realizar la identificacion de los microorganismos aclimatados al dnodo en cada
CCM y compararlos, para determinar el efecto del tratamiento térmico sobre la

comunidad bacteriana y el efecto del naproxeno.

Utilizar un nuevo disefio de celda en la que los electrodos estén mas cercanos

disminuyendo la resistencia interna.
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5.2 Anexos.

5.2.1 Analisis Molecular y Bioinformatico:

Se realizé la extraccion de ADN recolectando las muestras del sedimento,
sobrenadante y del electrodo, posteriormente se utilizé la clonacion de genes mediante el
vector PROMEGA pGEM-T. Se utilizaron oligonucledtidos universales para la
amplificacion del fragmento del gen RNAr 16S ( 1504 pb ) mediante la técnica de PCR .
Una vez obtenida la confirmacion del inserto, se envido a secuenciar al laboratorio de
LANBAMA el cual envi6 la secuencia de nucledtidos de cada muestra y esta a su vez se
analizo utilizando la herramienta de busqueda NCBI para identificar la secuencia de
coincidencia mas cercana mediante el uso del Blast-n. Posteriormente fue construido el
arbol filogenético utilizando el método del neighbor-joining en el programa MEGA 5,2

obteniéndose los siguientes resultados:
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Figura 5.1: Relacion filogenética basada en el analisis comparativo de las secuencias de RNAr 16S
recuperados del anodo de CCM-0.1V.
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Figura 5.2: Relacion filogenética basada en el analisis comparativo de las secuencias de RNAr 16S
recuperados del sobrenadante de la cimara anédica de CCM-0.1V.
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Figura 5.3: Relacion filogenética basada en el analisis comparativo de las secuencias de RNAr 16S
recuperados del sedimento de la cAmara anédica de CCM-0.1V.

a) Procedimiento de la extraccion del DNA:

Se tomaron muestras del electrodo, sedimento y del sobrenadante, se colocaron en tubos
de 50 ml con fondo conico, los cuales fueron rotulados. Se agregaron 960 ul de fenol
precalentado a 65°C a cada tubo. Nota: el reactivo es fenol-Cloroformo y se debe de
tomar de la capa de abajo. El electrodo es enjuagado con una solucion de buffer de lisis y
posteriormente es retirado. Los tubos se incuban a 65° durante un periodo de 30 minutos (se

vortexea para homogenizar cada 5 minutos). Al terminar el tiempo de incubacion se ponen
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en hielo durante 5 minutos.Se agrega a cada tubo 80ul de cloroformo. Se vortexea y se
centrifuga durante 10 minutos a 10 000 rpm. Pasado este tiempo se recupera el
sobrenadante y se divide la muestra en dos tubos eppendorf'y se ponen 400ul de cada uno.

Posteriormente se le afiade 20ul de NaCl 5SM y 1ml de Isopropanol a cada tubo. Se incuban
las muestras a -40°C durante 30 minutos y centrifugan a 8000 rpm durante 30 min a 4°C.
Después, se retira el liquido sobrenadante del lado contrario a donde se espera que este la
pastilla, misma que se lava con 250ul de EtOH absoluto y 100ul de TE + de NaCl 5M. Pasa
incubaciéon a -40°C durante 15 minutos y se centrifuga a 8000 rpm 15 minutos a 14°C,
eliminar el sobrenadante y se agrega 1 ml de EtOH al 70% Se centrifuga hasta llegar a 10
000 rpm y se retira el sobrenadante. Se deja secar abierto y se resuspende la pastilla con el

DNA en 50ul de TE.

5.2.2 CCM 0.1 V / Sustrato: acetato de sodio.

En la Figura 5.4 se muestra la respuesta del sistema donde se formd cronoampero-
métricamente una biopelicula electroquimicamente activa mediante la aplicacion de un
potencial constante de 0.1V vs (Ag/AgCl/KCl(sat)). La fuente de carbono en esta celda fue
acetato de sodio (1g/L). Cada ciclo representa el cambio de anolito y catolito en ambas
camaras de la celda. A lo largo de dichos ciclos se observa un incremento en la densidad
de corriente, desde la etapa primaria en la formacion de la biopelicula hasta llegar a un
estado estable en el ciclo 5. La estabilidad del sistema se confirm¢ en el ciclo 6 donde no se
alcanzo el valor de jmax de los ciclos anteriores, pero si una densidad de carga similar, al
ciclo 5. Esto demuestra que 4 6 5 ciclos permitieron el desarrollo y maduracién de la
biopelicula electroquimicamente activa, para la posterior evaluacion con el naproxeno

sodico (Harnisch et al., 2013).
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Figura 5.4: Formacion cronoamperométrica de biopelicula mediante un potencial anddico constante de
0.1V utilizando acetato de sodio (1g/L) como sustrato principal.

A partir del ciclo 7 se agreg6 al medio el NPX, utilizando concentraciones altas (10
a 30 ppm) que permitieran determinar el efecto del compuesto en el desempeio de la
biopelicula. Durante el ciclo 7 no se observod la remocion de NPX, sin embargo el sistema
sufrié una caida en la densidad de corriente, lo que en un principio se atribuyd como un
efecto inhibitorio debido a la presencia del contaminante. Para demostrar el efecto sobre la
biopelicula electroactiva, se increment6 la concentracion hasta 30 ppm, en el ciclo 8§, sin
embargo en este la biopelicula incremento su actividad catalitica al llegar a una densidad de
carga de 0.89279 mA cm™, la cual fue el valor maximo alcanzado por el sistema. En dicho

ciclo tampoco se observo la remocion del contaminante.

En la Tabla 5.1 se resumen los pardmetros obtenidos en la CEM 0.1V. a lo largo de

cada ciclo de trabajo del SBE:
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Tabla 5.1: Desempeiio de la CEM 0.1V/Acetato.

CICLOS | QmA/cm?).d | jmax % CE
(mA/cm?)
1 0.07759 0.01719 2.134
2 0.25054 0.10948 6.893
3 0.39362 0.20785 10.829
4 0.58805 0.37262 16.178
5 0.76803 0.36802 21.130
6 0.75887 0.28292 20.878
7 0.51245 0.15598 14.099
8 0.89279 0.37007 24.563

En cuanto a la eficiencia coulombica (%CE) de la celda se alcanzé el nivel bajo

reportado por otros autores que utilizan el mismo sustrato (Figura 5.5). Esto es atribuido

generalmente a la naturaleza del inoculo utilizado. La CE es un buen parametro para

determinar el momento en que este tipo de sistemas alcanzan el estado estable, ya que como

se observa en la gréfica 6, el incremento a lo largo de los ciclos tiene un comportamiento

lineal hasta alcanzar la estabilidad en el ciclo 6.
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Figura 5.5: Eficiencia coulombica de la CEM 0.1/Acetato.
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Debido a que no se observo la remocion del NPX-Na, en este primer sistema se decidid
cambiar de sustrato hacia uno mas complejo que permitira el desarrollo de una comunidad
bacteriana mas diversa. Por lo que se eligi6 utilizar una mezcla de 3 acidos grasos volatiles

(AGVs): acido acético, acido propidnico y acido butirico.

5.2.3 CEM 0.6V/Sustrato: AGVs.

Este sistema trabajo de la misma manera que los dos anteriores, con la excepcion de
que el potencial anddico aplicado fue de 0.6V. se eligio este valor por que esta reportado en
la literatura que a valores de potencial altos se genera una mayor diversidad de
microrganismos electroquimicamente activos (Torres et al., 2009). Por otro lado tambien se
ha reportado en CEM para la generacion de hidrogeno, que valores cercanos a este valor

potencial, favorecen la remocién de AGVs (Lenin Babu et al., 2013).

En cuanto al desempeiio del sistema también se ha reportado que no generan una
elevada densidad de corriente, debido a que la tendencia en estos sistemas es que el anodo
se carga negativamente conforme es colonizado. La mayor densidad de corriente obtenida
en esta celda fue de 0.09629 mA cm™. Por otro lado la velocidad de arranque, al igual que

en la CEM 0.1V/AGVs, fue menor que la comprada con CEM 0.1/Acetato (Figura 5.6).
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Figura 5.6: Formacion cronoamperométrica de biopelicula mediante un potencial
anddico constante de 0.6V utilizando una mezcla de AGVs (500 mgDQQO/L) como
sustratos principales.

Al bajar su Jnax es evidente que se tendran valor de %CE bajos, el mayor alcanzado

fue de 21.1% (figura 12).

Tabla 5.2: Desempefio de CEM 0.6V/AGVs.

CICLOS | Q(mA/cm2)d | jmax(mA/cm®) | %CE

1 0.0767 0.0179 3.93175391
2 0.36233 0.06454 18.5735645
3 0.30884 0.08942 15.831589
4 0.34839 0.07041 17.8589797
5 0.41156 0.09629 21.0971661

108



CEM 0.6 V(AGVs)
25 -
20 -
m 15 A
<
=10 -
5
0 T T T T 1
1 2 3 4 5
CICLOS

Figura 5.7: Eficiencia coulombica de la CEM 0.6/AGVs.

5.2.4 Fisisorcion de nitrégeno.

Para determinar el 4rea especifica se emple6 la ecuacion de Brunauer-Emmet-Teller (BET):

V. (Pz P (VMlC-C) + [(Vj;clc) (P%)]Ec. 1

C =exp [—R 7 ]Ec. 2
Donde:
E; = Calor de adsorcion de la primera capa del adsorbato, cal/mol
E, = Calor de licuefaccion del gas, cal/mol
P = Presion del N, en equilibrio con el N, adsorbido sobre el solido, atm

Py = Presion del N, requerido para la saturacion a la temperatura del experimento, atm
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R = Constante d elos gases ideales, cal/mol.K

T = Temperatura absoluta, K

V = Volumen del N, adsorbido a presion P, m*/g

Vmc = Volumen del N, requerido para formar una monocapa sobre la superficie del

adsorbente, m’/g.

Para obtener el area especifica (S) de las fibras en la tela de carbon (area BET) se utiliza

Vumc y el area proyectada que ocupa una molécula de nitrégeno, con la ecuacion:

§ = (%242) (NA. Syz)Ee. 3

R. T,

Donde:

S= Area especifica, m*/g.

Na = Ntmero de Avogadro (6.023x10%, moléculas/mol)

P. = Presion estandar, 1 atm

R = Constante de los gases ideales, 0.08206 L atm/mol K

Sz = Area proyectada que ocupa una molécula de N,, 1.62nm*/molécula

Te = Temperatura estandar, 273.15 K

5.2.5 Determinacion de sitios activos.

Este procedimiento se realiz6 de acuerdo al método estipulado desde 1994:
Titulaciones Boehm, el cual se basa en titulaciones acido-base. Las ecuaciones siguientes
muestran la solucion neutralizante utilizada para cada uno de los sitios activos y como se

calcula cada uno de estos.

Csc=Csc NaHCOs;, 0.1 N ec. 1
Cscr = Csc + Csr Na,COs3, 0.1 N ec. 2
Cscrr = Csc + Csp + Csr NaOH, 0.1 N ec.3
Csar = Csc + Csi + Csp+ Csca NaOC,H,, 0.1 N ec. 4
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Donde:
Csc= Concentracion de sitios carboxilicos, (meq-g")
Cscr= Concentracion de sitios carboxilicos y lactonicos, (meq-g'l)
Cs.= Concentracidn de sitios lactonicos, (meqeg™)
Csca= Concentracion de sitios carbonilos, (meq-g'l)
CscLr= Concentracion de sitios carboxilicos, lactonicos y fendlicos, (meqeg™)
Cgr= Concentracion de sitios fendlicos, (meqeg™)

Csar= Concentracion de sitios acidos totales, (meqeg™)

Para cada una de las determinaciones se utilizé la cantidad de 0.1 g del material en 25 mL
de solucion neutralizante, los cuales se colocaron en tubos de propileno de 50 mL, se
sellaron y se dejaron en agitacion constante a 150 rpm durante 5 dias. Pasado el tiempo, la
solucion se filtrd y se tituld con una solucién de HC1 0.1 N.

Las concentraciones de los sitios activos en la superficie de la fibra se calcularon con la

siguiente ecuacion:

Vin (Cin - Cfn)
CSA = — x 1000

Donde:

Csa = Concentracion de sitios activos, (meq/g)

Vin = Volumen inicial de la solucién neutralizante, (L)

Cin = Concentracion inicial de la solucion neutralizante, (eq/L)
Cs = Concentracion final de la solucion neutralizante. (eq/L)

M = Masa de la tela de carbon (g)

La concentracion final (Cy,) de la solucion neutralizante fue determinada con los datos de

titulacion y utilizando la ecuacion:

Cn = VT - CT
Vm

Donde:

V= Volumen utilizado de la solucién titulante, (mL)

Cr = Concentracion de la solucioén titulante, (eq/L)

Vi = Volumen de la muestra de la soluciéon neutralizante, (mL)
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El volumen utilizado, en la solucion titulante se identifica con la grafica de la segunda

derivada, para la cual se utiliza:

_ d2pH  ApH2 — ApH1
dv2  VT3-VT2

D2

5.2.6 Estudios voltamperométricos de la oxidacion del naproxeno sédico sobre

electrodos de carbon.

El estudio de la oxidacion electroquimica de NPX, utilizando las telas de grafito, se
realizd6 para discriminar entre un proceso de remocion bioldgico y el proceso
electroquimico, al aplicar potenciales cercanos al valor obtenido en los SBM. Ademas, este
estudio permitié conocer las interacciones entre los electrodos y el contaminante, sin la

presencia de entidades biologicas.

En la literatura no se hay reportes sobre la oxidaciéon del NPX en medio acuoso,
existen reportes en medios orgdnicos como acetonitrilo sobre carbon vitreo, donde se
encontrd que esta especie lleva a cabo una oxidacion electroquimica, quimicamente
irreversible, cuya respuesta presentdé un potencial pico anddico a 1.32V(vs Ag/AgCl)

(Suryanarayanan et al., 2005).

En este trabajo se encontrd una respuesta similar, como se muestra en la Figura 5.7,
la cual corresponde a una respuesta voltamperométrica sobre el E-Cvi, en una solucion
10mM de NPX en 1M de KNOs. En este caso el potencial pico andédico del NPX (H) se
encontro a 0.86V (vs Ag/AgCl). Al realizar un segundo barrido (VC 2), ya no observo el
pico, esto se debo a que el NPX, puede reaccionar con la superficie del electrodo,

adsorbiéndose.
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Figura 5.8: Estudio voltamperométrico con electrodo de carbon vitreo (E-Cvi), 10mM de NPX en 1M
de KNO; velocidad de barrido 5 mV s™.

El estudio voltamperométrico bajo las mismas condiciones experimentales, sobre los
electrodos de tela de grafito, presentaron mayores densidades de corriente pico en
comparacion con el E-Cvi, lo que se atribuye a la configuracion fisica de la tela y al

incremento del area superficial en el E-TT°.

En el caso del electrodo E-ST, se observo (Figura 5.8), que adicional al pico
correspondiente a la oxidacion primaria del NPX (I) (0.83V (vs Ag/AgCl), se aprecian dos
a1.0V(J) y 1.09V(K) (vs Ag/AgCl). La presencia de estos picos adicionales, puede deberse
a los grupos funcionales presentes en la superficie del material. Por otro lado, al realizar un
segundo ciclo voltamperométrico, se observa que el electrodo pierde actividad, esto quiere
decir que su superficie es modificada, debido a la posible adsorciéon del NPX en su

superficie, tal como fue observado en el E-Cvi.
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Figura 5.8: Respuesta voltamperométrica del NPX 10mM sobre E-ST, en 1M de KNO;
velocidad de barrido 5 mVs™.

En la Figura 5.9, se muestran los voltamperogramas obtenidos con el E-TT®, en el
que se observan dos picos: a 0.85 V (L) y 1.11 V (M). El pico L, es atribuido al proceso de
oxidacion del NPX, ya que se encuentra muy cercano al valor de potencial observado en E-
Cvi (0.86V) y E-ST (0.83V). El segundo pico (M), es atribuido a una re-oxidacioén del
compuesto, sobre el electrodo. A diferencia del E-ST, este electrodo permite dos ciclos mas
de oxidacion del NPX sin modificar drasticamente su actividad. Hasta el ciclo nimero 4

en el que no se aprecian ningiin proceso redox.
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Figura 5.9: Respuesta voltamperométrica de E-TT®, a 10mM de NPX en 1M de KNO; yv=5mVs™.

En el barrido en direccion catddica no se observé ningun pico, lo que significa que
la electro-oxidacion del naproxeno soédico es un proceso quimicamente irreversible (esto
también fue observado en E-Cvi y E-ST) (Adhoum et al., 2003). El mecanismo de reaccion
propuesto para este proceso de oxidacion se muestra en la figura 6.1 e implica la formacion
de un radical carbocation, en el carbono adyacente al anillo aromatico, esta especie puede
experimentar una rapida disociacion protonica (H") para dar lugar a un carbocation, el cual
puede ser oxidado irreversiblemente con la pérdida un de segundo -electron

(Suryanarayanan et al., 2005).
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