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En la presente investigacion se determino el rendimiento bioelectroquimico de una
serie de macrofitas operadas en humedales de celda de combustible microbiana (H-
CCM). En la primera etapa experimental se evalué la produccion de bioelectricidad
de las especies: Aglaonema commutatum, Cyperus papyrus, Epipremnum aureum,
Dranacaena braunni, Philodendron cordatum, Chrysopogon zizanioides, Eichhornia
crassipes y Juncus effusus, donde se estudi6 el efecto de la intensidad de radiacién
solar sobre la produccién de exudados radiculares. Para llevar a cabo la descripcion
bioelectroquimica se aplicaron diferentes pruebas potenciostaticas, con el propdsito
de ponderar la contribucion de las variables de respuesta observadas. Los H-CCM
fueron construidos con electrodos de fieltro de carbon, se operaron con un tiempo
de retencion hidraulico de 4 dias en modo de flujo ascendente y se alimentaron con
la solucién modificada de Hoagland. Se utilizaron catodos aireados y sobre cada
anodo se inodculo un consorcio bacteriano proveniente de lodo granular anaerobio.
Las especies Juncus effusus y Philodendron cordatum presentaron los mejores
resultados, con maximos voltajes de 270 y 199 mV y densidades de potencia de
29.0 y 15.8 mW/m? respectivamente. La cuantificacion de carbon organico total en
los efluentes de cada H-CCM determiné la presencia de fotosintatos radiculares.

En la segunda etapa experimental se utiliz6 una membrana de intercambio proténico
para separar la zona rizosférica de la camara anaerobia, mejorando las condiciones
biolégicas en el sistema. Cualitativamente se identificaron metabolitos secundarios
(terpenos, alcaloides y flavonoides) por cromatografia en capa fina, mismos que dan
evidencias de la versatilidad y dinamica biologica presente en la rizésfera. También
se cuantificaron distintos tipos de azucares (sacarosa, fructosa, galactosa y glucosa)
por cromatografia liquida, con concentraciones de 100-450 ug/L. Ambos analisis se
realizaron a partir de los exudados radiculares de las especies Juncus effusus y
Philodendron cordatum. La sacarosa y la glucosa fueron los tipos de azucares que
produjeron en mayor cantidad, con porciones de hasta 35 y 24% respectivamente.
Los azucares son compuestos que fungieron como donadores de electrones para
la produccion de bioelectricidad, al utilizar sustratos endégenos que alimentaron la
biopelicula el consumo fue de 45-55 (sacarosa) y 40-65 (glucosa) %.

En la tercera etapa experimental se identificaron los mecanismos de transferencia
de electrones de la reaccion de reduccion de oxigeno (RRO), para ello se aplicaron
pruebas electroquimicas e hidrodinamicas con un electrodo rotatorio acoplado a un
potenciostato. Para potencializar el rendimiento de bioelectricidad, se impregnaron
nanocatalizadores de grafeno/didxido de titanio (G/TiO2), grafeno/nitrégeno (G/N) y
carboén/platino (C/Pt) sobre los catodos. Los resultados demostraron que la RRO de
cada electrodo se llevo a cabo a través de la via directa, esta reaccion involucra una
transferencia de 4 electrones. El mejor rendimiento se obtuvo con G/TiO2, donde el
maximo voltaje fue de 490 mV, con una densidad de potencia de 99.2 mW/m?. La
modificacidén catodica propicié un aumento de mas del 100% de bioelectricidad.

Palabras clave: Humedales de celda de combustible microbiana — bioelectricidad — exudados
radiculares — reaccion de reduccion de oxigeno — nanocatalizadores



ABSTRACT

In the present research work the bioelectrochemical performance of a series of
macrophytes operated in wetlands microbial fuel cell (W-MFC) was determined.
In the first experimental stage the bioelectricity production of the species:
Aglaonema commutatum, Cyperus papyrus, Epipremnum aureum, Dranacaena
braunni, Philodendron cordatum, Chrysopogon zizanioides, Eichhornia crassipes
and Juncus effusus was evaluated, where the effect of solar radiation intensity on
the production of root exudates was studied. To carry out the bioelectrochemical
description, different potentiostatic tests were applied, to weigh the contribution of
the observed response variables. The W-MFCs were built with carbon felt
electrodes, these were operated with a hydraulic retention time of 4 days in upflow
mode and were fed with modified Hoagland solution. Aerated cathodes were used
and a bacterial consortium from anaerobic granular sludge was inoculated on
each anode. The Juncus effusus and Philodendron cordatum species presented
the best results, with maximum voltages of 270 and 199 mV and power densities
of 29.0 and 15.8 mW/m? respectively. The quantification of total organic carbon in
the effluents of each W-MFC determined the presence of root photosynthates.

In the second experimental stage a proton exchange membrane was used to
separate the rhizospheric zone from the anaerobic chamber, improving the
biological conditions in the system. Qualitatively secondary metabolites (terpenes,
alkaloids and flavonoids) were identified by thin layer chromatography, which
provide evidence of the versatility and biological dynamics present in the
rhizosphere. Different types of sugars (sucrose, fructose, galactose and glucose)
were also quantified by liquid chromatography, with concentrations of 100-450
ug/L. Both analyzes were performed from the root exudates of the Juncus effusus
and Philodendron cordatum species. Sucrose and glucose were the types of
sugars that produced in greater quantity, with portions greater than 35 and 24%
respectively. Sugars are compounds that served as electron donors for the
production of bioelectricity, using endogenous substrates that fed the biofilm,
consumption was 45-55 (sucrose) and 40-65 (glucose) %.

In the third experimental stage the electron transfer mechanisms of the oxygen
reduction reaction (ORR) were identified, for it electrochemical and hydrodynamic
tests were applied using a rotating disk electrode coupled to a potentiostat. To
potentiate the performance of bioelectricity, graphene/titanium dioxide (G/TiO2),
graphene/nitrogen (G/N) and carbon/platinum nanocatalysts were impregnated
on the cathodes. The results showed that the ORR of each electrode was carried
out through the direct pathway, this reaction involves a transfer of 4 electrons.
The best performance was obtained with G/TiO2, where the maximum voltage
was 490 mV, with a power density of 99.2 mW/m?. The cathodic modification led
to an increase of more than 100% in bioelectricity.

Keywords: Wetlands microbial fuel cell — bioelectricity — root exudates — oxygen reduction
reaction — nanocatalysts
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INTRODUCCION

CAPITULO 1

1.1. Introduccioén

Los problemas de contaminacién ambiental y el calentamiento global han dado lugar
a la busqueda de fuentes de energias renovables, con el fin de minimizar la emision
de gases de efecto invernadero (GEI) producidos por el uso de combustibles fosiles.
Algunos tipos de energia alternativa, tales como: la energia edlica, solar, geotérmica
e hidroeléctrica indudablemente reducen las emisiones de didxido de carbdn (COz).
Sin embargo, tienen algunas desventajas, entre ellas: la transformacion del paisaje,
los procesos de uso intensivo de energia y las limitaciones geograficas (Narimisa et
al., 2018; Bombelli et al., 2016; Olivier et al., 2017; Singh et al., 2018). Por otro lado,
el crecimiento econdmico-demografico y el desarrollo industrial-social de muchos
paises esta aumentando, esto conduce a un incremento en la produccion de aguas
residuales (Kaewkannetra et al., 2011; Singh et al., 2018; Neczaj y Grosser, 2018;
Akpor et al., 2014). Aunado a lo anterior, la tecnologia que disefa la obtencién de
bioenergia para mitigar el efecto del cambio climatico seria un candidato adecuado,
como lo ofrece la tecnologia electroquimica de celdas de combustible microbiana
(CCM), donde se presentan interesantes aplicaciones, por ejemplo: la produccidn
de bioelectricidad, la produccion de biogas y el tratamiento de residuos (Figura 1.1).

En la actualidad muchos tratamientos con sistemas bioelectroquimicos (SBE) han
surgido como una tecnologia interesante, que puede ser utilizada para la generacion
de bioelectricidad a partir de biocombustibles obtenidos en el tratamiento de aguas
residuales (Selim et al., 2017). Dentro de la investigacion con SBE, se encuentran
los humedales de celda de combustible microbiana (H-CCM), estos se definen como
dispositivos bioelectroquimicos, que convierten la energia solar en bioelectricidad
con ayuda de microorganismos presentes en la rizésfera de macrofitas acuaticas
(Nitisoravut y Regmi, 2017). Mediante la sintesis enzimatica que llevan a cabo las
bacterias electroquimicamente activas y los compuestos organicos liberados por el
sistema radicular de las plantas se producen electrones (e7), protones (H*) y CO..
Los electrones son adheridos al anodo y los protones se dirigen al catodo, ahi ocurre
la reduccion de oxigeno para llevar a cabo la reaccion de la formacion de agua y la
generacion simultanea de bioelectricidad (Sophia y Sreeja, 2017).

Entre los rizodepdsitos son liberados los exudados radiculares, uno de los fines de
utilizar macrofitas, es para aprovechar todas estas secreciones como sustrato. Las
bacterias productoras de bioelectricidad que se encuentran presentes de forma
natural en el anodo, oxidan la materia organica liberada por las macrofitas, por tal
motivo, la formacion de la biopelicula sobre la superficie anddica es necesaria para
una transferencia eficiente de electrones al electrodo (Lu et al., 2015; Timmers et
al., 2012; Franks et al., 2010; Wetser, 2016; Sudirjo et al., 2019; Deng et al., 2012).
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En el afio 2008 se proporciond el principio para la obtencion de bioenergia a partir
de sustratos fotosintéticos, ademas los dispositivos de H-CCM han reportado altas
eficiencias de eliminacion de contaminantes (Srivastava et al., 2015; Regmi et al.,
20187?), teniendo la ventaja de que estos sistemas pueden alimentarse con aguas
residuales diversas. Los estudios con estos prototipos son limitados, considerando
que su desarrollo se encuentra en la fase de infancia, por lo que se requiere indagar
profundamente en la investigacion. De los trabajos con H-CCM, se han realizado
estudios que involucran: los registros de voltajes (Helder et al., 2010; Strik et al.,
2008), degradacion de compuestos aromaticos (Yan et al., 2015), remociones de
DQO (Sazetal., 2018; Liu et al., 2013; Regmi et al., 2018P), analisis de la comunidad
microbiana (Timmers et al., 2012), tamafio de los electrodos (Takanezawa et al.,
2010), aplicacién de biocatodos (Wetser et al., 2015), configuraciones del disefio
(Helder et al., 2012) y diferentes tipos de flujo (Doherty et al., 20157%; Liu et al., 2013).

En la primera etapa experimental de esta investigacion, se realizaron estudios sobre
el rendimiento bioelectroquimico de ocho especies de macrofitas acuaticas, bajo
intensidades de radiacion solar difusa y directa. También se cuantifico la secrecidn
de exudados radiculares de cada especie como fuente de sustrato organico. En la
segunda etapa se identificaron los rizodepositos en forma de azucares reductores
liberados en la rizésfera, los cuales fungen como sustrato endégeno que alimenta
la biopelicula. Finalmente, se identificaron las vias de transferencia de electrones
en la reaccidn de reduccion de oxigeno con el uso de nanocatalizadores. Toda esta
investigacion, tiene el objetivo de contribuir al desarrollo cientifico e implementacion
de tecnologias que mitiguen las adversidades ocasionadas por los GEI.

Produccion de Tratamiento de Tratamiento de
bioelectricidad aguas residuales metales pesados

Tratamiento de
compuestos
recalcitrantes

Biosensores

Menor Integracion Produccién de
produccion de paisajistica biogas
GElI

Figura 1.1. Aplicaciones de los H-CCM.
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CAPITULO 2

2.1. Antecedentes

Actualmente son pocos articulos publicados de Review sobre H-CCM. La primera
revision publicada fue por Deng et al. (2012) quienes presentaron una vision de la
operacion de CCM acopladas a humedales construidos artificialmente (HCA). En la
revision de Corbella y Puigagut (2016) describieron la implementacion de una CCM
a humedales artificiales para el tratamiento de aguas residuales y la obtencion de
bioelectricidad. Doherty et al. (2015%) y Shi et al. (2018) recopilaron informacién
sobre las arquitecturas y las formas de operacion, asi como el efecto de algunas
condiciones fisicoquimicas que afectan el rendimiento bioelectroquimico. Nitisoravut
y Regmi (2017) presentaron una descripcion sobre algunos factores fotosintéticos
involucrados en el rendimiento bioelectroquimico y los tipos de macrdfitas que se
han estudiado. Wang et al. (2017?) reportaron los rendimientos y las eficiencias de
remocion de contaminantes presentes en aguas residuales y Regmi et al. (20182°)
realizaron una cronologia histérica sobre el progreso de los estudios con H-CCM,
también mencionaron algunos factores biolégicos que afectan su rendimiento.

La revisidn de esta tesis, aborda una descripcion sobre los H-CCM en el estado
actual, abarcando aspectos sobre el rendimiento obtenido bajo diferentes formas de
operacion, configuraciones, tipos de flujo, materiales, disefios, tratamiento de aguas
residuales, asi como puntos determinantes para posibles investigaciones futuras.
También se presentan los procesos bioldgicos involucrados que resultan de interés
para la presente investigacion, tanto en los SBE, como en los H-CCM y HCA. A
continuacion, se explican los principios de funcionamiento, asi como los principales
componentes del sistema, la descripcidn bioelectroquimica y las metodologias con
resultados reportados en previas investigaciones.

2.1.1. Sistemas bioelectroquimicos para la produccién de bioelectricidad

En la actualidad, los SBE han surgido como una tecnologia interesante que puede
ser utilizada para la generacion de bioelectricidad a partir de combustibles obtenidos
de residuos organicos. En estos dispositivos, los microorganismos electroactivos
son capaces de convertir la energia bioquimica contenida en la materia organica en
bioelectricidad de forma directa (Selim et al., 2017; Logan et al., 2006). En el campo
de investigacion se incluye una amplia gama de tecnologias emergentes, esta se
caracteriza por utilizar a las bacterias para la generacion de bioelectricidad mediante
reacciones anodicas y catodicas dentro de una configuracion bioelectroquimica
(McCormick et al., 2015). Los SBE funcionan bajo diferentes formas de operacion y
se clasifican en diferentes modalidades, entre ellas destacan: las CCM y celdas de
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electrolisis microbiana (CEM), en las cuales las configuraciones y componentes son
similares (Ruiz, 2014; Pant et al., 2011). En una CCM se genera corriente eléctrica
de manera directa y espontanea por reacciones redox. A diferencia de, en una CEM
se requiere una fuente de energia eléctrica externa para llevar a cabo reacciones
quimicas no espontaneas redox, con el efecto de producir hidrégeno y oxigeno por
electrolisis al disociar la molécula del agua (Rivera, 2014). El hecho de que algunos
microorganismos pueden transportar electrones fuera de sus membranas celulares
y por lo tanto, comunicarse eléctricamente con el ambiente exterior se descubrio
desde hace cien afos. Esta caracteristica se ha utilizado para desarrollar procesos
bioelectroquimicos avanzados. Basicamente, la bioelectricidad dependera de la
oxidacion de los sustratos como la principal fuente de energia en la produccion de
electrones. Las cadenas transportadoras de electrones son el compartimiento mas
importante en las bacterias, mediante su actividad catalitica se liberan electrones
que son transferidos a los electrodos. Como resultado se genera un diferencial de
potencial (fuerza electromotriz), ese es el principio basico del funcionamiento de los
prototipos bioelectroquimicos (Sudirjo, 2020; Wlodarczyk et al., 2019; Logan et al.,
2006; Shen et al., 2018; Goto et al., 2015; Giorgi y Leccese, 2013).

2.1.1.1. Humedales de Celda de Combustible Microbiana

Recientemente investigadores encontraron que los gradientes redox estratificados
naturalmente en HCA, son alta y completamente consistentes con las condiciones
de una CCM. Es decir, un humedal convencional cuenta con una zona aerobia en
el interfaz aire-agua y una zona anaerobia en la parte inferior (Wang et al., 20172).
De manera similar, en un sistema de CCM, las condiciones también corresponden
a las de un HCA. El anodo y el catodo se pueden colocar estratégicamente bajo
condiciones anaerobias y aerobias respectivamente (Xu et al., 20162). Por lo que
los avances tecnologicos han dado lugar a una hibridacion entre ambos sistemas,
denominandolos como: Humedales de Celda de Combustible Microbiana (H-CCM)
(Doherty et al., 20152). En un principio esta tecnologia no consiguié un importante
interés por la investigacion, mas tarde se observd que estos dispositivos pueden
producir bioenergia sin la formacion de algun subproducto téxico. Un H-CCM se
describe como un mecanismo bioelectroquimico que convierte la energia solar en
bioelectricidad por procesos fotosintéticos con ayuda de microorganismos que se
encuentran presentes en la rizosfera (Nitisoravut y Regmi, 2017; Deng et al., 2012).
Con la sintesis enzimatica de bacterias electroactivas, diferentes rutas metabdlicas
involucradas en la oxidacidn de sustratos y los compuestos organicos liberados por
las raices de las macrofitas se transfieren electrones y protones. Los primeros son
adheridos al anodo, los segundos cruzan una membrana de intercambio protonico
y se dirigen al catodo, siguiendo el mecanismo de una CCM (Sophia y Sreeja, 2017).
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2.1.1.1.1. Biosistema de H-CCM

Un H-CCM esta conformado por dos electrodos, cuenta con un anodo en la camara
anaerobia, sobre el cual se desarrolla la biopelicula de bacterias electroactivas y los
exudados radiculares producidos a través de la rizodeposicion de las macrofitas son
aprovechados como biocombustible (Jawre et al., 2019; Singh et al., 2018; Wetser,
2016; Corbella et al., 2017). También cuenta con un catodo en la camara rizosférica,
lugar donde ocurre la reduccién de oxigeno, ambos electrodos son conectados a
una resistencia externa (Q2) para el cierre del circuito (Regmi et al., 20182, Helder et
al., 2012). Cuando se utilizan reactores de doble camara, comunmente se coloca
algun tipo de separador para prevalecer las condiciones biologicas requeridas para
cada camara, las membranas de intercambio protonico y materiales fibrosos son
muy utilizados como separadores. Para dar estabilidad fisica a las macrofitas, se
utilizan medios de soporte granulados que posibilitan el crecimiento de las raices y
permiten la operacién de distintos tipos de flujos (Santoro et al., 2017; Baudler et
al., 2015; Corbella et al., 2014; Wu et al., 2013). En la Figura 2.1 se muestra la
composicién tipica de un H-CCM, la incorporacion de un reactor electroquimico con
un humedal, comprende areas multidisciplinarias, que van desde el estudio de las
bacterias, flora, procesos electroquimicos y diferentes campos de ingenieria.

CO, &1 — Camara anédica Camara catédica € O
Anodo .
Catodo
Yo\ Separador
. Raices
. Exudados
radiculares
. . 6CO2+ 24¢ + 24H" CeH1206 +6Hz0
. . Actividad HZO
microbiana
+
e H
4H* + 4e- + 02 — 2H,0
I I T e_
|
% Voltaje

Figura 2.1. Mecanismo de trabajo de un H-CCM.

DCTA
)



ANTECEDENTES

La mejor forma de comprender la interrelacion entre estos campos de estudio, es
unificandolos en un unico biosistema, el cual comprende componentes bidticos y
abidticos para la obtencion de bioenergia. Un H-CCM se puede ver como un tipo de
biosistema, el cual se divide en dos estructuras: el biocontrol y el bioproceso. La
estructura de biocontrol involucra la macrdfita, donde recibe una entrada de luz solar
para la produccion de voltaje por procesos fotosintéticos (exudados). La estructura
del bioproceso se refiere a la poblacion microbiana, estos toman los exudados que
se producen en la raiz y a través del metabolismo bacteriano producen la salida de
bioenergia (Nitisoravut y Regmi, 2017; Alocilja, 2000; Treesubsuntorn et al., 2019).

Los factores que afectan el rendimiento del sistema de H-CCM se categorizan como:
factores bioldgicos y fisicoquimicos. Las macrofitas, algas y bacterias se pueden
agrupar en factores biologicos, mientras que parametros como: la conductividad, el
pH, la humedad y la temperatura representan factores fisicoquimicos (Regmi et al.,
2018P®). Sin embargo, los H-CCM son de naturaleza compleja y cuando se aplican
en condiciones naturales, estos factores podrian ser dificilmente controlables. La
optimizacién de los parametros mencionados es un aspecto importante para realizar
una operacion eficiente. Los reactores con camara doble y camara unica a escala
laboratorio, arrozales, pantanos y humedales construidos son escenarios que se
han utilizado para la investigacion. En algunos casos se utilizan camaras climaticas
para controlar algunos factores ambientales, entre ellos periodos de luz y oscuridad,
humedad y temperatura (Timmers et al., 2012; Regmi et al., 2018°; Takanezawa et
al., 2010; Lu et al., 2015). En el momento que se opera bajo condiciones naturales,
existen algunas limitaciones que deben valorarse, la baja transferencia de masa es
el principal desafio que debe resolverse, considerando que bajas transferencias de
protones puede causar un incremento en la resistencia interna y una disminucién
en la densidad de potencia (Regmi et al., 2018°; Corbella y Puigagut, 2016).

Entre las especies de macrdfitas mas estudiadas se encuentran: Canna indica
(Regmi et al., 2018?), Pennisetum setaceum (Chiranjeevi et al., 2012), Cyperus
involucratus (Nattawut y Holasut, 2015), Typha latifolia (Oon et al., 2015), Acorus
calamus (Yan et al., 2015), Echinochloa glabrescens (Bombelli et al., 2013),
Phragmites australis (Villasenor et al., 2013), Ipomea acuatica (Fang et al., 2013),
Lolium perennee (Habibul et al., 2016), Echinorriea crassipes (Mohan et al., 2011),
Alocasia macrorrhiza (Zaman y Wardhana, 2018), Typha angustifolia (Saz et al.,
2018), Sporobolasarabicus (Gilani et al., 2016), Elodea nuttallii (Oon et al., 2017),
Glyceria maxima (Strik et al., 2008), Oryza sativa (Kouzuma et al., 2014), Typha
orientalis, Scirpus validus (Wang et al., 2017°), Iris pseudacorus (Wu et al., 2015),
Chlorophytum inornatum, Asparagus fern (Manohar et al., 2017), Setaria faberi
(Kuzyakov, 2010), Sedum kamschaticum (Tapia et al., 2018), Juncus effusus
(Vargas et al., 2018) y Pleurocapous (Castresana et al., 2019).
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A lo largo de la investigacion, se han operado H-CCM bajo diferentes condiciones,
configuraciones y parametros de control, pero todos siguen el mismo principio, con
la recombinacién del flujo de electrones y protones que se producen en la camara
anaerobia y el oxigeno de la camara aerobia se cierra el circuito (voltaje a circuito
cerrado), dando lugar a la formaciéon de agua como se observa en la Ecuaciéon 2.2.
Respecto a la fuente de materia organica, suponiendo que el sustrato fuese glucosa,
se producen las siguientes reacciones en cada electrodo (Ec. 2.1-2.3). En la Figura
2.2 se muestra el mecanismo para la producciéon de bioelectricidad en un H-CCM.

Anodo: C4H;,04 + 6H,0 - 6CO, + 24H* + 24e” (Ec.2.1)
Catodo : 60, + 24H* + 24e~ — 12H,0 (Ec.2.2)
Reaccién global : C4H;,04 + 60, = 6CO, + 6H,0 (Ec.2.3)

Reaccion del catodo

24H" + 24e + 602 — 12H20

6CO2 + 24H* + 24e” 0 4H* + 4 + 02 — 2H.0

| Condicién aerobia |

Figura 2.2. Generacion de bioelectricidad en un H-CCM (Regmi et al., 2018").

2.1.1.1.2. Rizodeposicion

El proceso de rizodeposicion se define como el transporte de material organico
originado en las raices de las macrodfitas hacia la rizosfera. Durante el crecimiento y
desarrollo de las macrdfitas el carbén organico ingresa al suelo como rizodepdésitos,
que son ceélulas organicas radiculares desprendidas, estas son utilizadas como
biocombustible por parte de la comunidad microbiana (De Schamphelaire et al.,
2010; Timmers et al., 2012). Los rizodepdsitos organicos son desde exudados de
bajo peso molecular, hasta raices completas, siendo estos sustratos potencialmente
biodegradables (Treesubsuntorn et al., 2019; Udvardi y Poole, 2013).
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Los tipos de sustratos influyen en la comunidad electroactiva en el anodo y por lo
tanto, afectan el rendimiento del sistema (Chae et al., 2009). La rizodeposicion
representa cerca del 40% de la productividad fotosintética (Bajracharya et al., 2016),
es decir, que una porcién de los carbohidratos y las sustancias organicas que no se
utilizan en su desarrollo, se excretan en la raiz como rizodepositos (Timmers et al.,
2012). Una gran diversidad de materia organica se dispone a partir de exudados,
desde metabolitos simples, hasta compuestos organicos mas complejos como la
glucosa (Lu et al., 2015; De Schamphelaire et al., 2010; Franks et al., 2010).

Las macrofitas aparte de producir rizodepositos como fuente de bioenergia, liberan
oxigeno como aceptor final de electrones para la reduccion catodica, su crecimiento
se lleva a cabo a través de la respiracion aerobia, por ende necesitan de oxigeno.
Las macrofitas generalmente se desarrollan en un ambiente andxico-aerobio en la
rizésfera, estas transportan el oxigeno requerido para su respiracion desde el aire
hacia las raices a través de su sistema aerenquimal. Algunas especies, entre ellas:
Spartina anglica, son capaces de sobrevivir gracias a este tejido vegetal, estos son
espacios intracelulares que sirven como canales de transporte de gases (Maricle y
Lee, 2007). Ademas de proporcionar el oxigeno para llevar a cabo la respiracion
aerobia, este sistema también libera oxigeno para la desintoxicacion de fitotoxinas
y la adquisicion eficiente de los nutrientes (Koop-jakobsen y Wenzhdofer, 2015;
Wetser, 2016). Parte de la biomasa que se produce es asignada para la respiracion
y crecimiento, siendo la biomasa subterranea (exudados, mucilagos, secreciones,
células muertas, entre otros compuestos) utilizada como sustrato por las bacterias
(Helder et al., 2012). Los exudados son excretados especificamente por el sistema
radicular (Kuzyakov, 2010; Pausch y Kuzyakov, 2011), estos compuestos inician y
controlan la interaccion simbidtica entre las raices y las bacterias del suelo como se
muestra en la Figura 2.3 (Badri y Vivanco, 2009; Chae et al., 2009; Rincon et al.,
2013; Moore et al., 2007; Hennion et al., 2019; Udvardi y Poole, 2013).

Los rizodepdsitos se pueden clasificar en dos grupos: exudados radiculares de bajo
peso molecular y exudados radiculares de alto peso molecular. Los primeros son
liberados hacia la solucién de suelo mediante difusién pasiva a través de la bicapa
lipidica y mediante canales proteicos presentes en la membrana plasmatica. Dentro
de los exudados de bajo peso molecular liberados, se han identificado algunos
acidos organicos, tales como: como el acido piruvico, fumarico, malico, oxalico,
lactico, maldnico, maléico, tartarico, aconitico, citrico, entre otros. Dentro de los
compuestos de alto peso molecular se encuentra un conjunto de carbohidratos,
acidos grasos y proteinas (lbarra, 2011). La composicion de los exudados de las
raices varia de acuerdo a la biologia y el crecimiento de la macrdfita, se piensa que
en los compuestos de bajo peso molecular se involucra la mayor cantidad y tipos de
exudados expulsados las raices (Wu et al., 2013; Hennion et al., 2019).
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Rizodepésitos

Compuestos
antipatégenos

Exudados
radiculares

Acidos organicos

Carbohidratos
Otros compuestos

Proteinas

Figura 2.3. Interacciones macroéfita-bacteria en la rizosfera.
Modificado de Rincon et al. (2013) y Bais et al. (2006).

La bioelectricidad producida en los H-CCM es una variable de respuesta de la
cantidad de los exudados de las raices, la morfologia radicular, la relacion macréfita-
bacteria y su eficiencia fotosintética (Chiranjeevi et al., 2012). De tal modo que el
rendimiento puede mejorar con las condiciones fisicoquimicas y biologicas éptimas
para tener una mejor rizodeposicion. Actualmente son pocos los reportes enfocados
al estudio de los exudados, Sophia y Sreeja (2017) realizaron una trabajo donde
evaluaron tres diferentes macrofitas (Brassica juncea, Trigonella foenumgraecum 'y
Canna stuttgart) en H-CCM independientes. La mayor produccion de voltaje fue con
la especie Canna stuttgart, explicaron que esta puede albergar altas cantidades de
exudados. El registro de voltajes fue de 505, 485 y 523 mV con densidades de
potencia de 69, 80 y 222 mW/m? respectivamente. Por impedancia electroquimica
realizaron pruebas para determinar las pérdidas 6hmicas. Reportaron que la menor
resistencia interna se obtuvo con la especie Canna stuttgart (22 Q) y mencionaron
que posiblemente se debe a las diferencias en los tipos de exudados, la velocidad
de exudacion, los nutrientes del suelo, la poblacion microbiana en la rizosfera y otros
factores complejos presentes en el sistema bioelectroquimico heterogéneo.
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2.1.1.1.3. Luz solar y caminos fotosintéticos

Un H-CCM puede producir bioelectricidad sin la introduccion externa de elementos
organicos o nutrientes exogenos debido a los procesos fotosintéticos (Eisenhut et
al., 2017). La fotorrespiracién de la flora en general se clasifica en tres mecanismos:
C3, C4 y CAM. La flora de cada grupo tiene diferentes vias fotosintéticas, haciendo
referencia a la produccion de oxigeno y fijacion del CO- (Helder et al., 2010; Sivaram
et al., 2018). Las vias fotosintéticas juegan un papel importante en la eficiencia
bioenergética (Gilani et al., 2016). Las especies que se encuentran dentro de la
clasificacion C4, significa que su actividad fotosintética es mayor que las especies
de las otras categorias (Wang et al., 2012), por lo que es recomendable implementar
flora de este tipo, ya que permiten mayores tasas de conversion de energia solar en
bioeléctrica. La flora C4 tiene ventajas sobre las tipo C3, la principal es poseer mayor
actividad fotorrespiratoria (6.0% vs 4.6%), donde la rizodeposicion es directamente
proporcional a los exudados formados. Dado esto, las especies C4 en comparacion
con las C3 y CAM, tienen mayor capacidad para la generacion de sustrato endégeno
y reproduccion bacteriana (Deng et al., 2012; Regmi et al., 201823, Yan et al., 2015).

La luz solar es un factor que modifica los potenciales fotosintéticos (Regmi, 2017),
en el estudio de Sophia y Sreeja (2017) observaron un patrén diurno de los registros
de voltajes en un periodo experimental de 30 dias, quienes evaluaron la produccion
de voltaje de las macrdfitas: Brassica juncea, Trigonella foenum-graecum y Canna
stuttgart. Reportaron que la primera especie presenté mayores variaciones diurnas
y plantearon la hipétesis de que esta especie produjo menores concentraciones de
exudados liberados en la rizosfera. Por tal motivo, la intensidad y calidad de luz
solar son parametros que afectan el rendimiento de un H-CCM vy la vitalidad de las
macrofitas (Shin et al., 2008; Sevda et al., 2013; Nitisoravut y Regmi, 2017). En otro
caso evaluaron reactores de celdas de combustible microbiana fotosintéticas, donde
observaron el efecto de la iluminacion y los registros de potencia. Se demostré que
esta se encuentra directamente vinculada a la actividad metabdlica de las bacterias
(Wu et al., 2013; Juang et al., 2012). Dentro de las condiciones operacionales de un
sistema de este tipo, se requiere de una intensidad 6ptima de luz para las macroéfitas
en operacion, siendo la fotosintesis un proceso sustancial para la generacion de
biomasa y bioelectricidad (Xiao y He, 2014). Con una intensidad de luz 6ptima, las
macrofitas pueden tener altas eficiencias fotosintéticas y mayores cantidades de
exudados radiculares, esto beneficiaria la comunidad microbiana heterogénea en la
rizésfera. Ambos aspectos deben explorarse en la investigacion experimental.

El rendimiento de un H-CCM depende primeramente de la fisiologia de la macrofita,
la sintesis de compuestos organicos, el transporte de los compuestos hacia la raiz,
la liberacién-absorcidn de exudados asimilables por las bacterias y la generacion de
electrones y protones (Bombelli et al., 2013). En muchos de los estudios, la variacion
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en la produccién de voltaje esta relacionada con la radiacion solar. Kaku et al. (2008)
informaron que la sombra en las macrofitas puede disminuir la produccién en la
salida de voltaje por la inhibicidn de la fotosintesis, acompafiado de una disminucion
en la rizodeposicion. La intensidad de la luz afecta la translocacién de nutrientes en
la rizosfera y la secrecion de exudados. Por lo cual, una alta exposicién aumenta la
produccion de rizodepdsitos, también puede afectar las condiciones de operacion,
incluida la temperatura, de tal forma que las actividades de las enzimas cataliticas
del metabolismo microbiano son aceleradas en la degradacion de los sustratos
organicos. Por esta razén, la intensidad de radiacion solar afecta la sefial de entrada
de bioenergia y afecta la bioelectricidad de salida (Nitisoravut y Regmi, 2017; Sevda
et al., 2013) como se muestra en la Figura 2.4.

Senal de entrada
Luz solar — / Energia Energia de
activacion /
v Condiciones de
Vias fotosintéticas operacion favorables
\ 4
Y Metabolismo
Planta / Estructura R ot maatn R microbiano /
de biocontrol > > Estructura de
bioproceso
}
Bioelectricidad /

Salida de energia

Figura 2.4. Efecto de la luz solar sobre humedales bioelectroquimicos.
Adaptado de Nitisoravut y Regmi (2017).

Mogsud et al. (2015) informaron que la fotosintesis de la macrdéfita se combina con
la oxidaciéon de compuestos organicos para producir bioelectricidad, sus estudios
demostraron que la radiacion solar afecta el rendimiento bioelectroquimico. En un
H-CCM basado en macrdfitas de la especie Oryza sativa, encontraron que el voltaje
era mayor cuando la radiacién solar era directa. La utilizacién optima de la energia
solar en prototipos bioelectroquimicos es un gran desafio cientifico y tecnolégico, la
informacion publicada sobre esto es limitada, de manera que es necesario evaluar
experimentos bajo distintas intensidades de radiacion solar (Wang et al., 20132°;
Regmi et al., 20182; Sivaram et al., 2018; Wu et al., 2014).
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2.1.1.1.4. Electrodos de H-CCM

Se utiliza una gran variedad de electrodos anddicos y catddicos en los sistemas de
CCM. Entre muchos materiales se destacan los electrodos carbonosos, por ejemplo:
la tela de carbdn, escobilla de carbon, barra de carbon, malla de carbén, velo de
carbon, papel carbon, fieltro de carbon, carbon activado granular, grafito granular,
placa de grafito y carbon vitreo reticulado (Baudler et al., 2014; Santoro et al., 2017).
Dentro de los electrodos metalicos se ha utilizado: placa de acero inoxidable, malla
de acero inoxidable, depurador de acero inoxidable, lamina de plata, lamina de
niquel, lamina de cobre, lamina de oro, lamina de laton y placa de titanio (Baudler
et al., 2015). La tela de carbon es un material que se utiliza con mucha frecuencia
como material anodico. Este electrodo garantiza una amplia area de superficie con
porosidad relativamente alta, cuenta con elevada conductividad eléctrica, asi como
flexibilidad y resistencia mecanica (Guerrini et al., 2014). El fieltro de carbon es quiza
el material mas utilizado como electrodo. Igualmente cuenta con una alta porosidad
y conductividad eléctrica, el tamaino de los poros grandes permite una mayor area
de contacto con las bacterias electroactivas, el costo es relativamente bajo y la
resistencia quimica-mecanica es alta dependiendo del grosor del material (Santoro
et al., 2017; Seviour et al., 2015; Calignano et al., 2015; Logan et al., 2007).

Conocer las interacciones entre bacteria-anodo es fundamental para optimizar las
arquitecturas del anodo, algunos factores que pueden afectar estas interacciones
son: la rugosidad superficial, la quimica superficial, el tipo de material, la porosidad
y la hidrofobicidad (Li et al., 20172; Xie et al., 2015). El carbén es un material muy
utilizado por su biocompatibilidad, durabilidad y conductividad prolongada, ademas
exhibe varias morfologias y estructuras para el disefio de electrodos eficientes. Con
este tipo de materiales se desea promover una mejor unién con la biopelicula,
fomentando la formacion acelerada de bacterias electroactivas, lo que proporciona
una mejor via conductiva para el transporte extracelular de electrones (Kalathil et
al., 2017; Calignano et al., 2015). El carbdn es sin duda un material prometedor para
ser implementados como bioelectrodos en SBE (Kalathil y Pant, 2016).

Algunos estudios previos han utilizado carbon granular, se ha demostrado que este
material poroso actua como un soporte (también llamado «matriz») de bacterias
exoelectrégenas y puede funcionar como un condensador de electrones (Xu et al.,
20162°). Por ejemplo, Helder et al. (2010) utilizaron granulos pequefios de grafito
como anodo para elevar la produccion voltajes en H-CCM, explicaron que con este
material incrementaron el area superficial, lo que podria aumentar el contacto entre
los microorganismos y el electrodo. Es posible intuir que los materiales granulados
pueden inducir una menor resistencia interna y una mayor densidad de potencia al
poseer mas sitios activos, debido a su alta porosidad y disponibilidad de superficie.
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En el estudio de Gilani et al. (2016) operaron un H-CCM para evaluar la densidad
de potencia con dos electrodos de distintos materiales (niquel y grafito), la especie
de macrofita que utilizaron fue Sporobolus arabicus. Ambos electrodos (catodos)
generaron densidades de potencia de 23.0 y 10.7 mW/m? respectivamente. Mogsud
et al. (2015) emplearon electrodos de fibras de carbén (Figura 2.5a) sobre suelo de
composta. Evaluaron los registros de bioelectricidad con la especie Oryza sativa,
observaron que los reactores con las macrofitas donde adicionaron la composta,
presentaron valores altos de voltaje y densidad de potencia. El valor maximo fue de
700 mV y 39 mW/m? cuando emplearon una macrofita con 1% de suelo mezclado
con composta, concluyeron que adicionar un sustrato organico sobre un anodo de
fibras de carbon potencializa la bioelectricidad de salida en el sistema.

El contacto entre las raices con el anodo es conveniente (Figura 2.5b), tomando en
cuenta que las bacterias rizosféricas oxidan los compuestos organicos fotosintéticos
excretados, generando los electrones que se transfieren inmediatamente al anodo
(Kouzuma et al., 2014). Timmers et al. (2013) probaron dos electrodos anddicos, un
fieltro de grafito (Figura 2.5¢) y granulos de carbon, utilizaron la macrofita Glyceria
maxima y reportaron rendimientos de 10 y 12 m\W/m? para cada material respectivo.
Esto muestra que es posible reducir del uso de membranas de intercambio protonico
PEM (por sus siglas en inglés: Proton Exchange Membrane), al mismo tiempo se
pueden obtener salidas de potencia eléctrica comparables con electrodos que usan
membranas PEM. En otros estudios: Corbella et al. (2017) evaluaron anodos de
grafito granular y catodos de fieltro de carbon (Figura 2.5d), ambos materiales
fueron envueltos con una malla de acero inoxidable como colector de electrones,
generaron una maxima potencia volumétrica de 346 mW/m3. En el experimento de
Cabezas (2010), utilizé catodos y anodos de fieltro de carbon entretejidos a barras
de grafito (Figura 2.5e), con la especie Oryza sativa produjo 2.8 m\W/m?2,

Respecto a electrodos carbonosos particulados, Liu et al. (2013) evaluaron un H-
CCM utilizando los exudados radiculares de la especie Ipomoea aquatica como
parte del biocombustible y como material de soporte usaron gravilla. El anodo se
construyé con carbon activado granular (CAG), el catodo empleado fue de malla de
acero inoxidable, conectaron ambos electrodos con un alambre de titanio hacia una
resistencia externa de 1000 Q. La maxima densidad de potencia que obtuvieron fue
de 12.4 mW/m?, con el reactor sin macrdfita solo produjeron 5.1 mW/m?2. Xu et al.
(2016?) operaron varios H-CCM con anodos de carbon activado en polvo (CAP)
(Figura 2.5g), adicionaron CAP en diferentes cantidades junto con lodo de alumbre
deshidratado, el catodo fue de grafito granular (Figura 2.5h). El objetivo fue explorar
sus influencias en el rendimiento del sistema, aumentar la proporcién del CAP de 2
a 10% mejoré las densidades de potencia, incrementando el rendimiento de 36.5 a
87.7 mW/m?, esto representa un aumento de mas del doble de bioelectricidad.
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Figura 2.5. Electrodos de H-CCM. a) Anodo de fibras de carbén (Mogsud et al., 2015), b) Anodo
de fieltro de carbon que muestra la penetracion de las raices (Kouzuma et al., 2014), c)
Compartimento andédico de fieltro de grafito (Timmers et al., 2013), d) Fieltro de grafito
conectado a un alambre de acero inoxidable (Corbella et al., 2017), e) Fieltro de carbén unido
a una barra de carbén (Cabezas, 2010), f) Anodo de fieltro de carbén (Wetser, 2016), g) Anodo
de CAP (Xu et al., 2016?), h) Catodo de grafito granular (Xu et al., 2016?), i) Anodo de coque
granular (Vargas et al., 2018), j) Anodo de fieltro de carbén (Khudzari, 2018), k) Anodo de fieltro
de carbén (Wetser, 2016), I) Anodo de CAG (Fang et al., 2018).

Uno de los factores que afecta directamente el rendimiento de los H-CCM es la
cantidad de oxigeno en el catodo. Oon et al. (2017) colocaron electrodos de carbon
activado y grava como soporte para la especie Elodea nuttallii, con el fin de estudiar
el efecto de la oxigenacion catodica probaron diferentes velocidades de flujo de
aireacion, que van desde 0 a 1900 mL/min. Observaron que la velocidad 6ptima de
aireacion fue de 600 mL/min para lograr la recuperacion de bioelectricidad mas alta,
por ende, el oxigeno fue suficiente para usarse como aceptor final de electrones. La
maxima produccion de voltaje y potencia volumétrica fueron de 545.7 £25.1 mV y
184.7 +7.5 mW/m3. Por lado, la comparacion entre diferentes tipos de electrodos
propicia la seleccion de los mejores materiales para estudios futuros, por ejemplo:
Epifanio et al. (2015) demostraron que la corriente producida por un anodo de fieltro
de carbdn era mayor que la corriente producida por un anodo de grafito plano, pero
no habia una correlacion entre el area superficial real y la corriente. Esto sugiere
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que no toda el area disponible fue colonizada con éxito por las bacterias que
conforman la biopelicula, propusieron que se necesitan tiempos de operacion mas
largos para una colonizacién completa. La distancia entre el catodo y el anodo es
otro factor importante que debe considerarse en el disefio de los H-CCM. Song et
al. (2017) estudiaron el efecto de la distancia entre los electrodos, manejaron
espacios de 10, 20, 30 y 40 cm de separacion. A 20 cm de distancia encontraron la
mayor produccion de voltaje, con 741 mV y una respectiva potencia volumétrica de
0.2 W/m3. Como material de soporte emplearon gravilla y encima colocaron una
capa de CAG. En el reactor evaluaron el rendimiento de la especie Phragmites
australis, la cual fue alimentada con una solucion sintética. Concluyeron que la
variacion de oxigeno disuelto entre el anodo y el catodo para diferentes espacios
interelectrodos, afecta sustancialmente la produccion de voltaje. Dichos autores
proponen que la oxigenacion catodica, la variacion de los tipos de materiales y las
distancias entre electrodos en la configuracion de H-CCM, son estudios que pueden
potencializar significativamente la bioelectricidad en nuevas investigaciones.

2.1.1.1.5. Catalizadores

En las reacciones de reduccion de oxigeno en el catodo es posible hacer uso de
enzimas (Santoro et al., 2012; Higgins et al., 2011), bacterias (Cristiani et al., 2013;
Zhang et al., 2013) o catalizadores abioticos (Wang et al., 2014; Liew et al., 2014).
Los catalizadores abioticos se basan principalmente en materiales de platino (Pt),
materiales carbonosos y materiales basados en metales, estos generalmente se
utilizan sobre un soporte de carbon (Gajda et al., 2014; Wang et al., 2014). Se ha
demostrado que el catalizador de Pt en medios neutros, facilita el mecanismo de
transferencia de electrones con una produccion muy baja de productos intermedios,
en este mecanismo el doble de electrones se transfiere con la utilizacion de la mitad
de la cantidad de reactantes (Rojas-Carbonell et al., 2017). Por el contrario, los
materiales carbonosos siguen un mecanismo de 2 o 4 electrones, produciendo mas
reacciones intermedias (50-70% mas) (Merino et al., 2016; Watson et al., 2013). El
carbdn activado tiene una actividad catalitica mayor, posiblemente debido a que
cuenta con un area superficial mas grande, que a su vez mejora la cinética de la
reaccion de reduccion de oxigeno (Young et al., 2016; Merino et al., 2016).

Las futuras investigaciones deben centralizarse en estudiar la quimica superficial de
los catalizadores sintetizados por diferentes precursores organicos, para asi poder
conocer los mecanismos implicados en la generacion de bioelectricidad y como
puede ser mejorada la cinética de los catalizadores (Santoro et al., 2017). El Pt es
un catalizador muy utilizado en los sistemas electroquimicos. En relacion con H-
CCM, este se usa exclusivamente para acelerar las velocidades de reduccién de
oxigeno. De acuerdo con la investigacion de Takanezawa et al. (2010) evaluaron la
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produccion de bioelectricidad mediante la adiciéon Pt en el catodo de un H-CCM,
para ello suspendieron 1 mg/cm? del catalizador en una solucion iénica. Evaluaron
resistencias externas de 10, 100 y 1000 Q, ademas del posicionamiento respecto a
la profundidad de la superficie del suelo, donde utilizaron la macréfita Oryza sativa.
Alcanzaron una maxima densidad de potencia de 14.4 mW/m? cuando el espacio
interelectrodo fue de 20 cm con la resistencia de 1000 Q, el reactor que no utilizd
catalizador solo produjo 2.3 mW/m?, por lo que presenciaron que el catalizador de
Pt mejoro los rendimientos. Srivastava et al. (2017) evaluaron un H-CCM basado en
catodos asistidos por pérdidas de oxigeno y aireacion intermitente. Predeterminaron
un microcosmos con macrofitas de Canna indica para evaluar la reaccién del catodo
e instalaron otro reactor con aireacion intermitente para evaluar el mismo parametro
(reduccién de oxigeno). Emplearon tela de carbén impregnada con Pt (0.8 cm/cm?)
como catodo, demostraron que la reaccién del catodo podria realizarse de manera
eficiente mediante la pérdida radial de oxigeno usando un electrodo que contiene
Pt como catalizador. Reportaron que la maxima potencia volumétrica registrada fue
de 31.3 mW/m?3. La aireacion excesiva (3.5 L/min) para realizar la reduccién en el
catodo no tuvo un impacto significativo en la produccién de voltaje.

Alterar las superficies de los electrodos por diferentes tratamientos también es una
forma de catalisis abiotica, por ejemplo: Yasri et al. (2016) realizaron un dopaje
sobre un electrodo de grafito con CaS, este aumento la afinidad bacteriana hacia la
superficie del electrodo e incremento sustancialmente el potencial bioeléctrico en el
proceso de transferencia extracelular de electrones. Lambert y Bren (2016) usaron
electrodos de papel de carbdn revestidos con polimeros conductores, demostraron
tener un mejor rendimiento en comparacion con materiales sin algun pretratamiento.
Este electrodo proporcioné un mayor tamafio de poros y presenciaron un apego
bacteriano mejorado. Es sabido que los electrodos de carbdn virgenes previenen la
formacion gruesa de biopelicula, debido a su hidrofobicidad y estructuras menos
porosas. Por tal motivo, la superficie de los anodos puede ser pretratada antes de
aplicarse para mejorar el funcionamiento de la biopelicula. Los pretratamientos han
mejorado los rendimientos de las CCM (Kalathil et al., 2017), Wang et al. (2009)
realizaron un pretratamiento a una de lamina de carbon con HNOg3, esta disminuyd
considerablemente la resistencia quimica superficial, aumenté la conductividad del
electrodo e incrementd la rugosidad de la superficie para la fijacion bacteriana. He
et al. (2012) reportaron un aumento en el rendimiento anddico, en sus experimentos
emplearon electrodos de carbén modificado con papel de plasma. El pretratamiento
cambio las propiedades superficiales del papel-carbon, entre ellas: la hidrofobicidad
y rugosidad, lo que a su vez, aumento la transferencia de electrones al anodo. Por
consiguiente, la modificacion del area superficial del anodo es una buena estrategia
para desarrollar biopeliculas electroactivas altamente densas (Cornejo et al., 2015).
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2.1.1.1.6. Separadores

El uso de separadores con membranas en los SBE es esencial para tener un mejor
control de las reacciones entre las enzimas electrocataliticas y el sustrato sobre la
superficie del anodo (Ghassemiy Slaughter, 2017). Las membranas de intercambio
cationico y anionico son utilizadas comunmente para separar el electrolito entre la
camara anddica y catodica cuando la celda es de doble camara, permitiendo el flujo
de protones. En dispositivos de CCM se emplea una variedad de membranas PEM,
poliméricas y monoméricas, materiales como los de Nafion, Hyflon y Ultrex han sido
utilizados durante mucho tiempo, debido a que transfieren facilmente los protones
generados en la camara anodica que son conducidos hasta el catodo (Leong et al.,
2013). Dado que el costo de los materiales sintéticos es muy alto, en los sistemas
de H-CCM no todos los estudios utilizan separadores de este tipo. Un estudio con
membrana de intercambio cationico fue el de Helder et al. (2012), quienes utilizaron
como catodo una pieza de fieltro de carbén seguido de una membrana FUMATEC.
Ambos materiales fueron adheridos y conectados a un circuito externo de cable de
oro y una resistencia externa de 1000 Q, el anodo que utilizaron fue una varilla de
grafito. Estudiaron la produccion de densidad de potencia con las especies Spartina
anglica y Amanoa anomala donde produjeron 222 y 22 mW/m? respectivamente.

Disefios de H-CCM que utilizan especies como Oryza sativa, donde el anodo se
encuentra debajo de la macrdfita y el catodo es colocado sobre la superficie del
agua, utilizan estructuras que no requieren de separadores (Cervantes et al., 2012),
disminuyendo el costo de los dispositivos. Se han empleado materiales que buscan
sustituir a las membranas PEM, en el estudio de Timmers et al. (2013) evaluaron un
anodo de fieltro de carbdén y granulos de grafito y otro con una membrana tubular
de ultrafiltracién, estudiaron la especie Glyceria maxima, obteniendo un rendimiento
de 10 y 12 mW/m? respectivamente. Demostraron que es posible disminuir el uso
de membranas, esto al reportar densidades de potencia que son equiparables con
reactores que utilizan separadores sintéticos.

Cuando se utilizan macrdfitas que no se adhieren al sustrato (macréfitas flotantes),
por ejemplo: las especies: Glyceria maxima (Timmers et al., 2013), Spartina anglica,
Arundinella anomala steud y Arundo donax L. (Helder et al., 2010) forzosamente
requieren de algun tipo de capa separadora. Las pérdidas por transferencia de masa
pueden reducirse con una configuracién sin membrana que, de hecho, hace que
sea rentable porque la membrana es el mayor costo en este tipo de SBE. El uso de
separadores es importante cuando se operan reactores con doble camara, estos
permiten el transporte selectivo de protones y no transporta oxigeno o sustrato a
través de ella. La presencia de un separador no es necesaria en la configuracion
con camara unica, considerando que el catodo se coloca sobre la superficie superior
del soporte para utilizar el oxigeno atmosférico en la reduccion catodica.
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Siempre que se use oxigeno como aceptor final de electrones, se puede obtener
una gran cantidad de densidad de potencia y corriente, solo es requerido utilizar un
catodo aireado con configuracion de camara unica, puede ser rentable con menos
pérdidas por transferencia de masa y limitados sobrepotenciales (Gilani et al., 2016;
Du et al., 2007). Una de las ventajas de utilizar una membrana es la reduccion de la
resistencia interna, a bajas pérdidas 6hmicas mas densidad de potencia se obtiene.
Song et al. (2017) evaluaron la produccion de bioelectricidad mediante diferentes
distancias entre los electrodos, las resistencias internas fueron de 385.8, 339.8,
367.6 y 406.3 Q para un espaciado de 10, 20, 30 y 40 cm respectivamente, en cuyo
caso generaron una potencia volumétrica de 0.2 W/m3. Fang et al. (2013) reportaron
una resistencia interna de 272.9 Q y una potencia volumétrica de 0.3 W/m3. En
ambos trabajos no utilizaron una membrana sintética, mientras que, Sophia y Sreeja
(2017) reportaron una resistencia interna de 22 Q haciendo uso de una membrana
de arcilla, la cual funcion6 como un sustituto de una membrana PEM. Los nuevos
disefios de H-CCM se basan en configuraciones sin membrana, ya que el costo de
los materiales es un parametro importante a evaluar, considerando a que afectan
directamente en el uso pragmatico, y el uso de membranas PEM hasta el momento
imposibilita su escalamiento (Regmi et al., 2018°; Deng et al., 2012). Materiales tales
como: la fibra de vidrio, nylon, ceramica, terracota, bolsas biodegradables, loza de
barro, arcilla y arena fina pueden ser utilizados como materiales de separacion de
camaras en H-CCM (Singh et al., 2018; Xie et al., 2018; Santoro et al., 2017; Sophia
y Sreeja, 2017; Doherty et al., 2015%; Villasenor et al., 2013; Zhao et al., 2013; Yadav
et al., 2012; Kumar et al., 2018).

2.1.1.1.7. Configuracion de H-CCM

Son muchas las configuraciones, tipos de flujos y formas de operacion que se han
reportado. De los regimenes de flujos destacan: batch (Yadav et al., 2012; Habibul
et al., 2016), subsuperficial horizontal (Srivastava et al., 2020; Xie et al., 2018),
ascendente (Zhao et al., 2013; Xu et al., 20162), descendente (Zaman y Wardhana,
2018) y flujos mezclados (Doherty et al., 2015°). Las configuraciones generalmente
se clasifican en sistemas de camara simple o camara doble. A partir de los estudios
publicados, la mayoria de prototipos de H-CCM son operados en forma de flujo
ascendente con camara simple, en este caso, el anodo se encuentra bajo el soporte
de la macrofita (subterraneo) y el catodo sobre la superficie y/o en la rizésfera. Con
estos disefos innovadores, se minimiza el oxigeno disuelto en el anodo mientras se
garantiza una buena disponibilidad en la region catodica.
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Se han realizado diversos estudios para el control del potencial redox, Yadav et al.
(2012) utilizaron un separador de fibras de vidrio entre ambas camaras con el fin de
proporcionar un perfil redox nitido, reportaron una maxima densidad de potencia de
15.7 mW/m?2. Sin embargo, el uso de un separador cuando se opera en modo de
flujo ascendente con el anodo subterraneo y con el catodo aireado, puede no ser
necesario, dando que esta configuracién proporciona un perfil redox aerobio en la
rizésfera y anaerobio en el anodo (Fang et al., 2018; Liu et al., 2013; Corbella et al.,
2014). La desventaja de operar por régimen de flujo ascendente, es que existen
amplias distancias de separacion entre ambos electrodos, este aspecto contribuye
en gran medida a las resistencias 6hmicas del sistema (Fan et al., 2012; Ahn y
Logan, 2012; Srikanth y Mohan, 2012). Los ejemplares de H-CCM generan mayores
resistencias internas en comparacién con una CCM convencional. Villasenor et al.
(2013) reportaron una resistencia interna de 120 Q utilizando electrodos de placa
grafito con la especie Phragmites australis, colocaron una membrana de bentonita
de calcio como separador, operaron con flujo subsuperficial horizontal y produjeron
una maxima densidad de potencia de 43 mW/m?. En comparacién, Ahn y logan
(2012) reportaron una resistencia de 33 Q operando una CCM de multielectrodos
anodicos. Doherty et al. (2015°) también utilizaron un separador de fibra de vidrio
cuyo objetivo fue reducir el espacio interelectrodo. El reactor operd con flujos mixtos
ascendentes-descendentes simultaneos, evaluaron electrodos (anodos) de grafito
granular y la especie Phragmites australis. Con este tipo de flujos y su configuracion,
incrementaron la densidad de potencia hasta un 70% (10.5 mW/m?2). No obstante,
el uso de separadores de este material puede causar problemas de obstruccion a
plazos prolongados, ademas de que las raices pueden penetrar y destruir faciimente
los electrodos y membranas. En ese mismo estudio se presencio que la produccion
de voltaje se vio comprometida bajo altas cargas organicas, visto que la biopelicula
no fue capaz de oxidar completamente los compuestos organicos.

Dentro del disefio de los electrodos, es requerido proporcionar pequefas areas de
superficie. Puesto que, a medida que incrementa el tamafio de los H-CCM, la
longitud del recorrido de flujo de los electrones es mayor, aumentando la resistencia
ohmica. Ademas de que la resistividad eléctrica del grafito es relativamente alta
(1375 puQ/cm) en comparacion con la resistividad de otros materiales como la del
titanio (42 pQ/cm), lo cual podria convertirse en un problema importante en los
sistemas escalados (Zhao et al., 2013; Doherty et al., 20152°). Una posible solucion
a esto, es limitar las distancias que los electrones deben recorrer a través de los
materiales que tienen una conductividad comparativamente baja. A favor de ello, es
recomendable incorporar colectores de electrones metalicos (Srikanth y Mohan,
2012; Doherty et al., 2015P; Zhang et al., 2020).
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En la Figura 2.6 se muestra una recopilacion de configuraciones y tipos de flujos
relevantes en sistemas de H-CCM, el tipo de flujo predominante es el ascendente,
seguido del flujo subsuperficial. En los casos de estudio de las Figuras 2.6a, 2.6b,
2.6d, 2.6f y 2.6i emplearon algun tipo de separador o membrana para distinguir la
zona aerobia de la anaerobia, por lo tanto, son reactores de doble camara, siendo
las figuras restantes de camara unica. Dentro de los materiales de separacion se
encuentran: membranas de fibra de vidrio (Yadav et al., 2012; Zhao et al., 2013;
Doherty et al., 20152; Villasenor et al., 2013; Srivastava et al., 2015), arena (Xie et
al., 2018) y membranas de arcilla (Sophia y Sreeja, 2017). Un H-CCM generalmente
es construido de forma tubular y rectangular, donde los materiales de soporte de las
macrofitas que predominan son la grava y el suelo. El lecho de grava simula ser un
material inerte, con un tamafo de particula adecuado para permitir distintos tipos de
flujos, generalmente es apto para un flujo subsuperficial. Wu et al. (2013) operaron
una serie de tres H-CCM con diferentes estratos, utilizaron fieltro de carb6én y CAG
como catodo y anodo respectivamente. En los tres H-CCM utilizaron la especie
Canna indica, el primer reactor consistié en cuatro estratos, la primera capa fue de
grava particulada (estrato inferior), seguido los granulos de CAG, posteriormente
una capa de grava intermedia y en la parte superior se coloco el catodo. El segundo
H-CCM fue construido con una capa de grava inferior, el anodo se situé alrededor
de las raices con una capa de grava por encima y el catodo se colocé en el interfaz
aire-agua. El tercer H-CCM fue una combinacion entre los estratos del sistema 1y
2, ademas de una capa de grava intermedia entre el anodo y el catodo. Alimentaron
los reactores con agua sintética y reportaron que la maxima densidad de potencia
obtenida fue de 10.7 mW/m? con la configuracién de estratos 1.

Son pocas las configuraciones que utilizan multielectrodos, por ejemplo: Chen et al.
(2012) realizaron un experimento para comprobar si el catodo en contacto con las
raices de un arrozal (Oryza sativa) podria aceptar electrones de oxigeno rizosférico.
Las estimaciones de oxigeno liberado en la rizésfera se cuantificaron aplicando un
sensor de oxigeno, para ello disefiaron un nuevo reactor con dos catodos, se
introdujo un catodo bajo la rizosfera y el otro en el interfaz superficial. A través del
catodo aireado se produjo un maximo voltaje de 191 mV y con el catodo subterraneo
se produjo 201 mV, concluyeron que el oxigeno emanado por el aerénquima de esta
especie es fuente alternativa y viable como aceptor de electrones. Se observé que
un catodo de suelo tiene una eficiencia comparable a un tipo catodo-aire, ademas,
tiene la ventaja de tener una distancia mas reducida entre el anodo porque puede
colocarse directamente en la rizosfera. En otro estudio, Xu et al. (2018) utilizaron un
H-CCM con multielectrodos catddicos (tela de carbdn), colocaron dos estratos para
dar soporte (gravilla y grafito granular), el anodo fue enterrado dentro del estrato de
grafito granular. El reactor fue alimentado con agua sintética con flujo intermitente,
alcanzando una produccion maxima de 26.1 mW/m?>.
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7

Figura 2.6. Configuraciones de H-CCM operados con distintos tipos de flujos: a) Operado en
batch (Yadav et al., 2012), b) Flujo ascendente (Zhao et al., 2013), c) Flujo ascendente (Liu et
al., 2013), d) Flujos ascendentes y descendentes simultaneos (Doherty et al., 2015), e) Flujo
descendente (Zaman y Wardhana, 2018), f) Flujo subsuperficial horizontal (Xie et al., 2018), g)
Flujo ascendente (Xu et al., 2016?), h) Flujo ascendente (Xu et al., 2016?), i) Flujo subsuperficial
horizontal (Villasenor et al., 2013), j) Operado en batch (Xu et al., 2018), k) Flujo subsuperficial
horizontal (Song et al., 2017).

Catodo (1), anodo (2), material separador (3), resistencia externa (4), soporte (5), macrofita (6),
influente (7), efluente (8).
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Para que los disefios de un sistema de H-CCM sean rentables, deben considerarse
factores como: el funcionamiento a largo plazo, facilidad de manejo y respeto al
entorno ambiental (Nitisoravut y Regmi, 2017; Logan et al., 2006). La novedad de
utilizar un H-CCM, reside en la obtencion de bioelectricidad a partir del proceso de
la rizodeposicion. Trabajar con macrofitas es una opcion sustentable, en lugar de
investigar con CCM que involucran catalizadores quimicos y membranas PEM que
son materiales sumamente costosos. Aun falta realizar disefios de configuraciones
que resuelvan algunos problemas que enfrenta esta tecnologia, tales como: el
aumento de la resistencia interna, el exceso del sobrepotencial durante la activacion
microbiana, pérdidas 6hmicas y por concentracion, contacto eléctrico insuficiente
entre las bacterias y el anodo, entre otros (Rabaey y Verstraete, 2005; Nitisoravut y
Regmi, 2017). Por tal motivo se deben considerar mejorar algunos aspectos que
incrementen su eficacia, incluyendo: los indculos, sustratos, tipos de membranas,
las resistencias externas e internas, fuerzas ionicas del electrolito, materiales de los
electrodos y el espacio entre ellos (Cheng et al., 2006).

La posicidn, la profundidad y el tamafno de los electrodos son factores que deben
considerarse al disefiar un H-CCM para potencializar la bioelectricidad (Oon et al.,
2015; Nattawut y Holasut, 2015). Takanezawa et al. (2010) evaluaron un H-CCM
con la especie Oryza sativa, observaron que con un anodo sumergido a 5 cm de
profundidad, la densidad de potencia fue hasta tres veces mayor que la de un anodo
sumergido 2 cm. Huan et al. (2014) realizaron un trabajo similar, quienes reportaron
0.7 mW/m? utilizando un H-CCM con sedimentos, también observaron un mayor
rendimiento cuando el anodo se colocd a 5 cm del suelo. A partir de esto se puede
concluir que la identificacién de la zona anddica es esencial para proporcionar las
condiciones anodxicas-anaerobias necesarias. Por esta razén, variar las distancias
del anodo desde la zona radicular puede alterar las salidas de potencia y corriente
(Chiranjeevi et al., 2012; Corbella et al., 2014; Takanezawa et al., 2010).

Las configuraciones mas destacadas son las de placa plana y en sistemas tubulares
predominan las de camara doble (Timmers et al., 2013). Se ha comprobado que el
primer disefio presenta menores pérdidas 6hmicas y mayores voltajes. Relacionado
a ello, la resistencia interna y la corriente de salida en diferentes regiones anddicas
afectan la salida de potencia en funcion de la morfologia de las raices. Por tal razén,
es importante comprender y vincular los disefios para aprovechar al maximo las
ventajas del sistema radicular, esto inclusive podria reemplazar las membranas. En
cambio, los disefos tubulares han reportado mayores remociones de DQO de aguas
residuales (Zhang et al., 2013), algunos disefios de este tipo se pueden innovar para
mejorar la eficiencia bioenergética. Los disefios hibridos son un recurso disponible,
principalmente para poder alterar la configuracion donde se pueda obtener un mayor
rendimiento en H-CCM (Xu et al., 2016°) como se observa en la Figura 2.7.
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Figura 2.7. Fotografias de H-CCM. a) Borker et al. (2018)°, b) Helder (2012), c) Sophia y
Sreeja (2017)®, d) Brunelli et al. (2016)°, ) Moqsud et al. (2015), f) Wetser (2016)?, g) Aguirre
(2017)?, h) Khudzari (2018)°®, i) Rossi et al. (2017), j) Rusyn (2018)?, k) Kouzuma et al. (2014)NA,
I) Wetser (2016)?, m) Fang et al. (2015), n) Yadav et al. (2012)?, o) Regmi (2017)2.

a) Camara doble; b) Camara unica; NA (no aplica).
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2.1.1.1.8. Tratamiento de aguas residuales con H-CCM

Los dispositivos de H-CCM fueron disefiados originalmente para la generacién de
bioelectricidad a partir de la rizodeposicion. Pero esta tecnologia se ha empleado
para el tratamiento de aguas residuales, aunque la energia bioeléctrica producida
es baja, muestra una capacidad prometedora para el tratamiento de contaminantes
(Nattawut y Holasut, 2015). La sinergia entre la oxidacion de residuos organicos y
la generacion de bioelectricidad, proporciona que los H-CCM desempefien un papel
importante en el tratamiento mejorado de aguas residuales en comparacion con los
HCA (Wang et al., 2017¢). La concentracion de materia organica repercute en gran
medida el rendimiento, por ello es necesario mantener un equilibrio de la cantidad
de sustratos para la oxidacién en el anodo y limitar la cantidad de los mismos que
llegan al catodo. De acuerdo con Brunelli et al. (2016) las reacciones habituales que
involucran la oxidacion de materia organica en la camara anaerobia y la reduccidn
de oxigeno en la camara aerobia son las siguientes:

Reduccién en el catodo (O2)
0, + 4H* + 4e~ - 2H,0 (Ec.2.4)
Oxidacién en el anodo (acetato)

CH;CO0~ + 4H,0 —» 2HCO3 + 9H* + 8e~ (Ec.2.5)

De los principales objetivos de esta revision bibliografica, se encuentra investigar
los roles que ejercen las macréfitas sobre los H-CCM en el tratamiento de aguas
residuales y en el rendimiento bioelectroquimico. Dentro de la investigacion se han
realizado estudios que involucran la produccion de bioelectricidad (Helder et al.,
2010), degradacion de compuestos toxicos (pireno) (Yan et al., 2015), remocion de
materia organica (DQO y DBOs) (Villasenor et al., 2013), analisis de la comunidad
microbiana (Timmers et al., 2012; Ahn et al., 2014; Deng et al., 2014), tamafo de
los electrodos (Takanezawa et al., 2010), aplicacion de bioelectrodos (Wetser et al.,
2015), configuraciones y formas de operacion (Tamta et al., 2020) entre otros.

Esta tecnologia comprende diferentes areas multidisciplinarias de estudio, que van
desde las clases de flora, componentes de los humedales (medio de soporte, anodo,
catodo y separador), sustratos, configuraciones (tipos de flujo y volumen), ubicacion
y distancia entre los electrodos, remociones de contaminantes y el estudio de la
bioelectroquimica (Tabla 2.1). Por lo que, la exploracion de estos campos parece
ser esencial para comprender la relacién que existe entre ellos. La mejor forma de
entender de manera integral las interrelaciones existentes entre cada factor, es unir
la tecnologia y estudiar todos los fendmenos involucrados en un solo biosistema.
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Respecto a la aportacion de sustratos organicos, Liu et al. (2014) observaron una
tendencia creciente en las densidades de potencia al aumentar las cargas de DQO
en los influentes, con concentraciones que van de 50 hasta 250 mg/L. Sin embargo,
aumentos adicionales a concentraciones de 500 y 1000 mg/L, resultaron en valores
promedio de densidades de potencia de 33.7 y 21.3 mW/m? respectivamente. En
comparacion con 44.6 mW/m?, cuyo valor se obtuvo con una DQO de 250 mg/L.
Las raices de las macrofitas en el anodo mejoraron ligeramente las remociones de
DQO debido al crecimiento de bacterias heterotroficas en la rizosfera (Fang et al.,
2013; Liu et al., 2013). La inclusion de macrofitas a un sistema de CCM, demuestra
alto potencial para mejorar la eficiencia de eliminacién de DQO de aguas residuales
municipales y sintéticas. A pesar de ello, en la investigacion de Doherty et al. (20152)
se reporta que solo del 0.05-3.9% de la DQO eliminada se utiliza para producir una
corriente eléctrica, tomando en cuenta la eficiencia coulémbica, pero los H-CCM son
capaces de tratar altas cargas organicas, con remociones superiores a 90%.

De acuerdo con Liu et al. (2013 y 2014) en sus estudios informaron que el aumento
en la corriente eléctrica no fue proporcional al incremento de sustrato, debido a que
la rizosfera proporciona una gran cantidad de superficies alternativas para la unién
y el crecimiento bacteriano. Por lo tanto, a medida que el contenido organico de las
aguas residuales aumenta, la proporcion del sustrato que se degrada para producir
bioelectricidad puede disminuir. En otro estudio, Habibul et al. (2016) evaluaron la
eliminacién de Cr (VI), observaron que con una operacion prolongada el sistema se
comporta estable y pseudoconstante para la captacion de este metal. La especie
utilizada fue Lolium perenne, utilizaron granulos de grafito como anodo vy fieltro de
carbén como catodo, ambos conectados con alambre de titanio a una resistencia
externa de 1000 Q. En el H-CCM de control, obtuvieron una maxima remocién del
38% y con el H-CCM de operacién a largo plazo removieron hasta 99%. Una mayor
concentracion inicial de Cr (VI) dio una produccién mayor de densidad de corriente,
con una concentracion de 19 mg/L la bioelectricidad de fue de 55 mA/m?, este valor
fue 2 veces mayor que a una concentracion inicial de 9 mg/L.

Yadav et al. (2012) utilizaron un H-CCM para evaluar las remociones de azul de
metileno y DQO, asi como la produccion de bioelectricidad con la especie Canna
indica. Como matriz de estabilidad utilizaron gravilla, el anodo (placa de carbdn) se
coloco cerca del fondo del microcosmos, con la idea de que esta zona sea anaerobia
y adecuada para las reacciones bioldgicas, el catodo fue colocado por encima de la
rizésfera. Alimentaron el reactor con concentraciones de 2000, 1500, 1000 y 500
mg/L del colorante, alcanzando remociones maximas de 76.2, 80.8, 69.2 y 93.1%
respectivamente. Referente a las remociones de materia organica, obtuvieron una
degradacion de DQO del 75%, punto en el que se produjo una maxima densidad de
potencia de 15.7 mW/m?2. En otros estudios, evaluaron los efectos del tiempo de
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retencion hidraulico (TRH) para la remocion de contaminantes. Fang et al. (2015)
estudiaron un H-CCM con la especie Ipomea acuatica, el cual se alimenté con una
solucion sintética. Evaluaron diferentes TRH (1.2, 2, 2.5, 3, 3.5 y 4 dias), ademas
de las remociones del colorante rojo brillante ABRX3 y las degradaciones de DQO.
Como electrodos utilizaron granulos de carbdn activado conectados con un cable
de titanio a una resistencia externa de 1000 Q. El TRH influyé significativamente en
el proceso de la decoloracion. La densidad de potencia, el voltaje a circuito abierto
y las remociones de DQO aumentaron inicialmente y después disminuyeron cuando
se prolongo el TRH. La potencia volumétrica mas alta fue de 0.06 W/m3, mientras
que la tasa de decoloracion mas alta fue del 92.8% cuando el TRH fue de 3 dias,
concluyeron que con un TRH éptimo, mejoraria la obtencion de bioelectricidad y la
eliminacién de contaminantes simultaneamente.

En otro experimento utilizaron cuatro soportes de diferentes granulometrias, donde
la eficiencia de decoloracion del contaminante azoico (ABRX3) fue del 92.7%, punto
en que produjeron una potencia volumétrica de 0.1 W/m?3 (Fang et al., 2018). Oon
et al. (2015) operaron un H-CCM con concentraciones de DQO, NO3-N y NH3-N de
624, 142 y 40 mg/L respectivamente, cuyas remociones fueron de 99, 46 y 96% con
un registro de potencia volumétrica de 93 mW/m?3. En otro estudio trataron aguas
residuales grises utilizando la especie Phragmites australis. El H-CCM fue efectivo
para las eliminaciones de DQO, Pr (fosforo total), NO3-N y SST (hasta 99.5%). La
densidad de potencia alcanzé un valor de 33.5 mW/m? con pruebas de asistencia
potenciostatica (Araneda et al., 2018). Saz et al. (2018) estudiaron el efecto del tipo
de especies de macrdfitas sobre la produccion de bioelectricidad en H-CCM que
trataban aguas residuales sintéticas. Con la especie Typha angustifolia obtuvieron
remociones de DQO, NH4-N y Pt de 88, 97 y 97% respectivamente, con una maxima
densidad de potencia de 18.1 mW/m?. Yan et al. (2018) investigaron el efecto del
rendimiento bioelectroquimico con un catodo aireado en la rizésfera de la especie
Canna indica, reportando una densidad de potencia de 4.2 mW/m? y remociones de
DQO y NHs-N de 79.1 y 36.2% respectivamente.

La tecnologia de H-CCM podria tener muchas virtudes para ser aplicables en un
futuro no lejano, considerando que ha demostrado la capacidad para remover altas
cantidades de materia organica y nutrientes. No solo eso, también se han eliminado
otros tipos de contaminantes, entre ellos: tintes, metales pesados y compuestos
organicos toxicos. La produccion de bioelectricidad sigue siendo un factor limitante
debido a las bajas cantidades que se producen, a pesar de eso, el potencial de los
SBE tiene algunas aplicaciones. Ademas de la produccion de bioelectricidad, esta
tecnologia se puede utilizar para producir biohidrogeno y biocombustibles, incluso
pueden funcionar como biosensores (Gupta et al., 2020; Bose et al., 2018; Yao et
al., 2018; Yadav et al., 2018; Ayala et al., 2019; Prasad y Tripathi, 2018).
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Tabla 2.1. Estudios realizados con H-CCM.

Volumen Densidad de Potencia Resistencia Remocion de
Objetivo de estudio Sustrato Especie de macrdfita Catodo Separador Tipo de flujo L potencia volumétrica interna contaminantes Referencias
(mW/m?) (w/m?3) (%)
Variacionidejlalespeciel Agug Grava Canna indica Placade b, ge grafito Fibra de vidiio A 23 15.7 0.02 76.5(DQ0)  (Regmietal., 2018%)
de macrdfita sintética grafito ascendente

Remocién de materia Flujo (Villasenor et al.,

e o Agua . . Placa de ; Bentonita de q
organica bajo diferentes T Grava Phragmites australis grafito Placa de grafito o subsuperficial 150 43 - 120 95 (DQO) 2013)

cargas organicas horizontal
Remocién de colorante AGIE Carbodn Carbon activado Fluio 85‘79§DZQO)
azo y produccion de Agu: Grava Ipomoea aquatica activado -- ) 124 -- 0.3 272.9 3 (Fang et al., 2013)
b e sintética granular ascendente (colorante
bioelectricidad granular
ABRX3)
Produccion de
bioelectricidad y Agua Mallajde Carbon activado Flujo
- . Mo Grava Ipomoea aquatica acero - 14 55 0.3 582 95 (DQO) (Liu et al., 2013)
remocién de materia sintética A granular ascendente
A inoxidable
organica
Re::z‘t:elcr)igier r:;:ir(l:zmes, Agua Varilla de Flujo 80 (DQO) (Doherty et al
9 y Agu Grava Phragmites australis : Varilla de grafito Fibra de vidrio ) 8.1 0.2 300 75 (NHs-N) y sta,
produccion de sintética grafito ascendente 2015°)
! il 85 (Pr)
bioelectricidad
RemocianidelCiomol ) Agua Granulos Granulos Sin flujo
y produccién de Mo N Lolium perenne N Fieltro de carbon -- 1 -- -- -- 99 (Cromo VI) (Habibul et al.,2016)
d e sintética de grafito de grafito (Batch)
bioelectricidad
Remocién de nitrégeno y q q q 44.5 (DQO)
produccién de Aoug Arenalde Canna indica Fieltro de  rieli de carbon Sinifidio 4 3 80.7 (NO=N)  (Wang et al., 20172
a e sintética cuarzo carbén (Batch)
bioelectricidad
Variacion de las tasas de
carga organica para lAg’ula Grava e Fleltro’de Carbén activado - Flujo 60 107 - 188 - (Xu et al., 2016?)
produccién de sintética carbén granular ascendente
bioelectricidad
. . q Carboén q . Flujo
Rajacsnldellaldisianeia e Grava Phragmites australis activado Carbonlactivado subsuperficial 35 45 0.2 360.5 94.9 (DQO) (Song et al., 2017)
entre los electrodos sintética granular -
granular horizontal
Uso de composta Suelo de Tela de Brocha de Flujo (Sophia y Sreeja
-- Canna stuttgar n p Arcilla subsuperficial 0.2 222 -- 22 -- ’
composta carbén carbén - 2017)
horizontal
aigcziiizf:ode Agua Placa de Ao 22
DY Agu Grava Eichhornia crassipes 5 Placa de grafito Arena subsuperficial 38 1.5 - 4495 (nitrobenzeno) (Xie et al., 2018)
produccién de sintética grafito -
horizontal 78.30 (DQO)

bioelectricidad
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Sustrato

Especie de macrdfita

Catodo

Separador

Tipo de flujo

Volumen

L)

Densidad de
potencia
(mW/m?)

Potencia
volumétrica
(w/md)

ANTECEDENTES

Resistencia
interna

Remocion de
contaminantes
(%)

Referencias

Evapotranspiracion y
produccién de
bioelectricidad

Evaluacion de
biocatodos para la
produccion de
bioelectricidad

Evaluacion de la tasa de
remocion de DQO

Produccion de
bioelectricidad con
moédulos de H-CCM

combinados

Variacion de electrodos

Produccion de
bioelectricidad y
remocion de
contaminantes

Evaluacion de H-CCM
con aireacion
suplementaria

Produccion de
bioelectricidad y
remocion de
contaminantes

Produccion de
bioelectricidad

Produccion de
bioelectricidad

Identificacion microbiana

Produccion de
bioelectricidad

Lixiviados
de
vertedero

Agua
sintética

Agua
sintética

Agua
sintética

Agua
sintética

Agua
sintética

Agua
sintética

Agua
sintética

Agua sin
nutrientes

Agua
sintética

Agua
sintética

Grava-
suelo

Grava

Grava

Grava-
arena

Suelo

Grava

Grava

Grava

Grava

Granulos
de grafito

Suelo

Suelo

Alocasia macrorrhiza

Ipomoea aquatica

Typha angustifolia

Sporobolasarabicus

Ipomoea aquatica

Elodea nuttallii

Canna indica

Canna indica

Glyceria maxima

Oryza sativa

Oryza sativa

Placa de
grafito

Carbodn
activado
granular

Grava de
grafito-

malla de
acero

inoxidable

Placa de
grafito

Placa de
niquel-
varilla de
grafito

Carbon
activado
granular

Carbon
activado

Grafito
granular

Disco de
grafito

Fieltro de
carbon

Fieltro de
carbon

Fieltro de
carbon

Placa de grafito

Tela de carbdn,
malla de acero
inoxidable

Particulas de
carbon activado,
malla de acero
inoxidable

Placa de
magnesio

Barra de niquel-
grafito

Carbon activado
granular

Carbon activado

Tela de carbon

Tela de carbon

Fieltro de carbon

Fieltro de carbon

Fieltro de carbon

Lana de vidrio

Lana de vidrio

Membrana de
intercambio
catiénico

Membrana de
intercambio
catiénico

Flujo
descendente

Flujo
ascendente

Flujo
ascendente

Flujo
descendente

Flujo
ascendente

Flujo
ascendente

Flujo
ascendente

Flujo
ascendente

302

3.9

81

35

26

0.1

55

18.1

23

12.4

67

14.4

0.1

0.3

582

206.3

200-300

450-600

95 (DQO)

88 (DQO)
97 (NH4-N)
97 (P1)
63 (NO3-N)

92 (DQO)

99 (DQO)

84 (DQO)

(Zaman y Wardhana,
2018)

(Liu et al., 2014)

(Xu et al., 2018)

(Saz et al., 2018)

(Gilani et al., 2016)

(Liu et al., 2013)

(Oon et al., 2015)

(Srivastava et al.,
2015)

(Lu et al., 2015)

(Strik et al., 2008)

(Kouzuma et al.,
2014)

(Takanezawa et al.,
2010)
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Sustrato

ANTECEDENTES

Potencia Resistencia Remocion de
volumétrica interna contaminantes
(w/m?3) (%)

Densidad de
potencia
(mW/m?)

Volumen

L)

Especie de macrdfita Anodo Catodo Separador Tipo de flujo Referencias

Produccion de
bioelectricidad con
catodos asistidos

Produccion de
bioelectricidad y
remocion de
contaminantes

Produccion de
bioelectricidad y
remocion de
contaminantes

Produccion de
bioelectricidad y
remocion de
contaminantes

Produccion de
bioelectricidad y
tratamiento de agua
residuales

Identificacién microbiana

Produccion de
bioelectricidad

Produccion de
bioelectricidad

Produccion de
bioelectricidad mediante
techos verdes

Produccion de
bioelectricidad y
remocion de
contaminantes

Agua
sintética

Agua
residual
domestica

Agua
sintética

Aguas
grises

Agua
sintética

Aguas
porcinas

Agua de
grifo

Agua
residual

Agua de
grifo

Agua
sintética

Grava

Arena de
cuarzo

Mezcla de
sueloy
arena de
cuarzo

Grava

Grava

Coque
calcinado

Turba de
coco

Arena de
cuarzo

Arena
Limo
Arcilla

Grava
Perlas de
vidrio
Ceramicos
biolégicos

Canna indica Fieltrode 7. de carbon Lana de vidrio 10 31 19.6 72.1 (DQO) (SEyesiovalell
carbén 2017)
Jolusus Fieltrode  Fieltro de fibra de Sin flujo 80 (DQO)
T. orientalis b6 b6 -- Bat fJ1 -- 215 -- -- 74 (N (Wang et al., 2017°)
S. validus carbén carbén (Batch) (NT1)
) . . 91.2 (DQO)
Iris pseudacorus icitiolde Fieltro de grafito Siyiig 135 9.6 300 95-99 (N, (Wu et al., 2015)
carbén (Batch)
NH4-N'y PT)
91.7 (DQO)
o q Granulos Granulos de . Sin flujo . . 90 (PT)
Phramites australis de grafito grafito (Batch) 10 33.5 99.5 (NOs-N) (Araneda et al., 2018)
78.4 (SST)
Iris pseudacorus Fét;;?ige Malla de acero Fibra de espuma - 43 63 - 62 99 (DQO) (Regmi et al., 2018°)
Flujo
Juncus effusus Coque Coque - SRR E 8.4 - - - 80 (DQO) (Vargas et al., 2018)
Setaria faveri lelalde lelalde Sinifidio 46 1500 (Borker et al., 2018)
carbén carbén (Batch)
Canna indica Bamade  prigiirg de carbon Siyiig 4 5.1 487 (DQO)  (Wang etal., 2017°)
grafito (Batch) . . v
S. kamschaticum
S canon
S. hybridum actvado g de carbon Sinifidio 04 .S} (Tapia et al., 2018)
S. spurium granular (Batch) (MW/m?)
S. sexangulare
S. reflexum
Carbon Carbon
activado activado Flujo e
Ipomoea aquatica granular granular -- e -- -- 0.1 651.9 (colorante (Fang et al., 2018)
ABRX3)
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2.1.1.1.9. Microorganismos presentes en la rizosfera de H-CCM

La rizosfera es la regiéon inmediata en la que se ubican dispersas las raices de las
macrofitas, donde en muchos estudios han sido colocados los electrodos durante la
operacion de H-CCM (Moore et al., 2007). Esta zona es ampliamente biocompatible,
es decir, que permite el desarrollo de una gran variedad de microorganismos. Existe
una unién entre la superficie radicular y las bacterias debido a la liberacion de los
rizodepodsitos. En los H-CCM las comunidades microbianas son muy diferentes,
puesto que los exudados difieren cualitativa y cuantitativamente. Ademas de que
los consorcios microbianos varian de acuerdo con el tipo de matriz de soporte, el
inoculo y las condiciones de operacion (Cabezas, 2010; Nitisoravut y Regmi, 2017).

Una variedad de especies bacterianas han sido identificadas en las rizésferas de
las macrofitas, Kaku et al. (2008) identificaron especies dominantes de Natronocella
acetinitrilica, Beijerinckiaceae y Rhodobacter que habitaban en la rizosfera de la
especie Oryza sativa. En otro H-CCM operado con la misma especie de macrofita,
encontraron altas poblaciones de Desulfobulbus spp. y Geobacter spp. sobre el
anodo (De Schamphelaire et al., 2010). En otro estudio con arrozales, encontraron
bacterias de Deltaproteobacteria, Anaeromyxobacter, Anaerolineae y Geobacter
spp. (Cabezas et al., 2015). Lu et al. (2015) utilizaron los exudados de Canna indica
como sustrato, la diversidad microbiana identificada incumbre a: Proteobacteria,
Acidobacteria, Chloroflexi, Actinobacteria, Bacteroidetes y Geobacter spp. Bacterias
pertenecientes a los grupos Crenarchaeota, Methanosarcinales, Methanocellales,
Methanomicrobiales, Desulfurococcales, Thermococcales, Thermoplasmatales y
Thermoproteales spp. también han sido aisladas de biopeliculas anddicas durante
la operacion de H-CCM (Arends et al., 2014; Ahn et al., 2014). Entre las especies
de bacterias productoras de bioelectricidad han sido identificadas Geobacter spp.,
Ruminococcaceae spp., Desulfobulbus spp., Bacillus, Pseudomonas y Shewanella.

Las bacterias electroactivas son clasificadas como electrogénicas, anoddfilas y
exoelectrégenas en funcion de su capacidad de transferir electrones a los electrodos
(Pandit et al., 2017). En ambientes anaerobios, una mayor diversidad de bacterias
exoelectrogenas se desarrollan en relacion sintréfica con la rizésfera (Torres et al.,
2010), por lo que, controlar esta condicidon es de suma importancia. La formacion de
la biopelicula desarrollada sobre los electrodos, no solo esta influenciada por las
condiciones fisicoquimicas del medio electrolitico en las que se desarrolla, otros
factores como: la matriz de soporte, las especies de macréfitas, las interacciones de
las bacterias con la rizésfera, la temperatura, la humedad, el pH, el oxigeno disuelto
y el sustrato también pueden afectar (Deng et al., 2012). Por eso, una comprension
profunda del efecto de estos factores sobre las interacciones microbianas y la
transferencia de electrones en la rizésfera, seria util para el desarrollo de tecnologias
que propicien un aumento en la produccion de bioelectricidad (Jingyu et al., 2020).
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2.1.1.1.10. Reaccién de reduccién de oxigeno

En el estudio de las celdas de combustible, existe una gran variedad de procesos
electroquimicos de interés tecnologico, que requieren el uso de materiales con alta
actividad catalitica. La reaccion de reduccion de oxigeno (RRO) es una prioridad en
la investigacion. Sin embargo, debido a su complejidad, su mecanismo sigue siendo
controversial. Varios modelos para la RRO se han propuesto, generalmente se ha
observado que las cinéticas y los mecanismos de la reduccion depende de varios
factores, entre ellos: el material electrocatalitico, electrolito, tamafo de particulas,
entre otros (Ma et al., 2019). No obstante, se ha establecido que para la RRO en
medios acidos ocurren las siguientes reacciones (Ecuaciones 2.6-2.9):

a) Via directa
0, + 4H* + 4e~ - 2H,0 (Ec.2.6)

b) Via indirecta

0, + 2H* + 2e™ - H,0, (Ec.2.7)
H,0, + 2H* + 2e~ > 2H,0 (Ec.2.8)
2H,0, — 2H,0 + 0, (Ec.2.9)

La via directa involucra una transferencia de 4 electrones, en este proceso ocurren
varias etapas en las que el oxigeno es reducido directamente a agua. Las etapas
elementales involucran productos intermediarios (perdxido de hidrogeno), pero esta
especie no se observa en solucion. Energéticamente es la via mas deseable para
que se lleve a cabo la RRO, considerando que no produce reacciones paralelas,
donde todo el potencial aplicado se emplea en una sola reaccion de reduccién. Por
otro lado, la trayectoria indirecta de 2 electrones involucra las especies subproducto
que estan presentes en la solucion. Hay que denotar que la via indirecta, hace
ineficiente la reaccion global de reduccion de oxigeno, ademas de la propiedad
corrosiva del peroxido de hidrogeno hacia los componentes con los cuales esté en
contacto en una celda electroquimica (Damjanovic et al., 1966).

Las cinéticas y los mecanismos de la RRO, estan en funcion de las propiedades
intrinsecas de los materiales y factores experimentales. Se han propuesto diferentes
mecanismos de reaccidn, en estos se involucran productos intermediarios y etapas
determinantes de reaccién como se observa en la Figura 2.8. El modelo mas simple
es el propuesto por Damjanovic et al. (1966) (2.8a), este mecanismo describe una
reduccion directa a agua mediante la reaccidn k1. En cambio, el mecanismo indirecto
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consta en la formacion de peroxido de hidrégeno en solucion (kz), seguida de otra
etapa de reduccién de subproducto a agua (k3). Este modelo asume tres hechos:
que no existe descomposicidon catalitica del peréxido de hidrogeno, las reacciones
adsorcidn-desorcion son rapidas estando en equilibrio y la constante de velocidad
de oxidacion es despreciable. EIl modelo de Wroblowa et al. (1976) (2.8b), considera
ademas de la etapa de adsorcion-desorcion del subproducto, las contantes ks y ke,
también incluye una etapa de descomposicion quimica (ks). Appleby y Savy (1978)
(2.8c), extienden su modelo hacia aplicaciones con electrodos porosos y agregan
la posibilidad de obtencién de agua a partir de una descomposicion electrocatalitica
del peréxido de hidrogeno una vez desorbido (ks). El modelo de Zurilla et al. (1978)
(2.8d) describe un mecanismo en serie, es operativo y fue aplicado a la reduccion
de oxigeno sobre electrodos de Au en medios basicos. Un aspecto importante sobre
la RRO de los electronanocatalizadores en contacto con electrolitos acuosos, es la
interaccion del oxigeno con los sitios activados de adsorcion sobre la superficie.
Dichos sitios activos, poseen mayores actividades electrocataliticas, por lo que es
recomendable implementar materiales catalizadores superficiales para incrementar
las velocidades de RRO en ambas vias de reduccion.

a) b)
Kk K,
K, Ky \ K, Ky l
Ozp — O, —H,0,, —>H,0 Op — 0, ~——H,0,, —> H,0
Hy0zp H,O,.
k l
C) ‘ 1 d) Hzoz,b
l . :

3
——H O —3—> H,0 OZ,b — 0. —— HO,, — H,0

Ozb—>O

7y 5

H202.b H202,b

Figura 2.8. Modelos propuestos en la RRO en electrolitos acuosos. (a) Modelos de Damjanovic
(Damjanovic et al., 1966), (b) Wroblowa (Wroblowa et al., 1976), (c) Appleby y Savy (Applevy y
Savy, 1978), (d) Zurilla (Zurilla et al., 1978). Los simbolos “a, * y b” representan las especies
adsorbidas, cerca del electrodo y en el seno de la solucion respectivamente. El simbolo “k”
representa las constantes de reaccion (k1= 4 electrones, k2, ks, k4, ks, ke = 2 electrones).
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CAPITULO 3

3.1. Objetivo general

Evaluar el desempefio de humedales de celda de combustible microbiana (H-CCM)
bajo el aporte de compuestos organicos enddgenos formados por la rizodeposicidon
de macrdfitas acuaticas para la produccion de bioelectricidad.

3.2. Objetivos particulares

Evaluar el rendimiento bioelectroquimico de distintas especies de macroéfitas
bajo intensidades de radiacion solar difusa y directa.

Identificar exudados radiculares como fuente de sustrato enddgeno y posibles
donadores de electrones.

Elucidar los mecanismos de transferencia de electrones en la reaccion de
reduccion de oxigeno rizosférico aplicando nanocatalizadores de carbon.
Aumentar la sorcién de sitios activos en la electrorreduccion catddica.

3.3. Hipétesis

La radiacion solar en macrdofitas, es uno de los mecanismos preponderantes
en la produccion de compuestos fotosintéticos endogenos que alimentan la
biopelicula anddica, actuando como donadores de electrones.

La impregnacion de nanocatalizadores sobre catodos de carbdn, permitira
incrementar la catalisis de reduccion de oxigeno.

3.4. Alcances

Determinar las mejores variables operacionales y estructurales en H-CCM a través
de una serie de etapas experimentales y escenarios que potencialicen la produccion
de bioelectricidad.
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CAPITULO 4

4.1. Metodologia
4.1.1. Sistema experimental 1
4.1.1.1. Construccion y operacion de los H-CCM

Se utilizé una serie de recipientes rectangulares de material de polipropileno de 1.5
L (medidas: 18 cm de largo x 10 cm de ancho x 8.5 cm de alto) como H-CCM. Los
reactores fueron operados en modo continuo de flujo ascendente (Q= 0.27 mL/min)
con un TRH de 4 dias. Estos fueron alimentados con la solucion modificada de
Hoagland sin el aporte de un sustrato organico exégeno, dicha solucion contiene los
siguientes micro y macronutrientes en concentraciones de g/L: KNO3 (0.5), KH2SO4
(0.13), MgSO4-7H20 (0.49), FeSO4-7H20 (0.01), EDTA-Na (0.03), KI (0.008), H3BO3
(0.006), MnSO4 (0.02), ZnSO4-7H20 (0.008), Na2MoO4-2H20 (0.025), CuSO4-5H20
(0.0025) y CoCl2-6H20 (0.0025). Para el bombeo se utilizdé un equipo MasterFLEX®.

Como anodo y catodo se uso fieltro de carbon (Brunssen Inc. México) aunado a una
malla de laton dopada con oro, la cual funcioné como colector de electrones. Ambos
electrodos recibieron un bafio quimico con una solucion de NaOH (1 N) y HCI (1 N)
durante 2 hrs. El dopaje latén/Au consistio en eliminar las impurezas presentes en
la malla metalica con METEX REMOVER, acido sulfurico al 5% (v/v) y agua
desionizada. Una solucién de oro (AUTRONEX) fue calentada a 40°C, donde fueron
sumergidas las piezas de laton y mediante una electrolisis (E°= +1.31 V; Au) de 5
min con un rectificador fue depositada la capa metalica. Finalmente fueron secadas
en un horno a 80°C. El anodo se colocd a 2 cm por encima del fondo del H-CCM.
El catodo se coloco cerca de la macrofita y se expuso a la atmdsfera siendo un
electrodo tipo catodo-aire, distanciando un espacio interelectrodo de 8 cm. La malla
de alambre de laton/Au se utilizé en el catodo y anodo, los dos electrodos fueron
conectados a un circuito externo mediante alambre de titanio y una resistencia
externa (Rext) de 1000 Q. Los materiales que configuran cada electrodo (fieltro de
carbén + malla de laton/Au) cuentan con un area superficial de 0.0025 mZ.

Se utilizé roca volcanica de tezontle (Tez) y carbdn calcinado de coque granular
(Coq) de entre 15y 19 mm de diametro como matriz (soporte) para dar estabilidad a
la rizésfera de las macrofitas en reactores independientes, el material de soporte
fue esterilizado en autoclave a 121°C durante 15 min y 18 Ib/in® de presion. Las
especies de macrdfitas acuaticas utilizadas fueron: Aglaonema commutatum (H-
CCMytezy/H-CCM1o(coq)), Cyperus papyrus (H-CCMzez)/H-CCM11(coq)), Epipremnum
aureum (H-CCMj3(tez)/H-CCM12(coq)), Dranacaena braunni (H-CCMatez)/H-CCM13(coq)),
Philodendron cordatum (H-CCMsez)/H-CCMu4(coq)), Chrysopogon zizanioides (H-

DCTA
34



METODOLOGIA

CCMes(tez)/H-CCM 15(c0q)), Eichhornia crassipes (H-CCMy(ez)HCCM1s(coq)) Y Juncus
effusus (H-CCMgtez)/H-CCM17(coq)), también se operaron reactores de control (H-
CCMo(tez)/H-CCM1g(coq)). Las raices de cada especie fueron esterilizadas con una
solucion de NaOH (1 M). Sobre el anodo se inocul6 lodo granular anaerébico (1/5
(v/v) respecto al volumen del reactor)) obtenido de un reactor UASB (por sus siglas
en inglés: Upflow Anaerobic Sludge Blanket) de tratamiento de aguas residuales de
la industria papelera para el desarrollo de la biopelicula. La experimentacion tuvo
una duracion de 140 dias, tiempo que comprende la operacion de los H-CCM bajo
intensidades de radiacion difusa (IRD1) y directa (IRD2). Para evaluar la eficiencia
de los colectores de electrones de laton/AU, se realizé una prueba preliminar. Se
operaron dos CCM (sin macrofita, soporte de Tez y 1 g/L de C12H22011 de sustrato)
con diferentes arreglos de electrodos. El primer reactor (E1) consistié en electrodos
de fieltro de carbdn, en el segundo (E2) se adicionaron los colectores de laton/Au.

4.1.1.2. Estudios bioelectroquimicos

La produccion de voltaje (mV, V) del sistema H-CCM fue medido en tiempo real con
un multimetro digital modelo MUL-600/RS232C marca STEREN®. Los estudios de
espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS: del inglés Electrochemical
Impedance Spectroscopy) se realizaron con un Potenciostato/galvanostato/ZRA
09097 Gamry Instruments Interface 1000™, el rango de frecuencia que se utilizd
fue de 100 KHz-0.1Hz con una sefial de AC de una amplitud de 5 mV para analizar
la respuesta sin perturbar el funcionamiento de los reactores, dichas condiciones
fueron manipuladas con el software Gamry Framework. Los H-CCM se conectaron
al potenciostato y fueron evaluados en modalidad de «dos» y «tres» electrodos. Los
potenciales anodicos y catddicos se determinaron con el mismo equipo, donde se
utilizé un electrodo de referencia de Ag/AgCl (KCI 3M, +207 mV, pH 7 a 25°C) marca
Metrohm. La corriente, | (mA), se calculé utilizando la formula I=V/Rext, donde V (mV)
es el voltaje y Rex (Q) es la resistencia externa. La densidad de potencia P (mW/m?),
potencia volumétrica P (W/m?) y la densidad de corriente j (mA/m?), se calcularon
de acuerdo a las formulas P=IV/A, P=IV/V y j=(V/Rext)/A respectivamente, donde A
(m?) es el area superficial del electrodo anddico y V (m?®) representa el volumen del
reactor. Las curvas de polarizacion se realizaron a través de mediciones crecientes
de voltajes con una serie de Rext de entre 10 Q-50 KQ.

4.1.1.3. Mediciones de radiacion solar

Los reactores fueron operados bajo condiciones de luz natural con radiacion difusa
y directa. Las mediciones de radiacion solar se realizaron con un pirandmetro marca
LI-COR® acoplado a un sistema de adquisicién de datos de Keysight 34972A (LXI
Data adquisition/Switch Unit) conectado a un multiplexor. Para procesar los datos
se utilizo el software Agilent Benchlink.
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4.1.1.4. Mediciones analiticas

El carbon organico total (COT) se determind mediante un analizador TOC-LCSH
(Shimadzu) de acuerdo a la técnica analitica IMTA-CAQAOG-14.

4.1.1.5. Analisis elemental

El analisis de la composicion de fases quimicas, se llevd a cabo por medio de la
técnica de difraccidon de rayos X (DRX) con un difractometro (Siemens, D5000). Este
servicio fue brindado por el laboratorio de cristalografia y rayos X, perteneciente al
Instituto de Fisica (IF) de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).

El esquema conceptual de este sistema experimental se presenta en la Figura 4.1
y la Figura 4.2 muestra los equipos relevantes utilizados.

(11)

(6) o (10)
Figura 4.1. Representacion esquematica del sistema experimental 1. Soluciéon Hoagland (1),
bomba peristaltica (2), catodo (3), anodo (4), influente (5), soporte (6), resistencia externa (7),

efluente (8), macréfitas (9), potenciostato (10), multimetro (11), piranémetro (12), sistema de
adquisicion de datos (13), computadora para el procesamiento de datos (14).

B

Figura 4.2. Equipos empleados en los experimentos. Piranémetro Licor® (a), sistema de
adquisicion de datos Keysight (b), potenciostato Gamry instruments™ (c).
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4.1.2. Sistema experimental 2
4.1.2.1. Construccion y operacion de los H-CCM

Se construyeron dos H-CCM (por duplicado) con las especies: Juncus effusus (H-
CCM+) y Philodendron cordatum (H-CCMz2). Se utiliz6 matriz de Te; y se opero con
radiacion directa de acuerdo a la metodologia de construccion de la seccion 4.1.1.1.
Para evaluar la produccion endogena de exudados radiculares que alimentan a la
biopelicula, se dividid la camara aerobia (rizésfera) de la anaerobia, adicionando
una membrana de intercambio proténico (CMI-7000, Membrane International Inc.)
de 0.0135 m? de area superficial interespacial. Los H-CCM fueron operados con
reguladores de flujos descendentes y alimentados con la solucion modificada de
Hoagland, con un tiempo de operacion de 120 dias. La evaluacion electroquimica
se realizd siguiendo la metodologia de la seccion 4.1.1.2. Las mediciones de la
temperatura y voltaje se realizaron en tiempo real, para el primero se utilizé un cable
termopar tipo “K” y para el segundo un cable de cobre (#16 nominal), ambos fueron
conectados al multiplexor del sistema de adquisicion de datos Keysight. Para medir
la temperatura al interior de las camaras de cada H-CCM, se utilizaron termémetros
bimetalicos circulares marca TEL-TRU. En la siguiente Figura (4.3) se muestra la
configuracion que comprende la segunda etapa experimental.

(14)

(16)
(2)

Figura 4.3. Representacion esquematica del sistema experimental 2. Solucion Hoagland (1),
bomba peristaltica (2), influente (3), membrana divisora PEM (4), termoémetro (5), matriz (6),
anodo (7), resistencia externa (8), macréfita (9), catodo (10), regulador de flujo con punto de
muestreo 1 (11), regulador de flujo con punto de muestreo 2 y efluente (12), potenciostato
(13), piranémetro (14), sistema de adquisicion de datos (15), procesador de datos (16).
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4.1.2.2. Cuantificacion de la concentracion de exudados radiculares
4.1.2.2.1. Determinacién de carbohidratos y otros compuestos por CCF

Existe una gran variedad de rizodepdsitos segregados por las macrofitas al llevar a
cabo la fotosintesis. Aunado a las bajas concentraciones expulsadas, se sugiere
aplicar un método para la purificacion y preconcentracion de muestras, con el fin de
obtener una caracterizacion donde la matriz no interfiera de manera significativa en
los analisis. Las concentraciones de exudados en el punto de muestreo 1 determind
la produccion de rizodepdsitos en la rizésfera. Estos fueron alimentados a la camara
anaerobia por flujo descendente, donde la concentracidon en el punto de muestreo 2
determiné las cantidades de exudados consumidos por la biopelicula.

El primer paso fue la filtracion de muestras con filtros de fibra de vidrio (Whatman)
de 120 mm x 1.0 ym. Después, los exudados se preconcentraron (Figura 4.4a) en
un rotavapor (Buchi®, R-210) a presion reducida en un bafio termostatizado a 80°C
a 80 rpm. Una vez eliminado el sobrenadante, las muestras se liofilizaron (Heto
Dpywinner, DW3) para depurar los rastros de disolvente residual. Para el analisis
de exudados por cromatografia en capa fina (CCF) unidimensional ascendente, se
utilizaron placas de gel de silice de fase normal (60F254 10 x 10 cm) en camara con
atmosfera saturada (Figura 4.4b). Como fase mévil se utilizo cloroformo: metanol y
agua en una proporcion de 64:50:10 (v/v/v). El compuesto de 4-hidroxibenzaldehido
sirvié como revelador de terpenos, el reactivo dragendorff para alcaloides y el sulfato
cérico como revelador universal. El tiempo de desarrollo del cromatograma duré 6
hrs a 18-20°C. Como estandares de referencia del analisis cualitativo se utilizaron
agarosa (AGA), glucosa (GLU), sacarosa (SAC), Galactosa (GAL) (Sigma, Aldrich)
y fructosa (FRU) (ADM Cornsweet®). Las muestras se diluyeron en metanol al 5%,
después un volumen de 10 pL se aplicé en la placa cromatografica con un capilar
de vidrio con diametro interno de 1 mm. Al finalizar, las placas se visualizaron con
luz ultravioleta a una longitud de onda de 254-366 nm y se revelaron por aspersion
de los reactivos en un transiluminador.

v a) b)
Exudados radiculares "’ t /

Iapa
Efluente de los H-CCM

cromatografica

Placa recubierta con una
capa delgada de la fase
estacionaria adsorbente

Puntos de aplicacion de

las muestras
/ Fase movil

(disolvente)

Figura 4.4. a) Preconcentracion de las muestras por evapotranspiracion.
b) Identificacion cualitativa de exudados radiculares por CCF.
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4.1.2.2.1.1. Analisis de carbohidratos por UHPLC

La cuantificacion de carbohidratos presentes en los exudados (GLU, SAC, GAL y
FRU) se realiz6 por cromatografia. Los estandares de azucares (Sigma, Aldrich)
cuentan con una pureza superior a 99.5%. Se utilizé un cromatografo de liquidos de
ultra alta resolucién UHPLC (por sus siglas en inglés: Ultra High Performance Liquid
Chromatography) marca Waters Alliance® (modelo 2695) acoplado a un detector de
arreglo de fotodiodos (Waters, 2996 PDA) con el software Empower Pro®. Se utilizd
una columna C18 Discovery, Sigma-Aldrich (25 cm x 4.6 mm, 5 ym). Los analisis se
llevaron a cabo a un flujo de 50 yL/min a 40°C, variando el porcentaje de las fases
A (% de agua) y B (% de acetonitrilo) a través del tiempo (Tabla 4.1). Los volumenes
inyectados por muestra preconcentrada fueron de 10 pL, previamente diluidos en
metanol (50:50 p/v). Los cromatogramas se obtuvieron a una longitud de absorcidn
de 260 A. El tiempo total de analisis por muestra fue de 30 min. La concentracion de
cada compuesto se calculd considerando la longitud de onda donde la absorbancia
fue prominente: 267, 261, 267 y 260 nm para GLU, SAC, GAL y FRU, con tiempos
de retencion (Tr) (deteccion) de 29, 24, 18 y 20 min respectivamente.

Tabla 4.1. Relacion de fases méviles a través del tiempo de separacion.

Tiempo % Fase A % Fase B

(min) (vol.) (vol.)
0 100 0
1 100 0
10 100 0
12 i 50 Detector
15 70 30
16 50 50 267 nm glucosa
20 50 50 261 nm sacarosa
21 30 70 269 nm galactosa
24 30 70 260 nm fructosa
25 0 100
27 0 100
28 100 0
30 100 0

Columna de separacion C18

(Fase estacionaria) o N
- SHY
SN
Sistema de inyeccion SN | o ,L

Procesador de

50 pL/min datos

10uL -

Fases méviles 40°C
A) Agua

b) acetonitrilo

Q\

Figura 4.5. Condiciones de operacion del UHPLC. Diagrama adaptado de Garcia, (2018).
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4.1.2.2.2. Determinacién de acidos organicos (AGV)

La medicion de la cantidad de AGV se determind por método de espectrofotometria.
Las muestras de exudados fueron tomadas directamente de los puntos de muestreo
1y 2 de los H-CCM1 y H-CCMa. Para la preparaciéon de las muestras, se realizé un
proceso de extraccion de AGV (Figura 4.6). Se tomaron 2 mL con una micropipeta
y fueron depositados en tubos de ensayo de 10 mL estériles. Se agregaron 2 mL de
HCI (36 M) en proporcion 1:1 (v/v) para realizar una lisis celular, esta solucion se
centrifugd durante 30 min a 3500 rpm en una microcentrifuga Eppendorf™. Se
extrajo el sobrenadante y se filtré en papel filtro con un tamafio de poro de 0.4 mm.
Una vez extraidos los AGV, se procedio a su cuantificacion (Figura 4.7), para ello
se coloco 0.5 mL por muestra en viales de 25 mL. Se adicioné 1.5 mL de C2HeO>
(etilenglicol) al 100%. Posteriormente se afiadieron 0.2 mL de H2SO4 (19.2 N) y se
mezclaron las soluciones con un vortex (Labnet). Las muestras fueron colocadas en
un bafio térmico (LabTech®) por 3 min a 80°C. Cuando las muestras se equilibraron
a la temperatura del ambiente (~25°C) se les afadio NH2OH-HCI (clorhidrato de
hidroxilamina) a 100 g/L. Después se adicionaron 2 mL de NaOH (4.5 N) y 10 mL
de una mezcla de H2SO4 - FeClz en proporcion 1:5 (v/v). Finalmente se anadieron
10 mL de agua desionizada, las soluciones se mezclaron con agitacion manual
lenta, esperando un tiempo de reaccion de 3 min. Las lecturas se midieron con un
espectrofotometro marca Hach® modelo DR80O.

Exudados radiculares , Filtrar la muestra
= Agregar : R
HCI (36M)

Lisis celular Transferir
- sobrenadante

Figura 4.6. Extraccion de AGV.

. NH20H-HCI (100 g/L) Agregar
Agregar . Mezclar su0|ones NaOH (4.5 N) / 9 /ﬁ
CoHsO2 (100%) 45 L RSO eCh (129 “ 1 o omy
H2S04 (19.2 N = ‘ ] ] Agregar ;

A "IN
Bafo térmico

Figura 4.7. Cuantificacion de AGV.
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4.1.3. Sistema experimental 3
4.1.3.1. Construccion y operacién de los H-CCM

Se construyeron cuatro H-CCM empleando la especie Juncus effusus de acuerdo a
las instrucciones de la seccion 4.1.2.1. Con el fin de aumentar la capacidad catalitica
de las reacciones de reduccion de oxigeno (RRO), se identificé el mecanismo de
transferencia de electrones llevado a cabo en la rizésfera. Para ello, se impregnaron
nanocatalizadores de G (grafeno)/TiO2 en el H-CCM+, G/N (ID-nano S.A. de C.V.)
en el H-CCM2 y C/Pt (Sigma, Aldrich) en el H-CCM3; sobre los catodos respectivos.
También se construy6 un H-CCM4 de control sin nanocatalizadores depositados.

4.1.3.2. Impregnacién de nanocatalizadores

Se aplicé una capa de carbén en polvo (ID-nano S.A. de C.V.) sobre los fieltros de
carbon de 25 cm? de tamario, previamente pretratados con una solucion de NaOH
(1 N) y HCI (1 N) durante 2 hrs. Se impregno6 1.56 mg de polvo de carbon por cada
cm? de area superficial. Posteriormente se adiciono al carbén en polvo 12 uL de una
solucion de PTFE (FuelCellStore, DISP 30) al 30% por cada mg, disolviendo la
mezcla en un bafio ultrasénico (Auto Science) durante 1 min. Después se adiciond
isopropanol (0.05%) y se agité de igual manera por 20 segundos. Seguidamente
con un aerografo (Hobbico Model Maker, SA200P), se rocié la mezcla de carbon en
polvo-PTFE-isopropanol uniformemente sobre la superficie exterior de los fieltros de
carbdn. Enseguida se instalaron las mallas de latén/Au. Para secar los electrodos
se colocaron sobre una placa de ceramica y fueron calentados a 370°C en una
estufa por 30 min. Después con el aerografo se aplicd una capa de la solucion de
PTFE sobre el fieltro previamente revestido con el polvo de carbon (capa de
difusién). En este proceso también fueron secados a 370°C por 15 min y enfriados
por 10 min a temperatura ambiente. La capa catalitica (nanomateriales) también fue
aplicada con el aerografo, para ello se disolvié el nanomaterial en agua desionizada,
isopropanol y una solucion de Nafion (DuPont™) en proporciones de 0.8 (G/TiOy),
6.6 (G/N) y 3.3 (C/Pt) uyL/mg de polvo catalitico. Se impregné una cantidad de 0.5
mg/cm? (5% en peso de catalizador) de area superficial catdédica. Depositados los
nanomateriales, los electrodos fueron secados a temperatura ambiente durante 24
hrs. Una vez seca la capa catalitica, finalmente se adicioné una capa de la solucién
Nafion-isopropanol sin el polvo catalizador sobre el area exterior del fieltro. Los
recubrimientos de la capa base, capa de difusion y capa catalitica se realizaron por
cuadruplicado, esparciendo los materiales de manera uniforme sobre las superficies
del fieltro. Al finalizar cada recubrimiento de las capas cataliticas, los electrodos
presentaron un cambio de color a negro brillante. En la Figura 4.8 se muestran los
componentes de los catodos modificados.
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Fieltro de carbon Colector (malla de laton

/ recubierto con oro)

Cémara anddica Exterior (aire)

(Agua sintética)

+—>
Membrana PEM \
Capa de solucion de Nafion Capa catalitica

Figura 4.8. Estructura de los catodos impregnados con nanocatalizadores.

4.1.3.3. Electrodo de disco rotatorio (EDR)

Para obtener la via electronica de la catalisis de la RRO, se utilizé un electrodo de
disco rotatorio (BASI®, RDE-2). Existen 2 mecanismos para determinar las vias de
reduccion, dependiendo de los productos intermediarios formados. Los electrones
implicados en esta prueba se calcularon a partir de la ecuacion de Koutecky Levich
(Ecuacion 4.1).

iy = 0.62nFAD-67y~0-167 ;,0.5Co (Ec. 4.1)

Donde: i;;,, es la corriente limite, n es la cantidad de electrones transferidos por
molécula de oxigeno en el proceso de reduccion del oxigeno, F es la constante de
Faraday (96485 C/mol), A es el area superficial del electrodo, C° es la solubilidad del
oxigeno (mol/cm?3), D representa el coeficiente de difusion (cm?/s), v es la viscosidad
cinematica (cm?/s) y w es la velocidad de rotacién del EDR (velocidad angular) en
rpm. Esta ecuacion determina las vias de reduccion de forma experimental y tedrica,
para asi evaluar el mecanismo electronico de cada nanocatalizador.
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En la Figura 4.9 se muestra el procedimiento experimental. La RRO se evaluo bajo
condiciones hidrodinamicas, utilizando el EDR para inducir la conveccion forzada
de los nanodepdsitos conectados a un potenciostato/galvanostato (EC Epsilon™).
Esta estrategia se aplico para determinar una i;,, de transferencia masica estable
que, de otro modo, podria ser complicado de mantener debido a la lenta cinética de
la reaccidn. Las mediciones se llevaron a cabo en configuracion de multielectrodos,
como electrodo de trabajo se utilizo un disco de carbon vitreo de 0.196 cm? de area
geométrica con un soporte de teflon (BASI®), como contraelectrodo se utilizé un
electrodo de alambre de Pt (BASI®) y como electrodo de referencia se utilizé uno de
Ag/AgCl (KCI 3M, pH 7) (BASI®). Los catodos impregnados con la capa catalitica,
fueron cortados a 3 mm de diametro y colocados junto al electrodo de trabajo. Para
adherir ambos electrodos se utilizé una resina conductiva de Plata (Circuit Works®).
El procedimiento experimental de barrido lineal hidrodinamico con el EDR se aplicé
utilizando el software EpsilonEC-2000, version 2.13.77. En el disco, se aplicaron
diferentes barridos lineales de voltamperometria frente al electrodo de Ag/AgClI con
tasas de rotacion de 0, 100, 300, 600, 900, 1200 y 1500 rpm. En cada ciclo los
potenciales iniciales y finales fueron de 0 y -1500 mV, con una velocidad de escaneo
de 10 mV/s y una corriente alterna (AC) de 10 mA. El electrolito empleado fue una
solucién de H2SO4 (0.5 M), previamente saturada con oxigeno durante 15 min.

Electrodo de
T trabajo

= @
Electrodo de
- referencia
=9
Contraelectrodo
[
. Disco de fieltro de
> Eloctrofi carbon con
ectrolito nanocatalizadores
j impregnados

Figura 4.9. Configuracion del EDR.

4.1.3.4. Microscopia electréonica de barrido

El analisis de la adhesion de la capa catalitica sobre las fibras del fieltro de carbén,
se llevé a cabo con un microscopio electronico de barrido de emision de campo
(MEBEC) marca Hitachi, modelo SU5000. Este servicio fue brindado por el Centro
de Investigacion en Ingenieria y Ciencias Aplicadas (CIICAP) de la Universidad
Auténoma del Estado de Morelos (UAEM).
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4.1.3.5. Otras ecuaciones utilizadas para la evaluacion de la RRO

Las pruebas con el EDR permiten conocer los parametros electrocinéticos de la
RRO, las mediciones consistieron en trazar curvas de densidad de corriente vs el
potencial en funcion de la frecuencia de rotacion. La densidad de corriente total (i)
se calcul6 con la siguiente Ecuacion (4.2).

== (Ec. 4.2)

Donde: iy representa la densidad de corriente limite difusional, e iy es la corriente
cinética, es decir, la corriente que corresponde si el proceso solamente estuviera
limitado por transferencia de carga en la interfase electrodo-disolucién. Por lo tanto,
con la ecuacién anterior se calcularon los parametros electrocinéticos, eliminando
la contribucién por difusion con la Ecuacion 4.3.

=iy (Ec. 4.3)

i ik Bw1/2

Donde: B es la pendiente de Levich; B esta relacionada con la corriente difusional
por la expresion: iy = Bw!/? y esta definida como:

B = 0.62nFAD?67y~0167o (Ec. 4.4)

Conociendo la contribucién por corriente difusional, se pueden construir las curvas
corriente-potencial, considerando solamente la contribucion cinética. A partir de la
grafica de Koutecky-Levich y utilizando la ecuacién de Tafel (Ecuacion 4.5), se
evaluaron los parametros electrocinéticos, tales como: las pendientes de Tafel (b),
los coeficientes de transferencia de carga (o), las corrientes de intercambio (i) y las
densidades de corriente de intercambio (DCio).

n = a+ b loglil (Ec. 4.5)
2.303RT b 1 —2.303RT

=227 logi
@ aF 08lo aF

Donde n representa el sobrepotencial del electrodo, R es la constante universal de
los gases y T la temperatura absoluta.

4.1.3.6. Voltamperometria ciclica

La voltamperometria ciclica en los H-CCM, se determiné con el potenciostato Gamry
Instruments operado en modo «tres» electrodos. Se llevaron a cabo barridos ciclicos
en un rango de potencial de -1.5 a 1.2 V a una velocidad de escaneo de 50 mV/s.
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CAPITULO 5

5.1. Resultados y discusion
5.1.1. Primera etapa experimental

5.1.1.1. Evaluacion de colectores de electrones de Laton/Au en electrodos de
fieltro de carbon

Se realizé esta prueba preliminar para determinar la capacidad de adherencia
electronica de las mallas de laton/Au vs electrodos de fieltro de carbdn sin colectores
de electrones. En la Figura 5.1 se muestra la produccién de voltaje de dos reactores
de CCM configurados de la misma forma que un H-CCM, con excepcion de que en
este caso fueron alimentados con un sustrato de C12H22014 (1 g/L) como fuente de
carbdn biodegradable para nutrir el consorcio microbiano. El reactor E1 corresponde
a un arreglo en el cual el catodo y el anodo de fieltro de carbdn contienen adherido
un colector de electrones (arreglo de Electrodos 1) y el reactor E2 cuenta con un
catodo y un anodo solo con fieltro de carbon (arreglo de Electrodos 2). La medicion
de bioelectricidad se realiz6 a voltaje a circuito abierto (VCA), es decir que el voltaje
se produjo bajo una resistencia infinita, donde no existe la presencia de corriente
eléctrica por falta de Rex, este parametro mide las actividades bioelectroquimicas
de los reactantes sobre las superficies del anodo y catodo.

Durante los primeros 21 dias, los voltajes de ambos arreglos de electrodos (E1 y
E2) presentaron altas fluctuaciones de bioelectricidad, fue hasta el dia 26 cuando la
produccion se mantuvo pseudoconstante. El patrén de voltaje siempre fue mayor
con el reactor que fue operado con colectores de electrones como se observa en la
linea roja de la siguiente grafica. Con el arreglo de electrodos E1, se registréo un
maximo de 600 mV al vigésimo dia de operacion, en comparacién con el reactor sin
colectores, que obtuvo un maximo de 400 mV. Los valores promedio para E1 y E2
fueron de 381 +137 y 220 +98 mV respectivamente. Se presencio que las mallas de
latébn/Au aunadas al fieltro de carbon incrementaron la capacidad de adherencia
electronica hasta en un 43%. Los voltajes de ambos reactores no presentaron un
comportamiento de decaimiento durante los primeros 19 dias, posteriormente se
observo una fase de declive bioenergético y se procedid a culminar el experimento.

En dispositivos electroquimicos que son operados bajo resistencias infinitas se ve
afectado el potencial anddico, haciéndolo mas negativo y se aproxima a los limites
termodinamicos tedricos a causa de la oxidacion del sustrato. Esto conlleva, a que
las bacterias de la camara anddica ganen mayor energia para formacién de biomasa
y se registren valores altos de voltajes (Logan et al., 2006). La idea de utilizar una
lamina metalica dentro de un material carbonoso es para acelerar la velocidad y
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capacidad de transferencia de electrones hacia el circuito externo, formando un
fendbmeno considerado como catalisis abidtica. Algunos otros materiales metalicos
como la plata y el cobre presentan mayores capacidades de conductividad eléctrica
(> 60 MS/m), el oro presente en las mallas de este estudio tiene una conductividad
eléctrica de 45 MS/m. La ventaja de utilizar un material de laton/Au, no solo es que
permite un mayor flujo de electrones para producir mayores densidades de potencia
y corriente, sino que también, cuenta con una alta resistencia a la corrosién. Esta
propiedad es requerida en electrodos para estudios bioelectroquimicos, evitando
interferencias por reacciones galvanicas, considerando que los H-CCM se operan
bajo condiciones ambientales redox.

700

600 —H
—E2

100 h

0 2 6 13 20 29 31 35
Tiempo (d)

Figura 5.1. Produccion de voltaje con/sin colectores de electrones de Laton/Au.
Condiciones: 1 g/L de C12H22011, matriz de T, electrodos de fieltro de carbén, VCA.

5.1.1.2. Produccion de bioelectricidad en H-CCM con distintas especies de
macrofitas bajo intensidad de radiacion difusa-directa y matriz de «tezontle»

5.1.1.2.1. Produccién de voltaje

El desempenio bioeléctrico de un H-CCM, se estudia a partir de las mediciones de
voltaje a circuito cerrado (VCC) que se realizan con una resistencia en un circuito
externo. A través de este parametro, se deriva una serie de calculos que describe
el rendimiento bioelectroquimico de acuerdo a la ley de Ohm. La Figura 5.2 muestra
la produccion de voltaje registrado en tiempo real, lo que corresponde a dos fases
experimentales. Cada fase fue monitoreada durante 70 dias, en la primera, cada
una de las especies de macrofitas fue operada con IRD1, en la segunda con IRD2.
Los H-CCM fueron alimentados con la soluciéon modificada de Hoagland, por lo que
se considera que la unica fuente de sustrato para la biopelicula surgi6 de las propias
macrofitas a causa de la liberacion de exudados radiculares.
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La medicion de voltaje se observo inmediatamente, pero de forma oscilatoria, este
comportamiento se atribuye por la exclusion de nutrientes, la descarga de oxigeno
a través del aerénquima, la ausencia de bacterias rizosféricas anddicas aclimatadas
y por la adaptacion a la solucion Hoagland (Mogsud et al., 2015). En todos los casos,
los mejores rendimientos se registraron durante los primeros 25 dias, después de
haber sido inoculados. En la fase con IRD1, el maximo voltaje se registré con la
especie Juncus effusus en el H-CCMsg, reactor que presentd un valor de 270 mV al
décimo dia de operaciéon. La macrdfitas que anteceden sobre la produccién maxima
de voltaje son Philodendron cordatum y Cyperus papyrus, correspondientes a los
reactores H-CCMs y H-CCM2, mismos que produjeron un maximo de 199 y 123 mV
en los dias experimentales 15 y 6 respectivamente.
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Figura 5.2. Produccion de voltaje obtenido del sistema de H-CCM.
Condiciones: Solucion Hoagland, IRD1, IRD2, VCC con Rex de 1000 Q y matriz de Te-.
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La especie con menor rendimiento fue Chrysopogon zizanioides (H-CCMs), quien
produjo 69 mV. Aglaonema commutatum, Philodendron cordatum, Chrysopogon
zizanioides, Eichhornia crassipes y Juncus effusus presentaron un voltaje creciente
durante los primeros 20 dias, debido principalmente por la adherencia instantanea
del in6culo sobre la superficie del anodo y al desarrollo paulatino de la biopelicula
por el incremento de la actividad bacteriana, que corresponde a la fase exponencial
del crecimiento microbiano (Guadarrama et al., 2019; Estrada et al., 2018). Entre
los dias 50 y 70 de operacion se observo que la produccion de voltaje se mantuvo
semiconstante. Los tiempos de estabilizacidén varian en cada H-CCM, suceso que
dependera en gran medida de la formacion de la biopelicula y su adaptacion en el
medio en que se desarrolla (Abbas et al., 2019). Durante los ultimos 20 dias, no se
observé una diferencia importante en la oscilacion, por ende, se finalizé la operacion
con IRD1 y se procedio a operar con IRD2. Estabilizados los sistemas con IRD1
entre los dias 30-70, los maximos voltajes registrados fueron de 68 (H-CCM1), 35
(H-CCMy), 58 (H-CCM3), 81 (H-CCM4), 137 (H-CCM:s), 52 (H-CCMe), 103 (H-CCMy)
y 171 (H-CCMs) mV respectivamente.

La diferencia entre la produccidon de bioelectricidad de cada especie de macrdfita
radica principalmente en la fisiologia de las mismas. En la rizésfera se lleva a cabo
la sintesis de los compuestos organicos en forma de exudados radiculares, es ahi
donde el tipo, transporte y liberacidn de sustratos endoégenos sera diferente para
cada especie, promoviendo diferentes condiciones ambientales en la rizésfera, lo
cual conlleva a obtener diferentes rendimientos. La produccion de bioelectricidad es
una funcion de la cantidad-calidad de los exudados segregados y de la morfologia
del sistema radicular, ademas, el consorcio bacteriano soportado sobre el anodo se
vera afectado por las diferencias en las condiciones rizosféricas. Con relacion a lo
anterior, el rendimiento sera mayor al promover condiciones ambientales favorables
en el proceso de rizodeposicion (Nitisoravut y Regmi, 2017; Timmers et al., 2012).

Con IRD2, los reactores H-CCMg y H-CCMs presentaron una importante diferencia
de aumento en la produccién de bioelectricidad cuando fueron sometidos al cambio
de radiacioén. Juncus effusus incrementé su potencial a 315 mV (especie con mayor
rendimiento bioeléctroquimico), Philodendron cordatum, Aglaonema commutatum,
Dranacaena braunni, Epipremnum aureum y Cyperus papyrus incrementaron los
maximos voltajes a 215, 188, 175, 174 y 188 mV respectivamente. La produccion
de voltaje con IRD2 fue de 1-2.5 veces mayor en comparacion con la obtenida con
IRD1. Los reactores H-CCM+j.7 mostraron un comportamiento semiconstante entre
los dias 70-90. Cuando se estabiliz6 todo el sistema (dia 80), los maximos voltajes
fueron de 75 (H-CCM1), 98 (H-CCMy), 70 (H-CCM3), 94 (H-CCMa), 155 (H-CCM:s),
77 (H-CCMe), 90 (H-CCMy7) y 312 (H-CCMs) mV respectivamente. A partir del dia 90
el voltaje incrementd en todos los casos hasta el dia 115, en los ultimos 20 dias, el
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sistema presentd un decaimiento cercano a un 40%, hasta llegar a otra posterior
pseudoestabilizacion. Existen diversas razones por las que la bioelectricidad puede
decaer, dentro de las pérdidas 6hmicas se incluye a: las resistencias a los flujos de
electrones entre electrodos, pérdidas por interferencias entre las interconexiones,
resistencias en el electrolito, falta de sustrato o por inhibicién de la biopelicula. Con
la configuracion de este disefio, el area anddica esta firmemente unida a la region
de la rizésfera para aprovechar el biocombustible derivado de la rizodeposicion,
evitando pérdidas por sustratos (Oon et al., 2017). Durante la experimentacién se
registraron valores de radiacion de densidad de flujo fotonico fotosintético en un
rango de 500-3900 y 500-6300 ymol-m?/s para IRD1 e IRD2, con una iluminacion
de 12 hrs por dia en promedio. La disminucion de radiacion provocd un decremento
en la actividad fotosintética relacionada con la actividad bioelectroquimica de cada
H-CCM. Tedricamente la produccion de sustrato de la rizodeposicion sera mayor
con IRD2, maximizando la conversién bioquimica de energia solar en bioeléctrica e
incrementando la produccion de exudados (Yan et al., 2015).

El H-CCMg (reactor sin macrofita) solo produjo un maximo de 49 (IRD1) y 63 (IRD2)
mV. Estos voltajes representan la conductividad eléctrica contenida en la solucion
electrolitica, también se debe al diferencial de potencial entre electrodos que actuan
como una celda galvanica, otra razén es por el autoconsumo del in6culo bacteriano
a causa de la falta de aporte organico (Castresana et al., 2019).

5.1.1.2.2. Produccién de densidad de potencia

La densidad de potencia (DP) es el resultado de dividir la potencia entre el area del
anodo (Logan et al., 2006) expresado en m\W/m?, se considera la superficie de este
electrodo puesto que ahi ocurren las reacciones biologicas. Este parametro se ve
afectado por varios aspectos del sistema, tales como: la radiacion solar, eficiencia
fotosintética, asignacion de materia organica de la macréfita al suelo y la eficiencia
de disefio del H-CCM (Pant et al., 2011).

Las Figuras 5.3 y 5.4 muestran las DP producidas por cada reactor. Se observo
que a medida que cambio la intensidad de radiacion solar emitida, el voltaje y la DP
aumentaron, considerando que incremento la cantidad de fotones irradiados sobre
la superficie de las macrofitas, como consecuencia beneficio la rizodeposicion. La
intensidad de luz afecta la translocacién de nutrientes en la rizésfera y la secrecidon
de exudados, una alta exposicidon aumenta la produccién de los mismos. También
puede afectar las condiciones de operacion, incluida la temperatura; por la cual las
actividades de catalisis microbiana se aceleran en la degradacion de sustratos. De
acuerdo a lo anterior, la intensidad de la luz solar afecta directamente las sefiales
de bioelectricidad en los H-CCM (Regmi et al., 20182, Deng et al., 2012; Nitisoravut
y Regmi, 2017; De Schamphelaire et al., 2010).
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Por otro lado, los microorganismos exoelectrégenos se desarrollaron a medida que
se aclimataron, produciendo mas bioelectricidad hasta llegar a una produccion
pseudoconstante. Con ambas intensidades de radiacion, Aglaonema commutatum,
Philodendron cordatum y Juncus effusus presentaron mejores resultados de DP
durante los primeros 30 dias. Después ocurrié un decaimiento en el dia 45, en ese
momento se observo un sistema con poca oscilacion. El reactor H-CCMs (Juncus
effusus) presentd un incremento significativo 6 dias despues de haber sido sometido
a IRD2. Las especies Aglaonema commutatum, Cyperus papyrus, Philodendron
cordatum y Eichhornia crassipes presentaron incrementos entre los dias 95-100,
solo Dranacaena braunni demostré aumento en tiempo posterior (dia 110). El resto
de los reactores se mantuvieron semiconstantes hasta el dia 120, después del dia
125, la DP tendi6 a disminuir en todos los casos.

Con IRD1, al igual que el voltaje la maxima DP se registré en el décimo dia, cuyo
valor medido fue de 29 m\W/m? con la especie Juncus effusus (H-CCMsg). Con IRD2
la maxima produccion fue de 38.9 mW/m? con la misma macrofita, lo que representa
un incremento del 25%. Con Philodendron cordatum (H-CCMs) se produjo 15.8 y
18.5 mW/m? con IRD1 e IRD2, la cual presenté un aumento del 15%. La mayor
diferencia de este parametro se observo con las especies Aglaonema commutatum
(1.9 vs 2.8 mW/m?), Cyperus papyrus (6 vs 11.2 mW/m?), Epipremnum aureum (2.9
vs 12 mW/m?), Dranacaena braunni (3.4 vs 12.2 mW/m?), Chrysopogon zizanioides
(3.9 vs 14.1 mW/m?2) y Eichhornia crassipes (3.3 vs 7.8 mW/m?), donde los valores
aumentaron en un 32 (H-CCM;), 46 (H-CCMy), 75 (H-CCM3), 72 (H-CCM4), 74 (H-
CCMeg) y 57 (H-CCMy) % respectivamente. El H-CCMgsolo produjo 0.9 y 1.6 mW/m?
en ambos escenarios de radiacion.

IRD1 IRD2 H-CCM1

Densidad de potencia

0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (d)

Figura 5.3. Densidad de potencia obtenida del sistema de H-CCM.
Condiciones: Solucion Hoagland, IRD1, IRD2, VCC con Rex de 1000 Q y matriz de Te..
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Figura 5.4. Maximas densidades de potencia obtenidas del sistema de H-CCM.
Las barras de error representan las desviaciones estandar.

La caida de tension de DP puede atribuirse a una serie de procesos quimicos y
biolégicos, entre ellos: una fase de decaimiento de bacterias electroactivas o por
una sobreproduccion de bacterias no conductivas que afectan la transferencia de
electrones, el aporte de sustrato (considerando que cada especie aporta diferentes
tipos y cantidades de exudados), ademas de la capacidad de las bacterias de oxidar
los rizodepdsitos. Otro factor que puede afectar el rendimiento, es la colocacion de
los electrodos, en especial del anodo. Algunas macrofitas oxigenan la rizosfera para
la desintoxicacion de fitotoxinas, inhibiendo parte de la biopelicula exoelectrogénica
que se refleja en el decaimiento de DP (Khudzari, 2018).

En los estudios de Nitisoravut y Regmi (2017) y Kumar et al. (2018) describieron
previamente una tendencia similar en el comportamiento del voltaje y DP, explicaron
que las macrofitas proporcionan continuamente un aporte de materia organica al
suelo a lo largo de su vida vegetal. Se infiere que la bioelectricidad de salida esta
relacionada con las etapas de crecimiento, donde se liberan diferentes cantidades
de exudados radiculares. En la madurez vegetal la deposicién de exudados tiende
a disminuir, razén por la cual también disminuye el voltaje. En el estudio de Mogsud
et al. (2015) presentaron una tendencia igual al inicio de la operacion de una serie
de 6 H-CCM con la especie Oryza sativa, el voltaje aument6 gradualmente durante
los primeros 16 dias, después de haber producido el maximo voltaje, los dispositivos
comenzaron a disminuir hasta estabilizarse. Tapia et al. (2018) y Borker et al. (2018)
obtuvieron producciones de 0.1 y 4.6 mW/m? respectivamente, dichos autores
utilizaron agua telurica, lo que significa que solo utilizaron sustratos fotosintéticos.
Es importante notar que en el presente trabajo se obtuvieron altos valores de DP en
comparacion con los autores mencionados, incluso cuando se operé con IRD1.
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La validez de los resultados experimentales se confirmé por medio de un analisis
estadistico de varianzas multiples (prueba ANOVA-Kruskal-Wallis), comparando los
resultados promedio de DP de cada especie de macrdfita evaluada (Figura 5.5). Se
consideraron las distintas especies como el tratamiento de estudio estadistico, los
resultados demostraron que existen diferencias significativas entre los diferentes
grupos. El mejor rendimiento bioelectroquimico se obtuvo con la especie Juncus
effusus (10.94 +2.32 mW/m? con IRD1 y 12.01 +3.33 mW/m? con IRD2) en ambas
intensidades de radiacién. Cuando se usa un nivel de significancia del 5%, la prueba
es considerada significante si el valor-P es menor a 0.05 (Cho y Zoh, 2007). De los
valores-P que se presentan en la Tabla 5.1, se puede confirmar la significancia
(valor-P <0.0001 para todos ellos). Los resultados fueron analizados con el software
estadistico GraphPAd Prism®.

=

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Sistema de H-CCM

Figura 5.5. Analisis estadistico de varianzas muiltiples de DP.
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Tabla 5.1. ANOVA de rendimiento bioelectroquimico en términos de DP.

Densidad de potencia
promedio (mW/m?)
IRD1 IRD2

Reactor Especie de macrdfita Valor-P

Significancia

H-CCM1 a) Aglaonema commutatum  0.76 +0.41 3.25+1.09 <0.0001 aze,h
H-CCM: b) Cyperus papyrus 0.63 +0.34 2.51+1.04 <0.0001 b#e,h
H-CCM3 c) Epipremnum aureum 0.33 +0.28 1.75+0.99 <0.0001 cze,h
H-CCM4 d) Dranacaena braunni 0.74 +0.55 2.62 +1.08 <0.0001 d#e,h
H-CCMs  e) Philodendron cordatum 3.87 +2.03 418 +1.68 <0.0001 e#a,b,c,d,f,g,h,i
H-CCMs f) Chrysopogon zizanioides  0.44 +0.20 0.78 +0.66  <0.0001 f#e,h
H-CCMy7 g) Eichhornia crassipes 0.64 +0.52 2.04 +0.68 <0.0001 g#e,h
H-CCMs h) Juncus effusus 10.94 +2.32 12.01 +3.33 <0.0001 h#a,b,c,d,e,f,g,i
H-CCMo i) Reactor control 0.18 +0.11 0.28 +0.39  <0.0001 i#a,b,c,d,ef,g,h

Condiciones: Solucion Hoagland, IRD1, IRD2, VCC con Rex de 1000 Q y matriz de Tez.
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5.1.1.2.3. Produccién de bioelectricidad durante fase diurna y nocturna

Los H-CCM producen bioelectricidad in situ durante el dia, sin embargo, el
rendimiento de voltaje y DP disminuyen al anochecer por la ausencia de luz solar
necesaria para la fotosintesis. Para validar esta afirmacion, se evaluo el rendimiento
determinando su dependencia hacia la luminosidad. En la Figura 5.6 se muestra el
comportamiento de la produccion de voltaje con presencia y ausencia de radiacion
para IRD1 e IRD2, estas pruebas se realizaron en los dias 30 y 80 de operacion,
cuando los voltajes se habian estabilizado. Las corridas iniciaron a las 9 hrs, tiempo
en que empezo los registros de emision, al comienzo del dia se obtuvieron valores
de ~2000 pmol-m?/s, posteriormente se presentd un incremento significativo durante
las primeras 3 hrs (9:00-12:00 hrs). En las siguientes 2 hrs, la intensidad se mantuvo
constante (12:00-14:00 hrs), en las posteriores 5 hrs (14:00-19:00 hrs) se observo
un declive hasta llegar a luz nula (0 pmol-m?s). En las proximas 12 hrs no hubo
presencia de radiacion (19:00-7:00 hrs). Las pruebas con IRD1 e IRD2 presentaron
un comportamiento similar, en ambos casos la maxima fase luminosa se presento
alrededor de las 12:30 hrs. Se registraron valores de radiacion solar dentro de un
rango de 500-6300 umol-m?/s, iluminando durante 12 hrs por dia. Generalmente la
radiacion se expresa con unidades de W/m?, para evaluar la eficiencia fotosintética
en forma de foto-radiacion activa (FRA) se utilizo el siguiente factor de conversion:
1 W/m?=4.57 ymol-m?/s.

Con ambas intensidades de radiacion en la fase luminosa (9:00-21:00 hrs), el voltaje
se mantuvo pseudoconstante en todos los H-CCM. Al llegar la fase nocturna (21:00-
9:00 hrs) se presencid una disminucion con las especies: Aglaonema commutatum
(H-CCM+), Philodendron cordatum (H-CCMs), Chrysopogon zizanioides (H-CCMe),
Eichhornia crassipes (H-CCMy7) y Juncus effusus (H-CCMzg) entre las 20:00-22:00
hrs, atribuido a la fotosintesis nocturna, donde la fijacion del carbono se realiza de
forma incompleta, quiere decir que la exudacion se lleva a cabo en ambas fases
fotosintéticas. Al volver a estar en contacto con luz solar directa, el voltaje aumenté
y retorné a su comportamiento natural. El voltaje en el reactor de control (H-CCMp)
se mantuvo pseudoconstante, no se observé un efecto con el cambio de recepcion
de luz. La oscilacion de voltajes demostré una correlacion con la fluctuacion de
intensidad de radiacion, esto sugiere que la entrega de exudados hacia la rizésfera
es inmediata, con una digestion organica simultanea, ademas de las diferencias
entre las comunidades microbianas. Esto significa que la intensidad luminosa, no
es el unico factor limitante, la fisiologia de cada especie y las bacterias también
afectan el rendimiento. Este proceso asemeja a los sistemas electroquimicos que
utilizan microorganismos fotosintéticos para generar bioelectricidad, en los cuales
la potencia se produce a altos niveles de luz (Moqgsud et al., 2015; Bombelli et al.,
2016; Regmi et al., 20187 Wang et al., 2013?).
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Figura 5.6. Monitoreo de voltaje en fase diurna y nocturna con IRD1 (a) e IRD2 (b).
Condiciones: Solucion Hoagland, VCC con Rex de 1000 Q y matriz de Te:.

Con Cyperus papyrus (H-CCM>), Epipremnum aureum (H-CCM3) y Dranacaena
braunni (H-CCMas) el voltaje no se vio afectado por el cambio de fase, lo que indica
que la cantidad de exudados producidos se mantuvo constante a lo largo del dia.
Castresana et al. (2019) explicaron que la degradacion de materia organica por
bacterias exoelectrégenas en el anodo es el proceso principal involucrado en las
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oscilaciones de voltaje con presencia y ausencia de luz. Como consecuencia, las
fluctuaciones del voltaje de salida dependen también de la variacién y disponibilidad
del biocombustible generado por la actividad fotosintética (Mogsud et al., 2015).
Estas diferencias pueden estar vinculadas a una serie de eventos, comenzando con:
la sintesis de compuestos organicos, el transporte de estos compuestos a traves
del sistema vascular de las macrdofitas, la rapidez de exudacion en la rizosfera (Bais
et al., 2006), la difusion de exudados a través del suelo, la absorcion y consumo de
sustratos organicos por bacterias exoelectrogénicas (Strik et al., 2011; Regmi et al.,
20182b), la entrega de electrones al anodo (Logan et al. 2006), la temperatura (Deng
et al., 2012) y la madurez vegetativa. En cada especie de macrdfita estos procesos
son dinamicos y se desarrollan a velocidades diferentes, la actividad fotosintética
aumenta durante el dia y como tal, la deposicion de materia organica en la rizosfera.
Las macrofitas aumentan la disponibilidad de superficie para el aporte de sustrato
hacia la biopelicula (Rusyn y Hamkalo, 2018), por tal razon se observé que la luz
solar es causante de fluctuaciones en el voltaje al afectar la sintesis de sustratos
(Villasenor et al., 2013). De modo que, el rendimiento puede estar vinculado a una
variedad de procesos que dependen de las diferencias fisiologicas y metabdlicas de
las macrofitas (Regmi et al., 2018P).

Jawre et al. (2019) evaluaron la produccion de bioelectricidad diurna y nocturna de
la especie Cynodon dactylon, reportaron una produccién maxima de 0.62 V con alta
intensidad de radiacién y 0.33 V bajo condiciones de sombra, ambos valores fueron
registrados en el dia 15 de operacion. Liu et al. (20192) evaluaron la produccion de
bioelectricidad con las especies Canna sp y Aorus calamus durante 24 hrs. Después
de que el sistema tuviera poca oscilacion, el voltaje de salida fue constante entre
las 08:00-12:00 hrs. Se estabilizdé en 628 mV de 12:00-14:00 hrs, posteriormente
cayo a 285 mV entre las 14:00-20:00 hrs, atribuyeron que la caida de voltaje fue por
la disminucion en la actividad fotosintética nocturna.

5.1.1.2.4. Curvas de polarizacion

En las Figuras 5.7 y 5.8 se muestran las curvas de polarizacién obtenidas en el
experimento. Se utiliza una curva de polarizacién para caracterizar la corriente como
una funcion de la tensién eléctrica, esta prueba muestra el comportamiento de
voltaje y DP en funcion de la produccidn de corriente variando la Rext con diferentes
ohmeajes. Las pruebas se realizaron al término de operacion de cada fase
experimental, es decir, en los dias 71y 141 para IRD1 e IRD2 respectivamente. Las
técnicas electroquimicas son herramientas para el analisis y la caracterizacion de
sistemas de celdas de combustible, aqui se puede observar la descripcion de los
puntos maximos y minimos de DP. Los resultados mostraron tendencias similares
para todos los H-CCM evaluados, dentro de las curvas, las DP presentaron una
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tendencia ascendente con la disminucidn de los valores de la Rext hasta alcanzar el
valor maximo. Después de eso, las DP comenzaron a disminuir al incrementar las
densidades de corriente (DC). En las pruebas se obtuvieron resultados altos de DP
con valores altos de Rex, 0 que indica el comportamiento tipico de las celdas de
combustible. Los valores de las resistencias utilizadas fueron de 0.03, 0.05, 0.10,
0.22, 0.33, 0.56, 0.82, 2.2, 3.3, 5.6, 8.2, 10, 15, 22, 27, 33, 39 y 50 KQ. Respecto a
los resultados obtenidos con IRD1, como era de esperarse la maxima DP se registro
con la especie Juncus effusus (H-CCMg), donde se obtuvo un maximo de 14.12
mW/m? con una DC de 100.42 mA/m? con la Rext de 560 Q. Philodendron cordatum
(H-CCMs) produjo una maxima DP de 12.55 mW/m?y una DC de 78.24 mA/m? con
una Rext de 820 Q. Las especies que anteceden en la produccién de bioelectricidad
son: Cyperus papyrus, Epipremnum aureum, Dranacaena braunni, Chrysopogon
zizanioides y Eichhornia crassipes quienes produjeron 1.99, 0.70, 1.17, 7.02 y 0.09
mW/m? de DP y 31.21, 29.21, 23,90, 58.23, 3.40 mA/m? de DC respectivamente. En
la mayoria de los casos las maximas DP se registraron con resistencias de 220-820
Q, este resultado esta de acuerdo con el hecho de que la DP maxima se alcanza
cuando la resistencia interna (Rint) €s igual a la Rext en términos termodinamicos.

El reactor con menor rendimiento fue con la especie Aglaonema commutatum (H-
CCMy), el cual produjo 0.10 mW/m? y 2.76 mA/m?, el H-CCMs de control solo produjo
0.02 mW/m? y 2.14 mA/m?. Al finalizar la cinética se registraron valores de VCA de
126 (H-CCM4), 136 (H-CCMz2), 101 (H-CCM3), 124 (H-CCM4), 395 (H-CCMs), 260
(H-CCMEs), 100 (H-CCMy7), 584 (H-CCMs) y 52 (H-CCMo) mV respectivamente. Los
voltajes se mantuvieron constantes durante todo el transcurso de las pruebas, con
desviaciones estandar (o) de +5 mV por registro de Rext en todos los casos.
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Figura 5.7. Curvas de polarizacion obtenidas del sistema de H-CCM con IRD1.
Condiciones: Solucion Hoagland, IRD1, VCC con Rex de 30-50000 Q y matriz de Te.

En la Figura 5.8 se muestran las curvas de polarizacion obtenidas con los reactores
operados con IRD2. Al igual que en el caso anterior, las curvas con mayores DP y
DC fueron producidas por las macrofitas Juncus effusus (H-CCMs) y Philodendron
cordatum (H-CCMs), quienes presentaron valores de 21.60 y 14.40 mW/m? de DP
con DC de 198.18 y 161.81 mA/m? con la Rext de 220 Q respectivamente. La especie
Chrysopogon zizanioides (H-CCMe) presentd mayores voltajes en comparacion con
las fases de operacion con la Rext de 1000 Q, la maxima DP y DC fueron de 9.68
mW/m?y 132.72 mA/m? (220 Q). Epipremnum aureum (H-CCMs) fue la especie con
menor rendimiento bioelectroquimico, quien tan solo produjo 1.32 mW/m?y 49.09
mA/m? (220 Q) de DP y DC. El reactor control (H-CCMo) produjo 0.88 mW/m?y 32.72
mA/m? (330 Q). Los resultados de VCA fueron de 186 (H-CCMy), 154 (H-CCM),
141 (H-CCM3), 178 (H-CCM4), 488 (H-CCMs), 291 (H-CCMes), 147 (H-CCMy7), 630
(H-CCMs) y 62 (H-CCMg) mV respectivamente.

En el estudio de Castresana et al. (2019) obtuvieron una maxima DP de 2.5 m\W/m?
mediante el trazo de las curvas de polarizacion, siendo que utilizaron los exudados
radiculares de Pleurocapous como sustrato. Tapia et al. (2018) reportaron una DP
de 114 yW/m? con la Rext de 2 KQ, donde evaluaron la generacion de bioelectricidad
de un H-CCM que contenia las macréfitas S. kamschaticum, S. rupestre, S. album,
S. hybridum, S. spurium, S. sexangulare y S. reflexum, también utilizaron exudados
como sustrato. Borker et al. (2018) obtuvieron 4.6 mW/m? (Rext de 1.5 KQ) con la
especie Setaria faveri. Son pocos los estudios que utilizan los exudados radiculares
directamente para la obtencién de bioelectricidad, por lo que se recomienda utilizar
solo los sustratos enddgenos para determinar la capacidad bioelectroquimica de
muchas otras especies de macrofitas (Nitisoravut y Regmi, 2017; Deng et al., 2012).
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Figura 5.8. Curvas de polarizacion obtenidas del sistema de H-CCM con IRD2.
Condiciones: Solucion Hoagland, IRD2, VCC con Rex de 30-50000 Q y matriz de Te.

La evaluacion de una curva de polarizacion determina pérdidas 6hmicas, incluyendo
la resistencia al flujo de electrones en el circuito externo, resistencia al flujo idnico a
través de una membrana de intercambio protonico y la resistencia en los electrolitos
anodicos y catodicos. Estas pérdidas se pueden reducir minimizando los espacios
interelectrodos, usando una membrana PEM con diminuta resistividad, verificando
a profundidad todos los contactos de interconexion en los circuitos y aumentando la
conductividad de la solucion al maximo nivel tolerado por bacterias y macrofitas.
Otro tipo de pérdidas 6hmicas son por activacion, se refiere a la energia necesaria
para llevar a cabo una reaccién de redox. La polarizacion por activacion se produce
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durante la transferencia de electrones hacia un compuesto que reacciona en la
superficie del electrodo anddico o catddico, este compuesto puede estar presente
en la superficie bacteriana, como un mediador en la solucién o como el aceptor final
de electrones que reacciona en el catodo. Las pérdidas de activacion a menudo
muestran un fuerte aumento a bajas corrientes y aumentan constantemente cuando
aumenta la DC. Se pueden lograr bajas pérdidas de activacion aumentando el area
superficial de los electrodos, mejorando la catalisis bidtica y abidtica, aumentando
la temperatura de operacién y mediante la adicion de una biopelicula enriquecida
en el anodo. Otro tipo de pérdidas 6hmicas se deben por el metabolismo microbiano,
se refiere a las bacterias que transportan electrones desde un sustrato hacia un
potencial a través de la cadena transportadora de electrones hasta el receptor final.
El anodo es el aceptor final de electrones y su potencial determina la ganancia de
energia para las bacterias, cuanto mayor sea la diferencia entre potencial redox del
sustrato y el potencial del anodo, mayor sera la ganancia de energia metabdlica
posible para las bacterias, pero menor sera el voltaje. Por lo tanto, para maximizar
el voltaje, el potencial anodico debe mantenerse lo mas negativo posible y lo mas
positivo en el caso del catodo (Khudzari, 2018). Otro tipo de pérdidas éhmicas son
por concentracidon, producidas cuando la velocidad de transporte masico de una
especie hacia un electrodo se ve limitada. Estas se atribuyen principalmente a altas
DC debido a la transferencia de masa limitada de especies quimicas por difusion a
la superficie del electrodo. En el anodo, las pérdidas son causadas por una descarga
limitada de especies oxidadas desde la superficie del electrodo o un suministro
limitado de especies reducidas hacia el electrodo. Esto aumenta la relacién entre
las especies oxidadas y reducidas sobre las superficies de los electrodos, lo que
puede producir un aumento en el potencial. En el lado del catodo puede ocurrir lo
contrario, causando una caida de potencial (Watson y Logan, 2011).

Las curvas de polarizacion generalmente se pueden dividir en tres regiones. En la
region 1: a altos voltajes existe una caida del potencial con la DC, en esta zona el
mecanismo dominante son las pérdidas por activacion, debido a la velocidad
limitada de las reacciones electroquimicas. En la regién 2: a valores intermedios
donde la caida de voltaje con la intensidad de corriente es menor, las pérdidas son
debidas a las resistencias 6hmicas. Por ultimo, en la region 3: a altas DC se produce
una caida brusca del potencial con la DP, en este caso las pérdidas son atribuidas
a la falta de reactivos que alcancen los centros activos del electrocatalizador en los
electrodos. Una caida repentina de voltaje en esta regidn de la curva también puede
atribuirse a las limitaciones en las transferencias masicas. La polarizacion por
concentracion ocurre cuando un reactivo es consumido sobre la superficie de un
electrodo en las reacciones electroquimicas ocurrentes, consecuentemente ocurre
un gradiente de concentracion (Garcia-Villarrubia, 2015; Logan et al., 2006).
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5.1.1.2.4.1. Pérdidas 6hmicas

Las mediciones de impedancia electroquimica (EIS) se realizaron para determinar
las Rint del sistema de H-CCM. Las mediciones de EIS se obtuvieron en modo VCA
de los electrodos respectivos, los electrodos de trabajo (anodo) y contraelectrodo
(catodo) se conectaron en método potenciostatico. La medicidén de la impedancia
es importante para un H-CCM heterogéneo, dado que la interfaz electroquimica es
altamente compleja (Sophia y Sreeja, 2017), las actividades microbianas se esperan
muy cercanas del electrodo, lo que hace que la reaccidn electroquimica sea aun
mas compleja. Este método investiga la dinamica de las cargas moviles en la region
global del electrodo o interfacial de dicho sistema, una superficie de un electrodo
con un revestimiento liso o poroso sin dafos, generalmente tiene alta impedancia.

El circuito equivalente para una superficie metalica no danada consiste en una
resistencia en serie con una capacitancia simple, la cual se denomina como un
recubrimiento puramente capacitivo. El diagrama de Nyquist correspondiente para
un electrodo polarizado, idealmente tiene una interseccién vertical recta con el eje
Z' y la interseccion X representa las Rint, mismas que fueron obtenidas a partir de
las graficas de Nyquist (Figura 5.9), donde la interseccion de la curva con el eje -Z"
se define como la resistencia o pérdida 6hmica (Q). La Tabla 5.2 presenta las Rint
individuales que los sistemas obtuvieron en cada fase experimental. Estos valores
representan las lecturas obtenidas del potenciostato/galvanostato mediante el trazo
de los espectrogramas en el diagrama de Nyquist, comparando los reactores que
fueron operados con condiciones similares excepto por la especie de macréfita.
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Figura 5.9. Diagrama de Nyquist.
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Tanto con IRD1 e IRD2, las especies: Aglaonema commutatum (H-CCM»), Cyperus
papyrus (H-CCM2), Dranacaena braunni (H-CCM4) y Chrysopogon zizanioides (H-
CCMe) presentaron mayores pérdidas 6hmicas. Estas resistencias reflejan muchas
semirreacciones secundarias no deseadas, que ocurren en los materiales, en el flujo
ionico, en distancias prolongadas entre electrodos, en gradientes de concentracion
y en las tasas de biodegradacién de sustratos. Simplemente son electrones que no
se disponen sobre el circuito externo, considerandose una Rint (Logan et al., 2006).

En el caso contrario: Epipremnum aureum (H-CCMs), Philodendron cordatum (H-
CCMs) y Eichhornia crassipes (H-CCMy) presentaron menores pérdidas, pero fue
Juncus effusus (H-CCMs) quien registré pérdidas inferiores a todas las macréfitas
(44.8 +2.8 Q), considerando que esta especie obtuvo mayor DP. Esta prueba revel6
que existe una dependencia del rendimiento bioelectroquimico en las actividades
de los electrodos presentes en la rizosfera (Castresana et al., 2019). Cuando los
reactores operaron con IRD2, las Rint incrementaron, consecuencia del aumento de
bioelectricidad en DP y DC. Kaku et al. (2008) explica que la elevacion o disminucién
en la Rint esta asociada directamente con la actividad de bacterias electrogénicas.
Esto se relaciona con los resultados obtenidos con Juncus effusus, debido a que se
observé que la cantidad de bioelectricidad producida esta directamente influenciada
por la cantidad de pérdidas 6hmicas. En el caso del H-CCMg, las Rint registradas se
deben a reacciones galvanicas involucradas en la matriz de soporte, el electrolito y
los electrodos. Esto sugiere que las salidas de DP generadas por los H-CCM estan
limitadas, no solo por la resistencia 6hmica relacionada con el transporte i6nico a
través de la rizésfera, sino también, por la resistencia a la transferencia de carga en
el interfaz electrodo/electrolito.

Respecto a la relacion entre las resistencias (Rext/Rint), 10s resultados mostraron
valores dentro de un rango de 50-500 Q de Rint y 500-820 Q de Rext, donde las
curvas de polarizacion muestran que la Rint del sistema no es lineal. Por lo tanto, no
es sorprendente que los valores de DP y DC medidos no coincidan con los valores
tedricos termodinamicos. No obstante, los resultados experimentales entre ambas
resistencias son sumamente cercanos.

Tabla 5.2. Resistencias internas obtenidas del sistema de H-CCM.

Resistencia interna (Q)

Reactor Especie de macrofita

H-CCM; a) Aglaonema commutatum 178.0 +49.5 247.0 +33.6

H-CCM; b) Cyperus papyrus 163.1 +17.5 354.7 +160.2

H-CCM; c) Epipremnum aureum 111.8 +4.3 186.3 +119.9

H-CCM4 d) Dranacaena braunni 107.6 +7.8 252.6 +113.0

H-CCMs e) Philodendron cordatum 129.3 +24.6 251.4 +105.7
DCTA
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Resistencia interna (Q)

Reactor Especie de macrofita IRD1 ‘ IRD?2
H-CCMs f) Chrysopogon zizanioides 103.9 +28.8 377.0 +187.6
H-CCMy g) Eichhormia crassipes 115.0 +30.6 263.0 +223.4
H-CCMs h) Juncus effusus 448 +2.8 193.6 +41.2
H-CCMq i) Reactor control 474.0 +118.2 161.3 +49.0

Condiciones: Solucién Hoagland, IRD1, IRD2, VCA sin Rex (Q==) y matriz de Tez.

Los resultados obtenidos son similares a los reportados por algunos trabajos de la
literatura. Sin embargo, hacer una comparacion directa es dificil a causa de las
diferencias en las configuraciones, materiales utilizados, condiciones de trabajo y
los tipos de disefios. En los articulos publicados se han reportado pérdidas 6hmicas
en un rango de 100-1500 Q, en cambio con reactores de CCM convencionales se
presentan valores de hasta 300 Q. Los resultados de este estudio son comparables
con los obtenidos por Castresana et al. (2019), quienes evaluaron fotocatalizadores
de CuO-CU20 en el catodo, obteniendo pérdidas superiores a 100 Q. Por otro lado,
se han reportado pérdidas 6hmicas sumamente bajas, en el caso de Sophia y Sreeja
(2017) produjeron una resistencia de 22 Q. Explicaron que para aumentar el numero
de electrones conducidos en el circuito externo, es necesario colocar algun tipo de
membrana que separe las camaras aerobia de la anaerobia, para ello, utilizaron una
membrana de arcilla que permitié un adecuado intercambio de protones. Regmi et
al. (20182) utilizaron una membrana de fibra-espuma como separador y obtuvieron
pérdidas de 62 Q. Butti et al. (2016) denota pérdidas tanto en la camara del anodo
como en la del catodo, para minimizar dichas pérdidas recomiendan reducir el
espacio interelectrodo. De acuerdo con Song et al. (2017), sugieren que la distancia
entre electrodos sea de 10-62 cm. En este experimento se operd con reactores de
una sola camara, el anodo se colocé estratégicamente cerca del catodo (a 8 cm de
distancia) para disminuir el espaciado propiciando valores bajos de Rint. Cuando se
utilizan sustratos endogenos, la produccion de bioelectricidad se encuentra limitada
a la produccién de exudados, por consiguiente, la variacién de pérdidas 6hmicas se
debe principalmente a las diferencias en los rizodepdsitos producidos, la velocidad
de exudacion, conductividad ionica, entre otros factores complejos que interactuan
en la rizésfera (Sophia y Sreega, 2017).

5.1.1.2.5. Potencial de los electrodos

El potencial de un electrodo se determina midiendo el voltaje contra un electrodo de
referencia con un potencial conocido, en el cual la tencién permanece constante.
En este estudio se utilizé un electrodo de Ag/AgCI en virtud de sus propiedades de
simplicidad, estabilidad y no toxicidad. El potencial representa la energia producida
para llevar a cabo semirreacciones de tipo redox entre el anodo y el catodo. En la

DCTA
62



RESULTADOS Y DISCUSION

semirreaccion de oxidacion se produce una pérdida de electrones que tiene lugar
en el anodo, lugar donde se realiza la transferencia final de electrones. Se puede
obtener un incremento en el potencial del anodo al conectar la celda a una carga
externa, por causa del incremento de la respiracion enzimatica. Por el lado del
catodo se lleva a cabo una ganancia de electrones. Analizando los resultados de
ambas semirreaciones, se observo que el cambio de intensidad de radiacion produjo
efectos sobre las mediciones de los potenciales como se aprecia en la Figura 5.10.

Con IRD1, el maximo potencial anddico (PA) y catodico (PC) fue de -180 y 149 mV,
valores obtenidos con la especie Juncus effusus (H-CCMs). Seguido, Philodendron
cordatum (H-CCMs) quien también presento altos potenciales (-160 y 93 mV). Los
maximos PA y PC de las especies Aglaonema commutatum (H-CCM4), Epipremnum
aureum (H-CCMz3), Dranacaena braunni (H-CCM4), Chrysopogon zizanioides (H-
CCMe) y Eichhornia crassipes (H-CCMy) fueron de -97, -46, -68, -103, -121 y 107,
58, 94, 113 y 57 mV respectivamente. Cyperus papyrus (H-CCM.) produjo menores
potenciales, registrando unicamente -23 (PA)y 47 (PC) mV, el H-CCMs unicamente
produjo -17 (PA) y 27 (PC) mV. De acuerdo a los analisis de datos, se observé que
la bioelectricidad aumenta a mayores PC y menores PA. En todos los casos, los PA
registraron valores negativos, esto indica que las camaras anddicas se mantuvieron
bajo condiciones anaerobias, promoviendo el desarrollo de bacterias eletrogénicas
(Santoro et al., 2018). Los PC presentaron valores positivos, indicando la reduccién
en el catodo, considerando que para la reaccion se utilizé oxigeno atmosférico, este
gas es ampliamente recomendable por su disponibilidad y alto potencial estandar
de reduccién (E°= +0.82 V) (Lin et al., 2018; Logan et al., 2006). Los potenciales de
los electrodos dependen de los procesos redox que ocurren en cada electrodo y de
la caida 6hmica con el electrodo de referencia, a causa de que este ultimo se coloco
a 1 cm del electrodo de trabajo, las lecturas son consideradas representativas. Las
pruebas se realizaron alrededor de una vez por semana y desde el inicio hasta el
final del monitoreo los valores se mantuvieron semiconstantes.

Siendo que el sustrato en los H-CCM se origina a partir de las macrofitas, se produce
una mezcla muy compleja de muchos compuestos organicos, cuyos potenciales
estandar de reduccién (AE®) son diferentes. Por ejemplo en el anodo, el potencial
tedrico es de -0.5 V (vs Ag/AgCl), que es el potencial estandar de la oxidacion del
acetato (Pausch et al., 2011), de ser asi, se debe considerar que el sustrato de cada
de macrdfita tiene diferentes AE® tedricos (Strik et al., 2011). Igualmente en algunas
especies, las raices de las macrofitas transportan oxigeno hacia el anodo, lo que
limita el numero de electrones disponibles para bioelectricidad, por lo tanto, a bajas
y diferentes concentraciones de sustrato se conduce a un potencial anodico mixto
(Helder, 2012), ademas las curvas de polarizacion determinaron que las resistencias
ohmicas del sistema no tienen un comportamiento completamente lineal.
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Figura 5.10. Potenciales de los electrodos.
Condiciones: Solucion Hoagland, IRD1, IRD2, VCA sin Rex (Q==) y matriz de Te.

Con IRD2, los maximos PA y PC fueron de -129, 115, (H-CCM;4), -29, 38 (H-CCMz),
-79, 45 (H-CCM;3), -112, 115 (H-CCM4), -168, 150 (H-CCMs), -121, 129 (H-CCMe),
-134, 45 (H-CCMy), -209, 190 (H-CCMs) y -17, 3 (H-CCMsg) mV respectivamente.
Los valores de PC incrementaron en la mayoria de los casos con el cambio a IRD2
(excepto los H-CCMs 7). Por el lado del catodo, esto se atribuye al incremento en la
oxigenacion rizosférica, Liu et al. (2014) mencionan que el oxigeno transferido hacia
la rizésfera y el aporte de compuestos organicos afectan directamente de forma
positiva ambos potenciales, acelerando las velocidades de reduccidén de oxigeno en
el catodo y produciendo mayores cantidades de electrones con el aumento de los
exudados fotosintéticos en el anodo. El PA esta influenciado por factores como la
temperatura, lo que conlleva a una disminucion en la obtencion de bioelectricidad
cuando la misma disminuye. Este factor contribuye al incremento de los potenciales
cuando es operado adecuadamente, una ventaja de los H-CCM, es que se pueden
operar con temperaturas estacionales de invierno y primavera.

Cambiando de contexto, la presencia de compuestos intolerantes y téxicos hubiera
presentado altas e incontrolables fluctuaciones en los potenciales, conduciendo al
estrés de las macrdfitas y alterando los niveles de oxigeno de cada camara. Este
fendbmeno conduciria a un potencial mixto, es decir, a la perturbacion simultanea de
los potenciales de ambos electrodos, caso que no sucedid en este experimento.
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En el estudio de Arends et al. (2014) utilizaron la especie Oryza sativa, obtuvieron
un PC maximo de 400 mV vs EEH (Electrodo estandar de hidrégeno), este resultado
representa mas del doble al obtenido con este estudio (190 mV vs Ag/AgCl). Helder
et al. (2010) evaluaron la especie Arundinella andomala, reportaron que inicialmente
el PA se estabilizé en -100 mV (vs Ag/AgCl), después de la onceava semana de
operacion se estabilizé el potencial en -400 mV. En el catodo obtuvieron un potencial
de 200 mV, potencializaron los electrodos agregando una solucion buffer de cianuro
férrico en el electrolito. Ambos estudios reportan sus mediciones a VCA. Castresana
et al. (2019) emplearon fotocatalizadores en el catodo de un H-CCM, operaron con
la especie de bridfita Pleurocarpous moss y reportaron un maximo PA de -600 mV
(vs Ag/AgCl). Fang et al. (2013) obtuvieron resultados de -400 (PA) y 300 (PC) mV,
donde evaluaron las remociones de materia organica con Ipomoea aquatica. Estos
estudios son dispositivos heterogéneos y complejos, por ende, es muy complicado
elucidar donde radican las diferencias entre los potenciales de cada uno.

5.1.1.2.6. Eficiencia fotosintética

La eficiencia fotosintética dependera de la capacidad de cada especie de macrdfita
para convertir la energia solar en bioelectricidad mediante una serie de procesos
bioquimicos. La superioridad de eficiencia de una especie entre otra puede radicar
en el flujo de sustrato liberado por los sistemas radiculares, considerando que los
exudados representan cerca del 20% de los carbohidratos fotosintetizados (Violante
et al., 2010; Deng et al., 2012).

La eficiencia de conversion se estimo con las Ecuaciones 5.1 y 5.2.

CE =PexRp#*RaxEr (Ec.5.1)

Densidad de potencia * Area del 4nodo
Er = - . (Ec.5.2)
As * Area de la hoja * Pe * Rp * Ra

El limite maximo tedrico de eficiencia fotosintética (Pe) se estima de 4.6 y 6.0% para
especies de flora con vias fotosintéticas C3 y C4 respectivamente (Zhu et al., 2010).
Sin embargo, esta eficiencia no es alcanzada al 100%, la eficiencia de conversion
en la fase de crecimiento se encuentra alrededor del 70%, por lo se asigno un valor
de 3.2y 4.2% para las categorias C3 y C4 (Blankenship et al., 2011). Rp representa
una proporcion del 20% de rizodepdsitos a carbohidratos fotozintetizados (Violante
et al., 2010), Ra determina la disponibilidad de rizodepdsitos para ser oxidados por
las bacterias electroactivas, con una estimacion del 30% (Nitisoravut y Regmi,
2017), Er atribuye la recuperacion de energia en los H-CCM, As es el valor de la
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radiacion solar, donde los promedios por dia fueron: 207 y 403 W/m? para IRD1 e
IRD2, el area de la hoja representa el tamafio (m?) de 1 hoja en particular por cada
especie y CE simboliza la eficiencia de conversion de energia solar en bioeléctrica
(por sus siglas en inglés: Conversion Efficiency). En la Tabla 5.3 se muestran los
resultados obtenidos con las diferentes macrdfitas estudiadas, asi como las vias de
actividades fotosintéticas que utilizan. En todos los casos se presentaron mayores
eficiencias cuando los H-CCM fueron operados con IRD2, la especie Juncus effusus
obtuvo mayor CE y mejor capacidad de recuperacion de bioenergia, se estimaron
valores de 0.030% y 0.034% para IRD1 e IRD2 respectivamente.

En el articulo de Deng et al. (2012) describieron el concepto de la eficiencia de
conversion fotosintética, pero fueron Nitisoravut y Regmi (2017) quienes publicaron
las ecuaciones para estimar la CE, mediante calculos determinaron valores tedricos
para flora C3 y C4 de 0.017 y 0.022%, respectivamente. De modo que los estudios
gue presentan evaluaciones fotosintéticas son nulos hasta el momento.

Tabla 5.3. Eficiencias fotosintéticas obtenidas de los H-CCM con IRD1 e IRD2.

| B} Area dezla hoja Via | Er | CE (%)

Reactor Especie de macrdfita (m?) fotosintética? (adimensional)

IRD1 IRD2 IRD1 IRD2
H-CCM+  Aglaonema commutatum 0.0050 0.0054 C3 0.0037 0.0083 0.0007 0.0016
H-CCM:2 Cyperus papyrus 0.0005 0.0005 C4 0.0440 0.0541 0.0100 0.0136
H-CCMs Epipremnum aureum 0.0036 0.0040 C3 0.0038 0.0096 0.0007 0.0018
H-CCM4 Dranacaena braunni 0.0039 0.0042 C4 0.0032 0.0071 0.0008 0.0020
H-CCMs  Philodendron cordatum  0.0099 0.0010 C3 0.0076 0.0058 0.0014 0.0016
H-CCMs Chrysopogon zizanioides 0.0003 0.0004 C4 0.0186 0.0176 0.0046 0.0048
H-CCM7 Eichhornia crassipes 0.0022 0.0037 C4 0.0053 0.0051 0.0013 0.0014
H-CCMs Juncus effusus 0.0008 0.0009 C3 0.1607 0.1292 0.0300 0.0348

Poulter et al. (2015)?
Condiciones: Solucion Hoagland, IRD1, IRD2, VCC con Rex de 1000 Q y matriz de Tez.

En la Tabla 5.4 se presenta el rendimiento bioelectroquimico general de todas las
macrofitas de estudio, el cual esta relacionado con la CE obtenida. Con el analisis
fotosintético y bioelectroquimico, se observo un aumento de CE de hasta un 120%
cuando se incremento la intensidad de radiacion. Las especies Cyperus papyrus'y
Chrysopogon zizanioides obtuvieron altos valores (CE y Er), aun cuando produjeron
menor cantidad de bioelectricidad que Philodendron cordatum (quien tiene menor
CE), suceso que se debe principalmente por el tipo de via fotosintética C4, este
mecanismo permite una mayor tasa de conversion de energia. Las especies con via
tipo C3 (Aglaonema commutatum, Epipremnum aureum y Philodendron cordatum)
produjeron eficiencias mas bajas, Dranacaena braunni a pesar de pertenecer a la
clasificacion C4, registro menor CE, lo cual se atribuye a su baja produccién de DP.
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A consecuencia, aumentar el valor de Er es una forma prometedora de mejorar los
resultados de CE, para ello es necesario: perfeccionar las configuraciones de los H-
CCM, implementar electrodos de alto rendimiento, evaluar catalizadores y realizar
pruebas con cepas de bacterias exoelectrogénicas, ya que son parametros que
pueden ser controlados. Por otro lado, los valores de Pe, Rp, Ra y el tamafio de las
hojas estan limitados a la funcionalidad fisiologica de cada especie de macrdfita. La
evaluacion de las vias fotosintéticas y su eficiencia son esenciales para elegir la
mejor especie en un estudio de rendimiento con H-CCM, el aumento de la intensidad
de radiacion solar afecté el funcionamiento total, por ende se observé un incremento
en la eficiencia fotosintética y en la produccion de bioelectricidad. Este efecto se ha
estudiado con celdas de combustible fotosintéticas, puesto que esta directamente
relacionada con la actividad metabdlica de los microorganismos, en especial de las
microalgas. Asi que la intensidad solar juega un papel importante en la fotosintesis,
maximizando el proceso de exudacion de la rizosfera en la actividad fotosintética
(Wu et al., 2013; Xiao et al., 2014; Ayala et al., 2019).

Resumiendo la evaluacién bioelectroquimica de las macréfitas estudiadas, Juncus
effusus (H-CCMs) y Philodendron cordatum (H-CCMs) fueron las especies con mejor
rendimiento bioelectroquimico tanto en VCA, VCC, DP, potencia volumétrica (PV),
DC, PA, PC y CE con ambas fases experimentales (IRD1 e IRD2).

Tabla 5.4. Rendimiento bioelectroquimico general del sistema de H-CCM con matriz de Tex.
Maxima Maxima Maximo Maximo

Maximo densidad de potencia potencial potencial
voltaje potencia volumétrica anddico catédico

Reactor Especie de macrofita (mV)? (mW/m?)? (W/m?)? (mV)° (mV)°
IRD1 IRD2 IRD1 IRDZ‘ IRD1 IRD2 IRD1 ‘ IRD2 IRD1 IRD2
H-CCM; Aglaonema commutatum 99 188 3.9 141 0.9 35 96 -109 107 115

H-CCM; Cyperus papyrus 123 168 6.0 11.2 1.5 28 -23 -35 47 38
H-CCM3 Epipremnum aureum 86 174 29 12.0 0.7 3.0 -46 -79 58 45
H-CCM4 Dranacaena braunni 93 175 3.4 12.2 0.8 3.1 -68  -112 94 115

H-CCMs Philodendron cordatum 199 215 15.8 18.5 3.9 46 -160 -168 93 150
H-CCMs Chrysopogon zizanioides 69 85 1.9 2.8 0.4 0.7 -8 -111 113 129

H-CCMy Eichhornia crassipes 91 140 3.3 7.8 1.9 8.0 -119 -134 57 45
H-CCMg Juncus effusus 270 315 29.0 38.9 7.2 9.7 -180 -209 133 203
H-CCMgq Reactor control 49 63 0.9 1.6 0.2 04 -17 -19 27 28

Condiciones: Solucién Hoagland, IRD1, IRD2, VCC con Rex de 1000 Q2, VCA sin Rext (Q=*)° y matriz de Tez.
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La mejor eficiencia fotosintética en términos de CE (%) se determind por un analisis
estadistico (prueba ANOVA-Kruskal-Wallis, Figura 5.11). El analisis de varianzas
multiples (Tabla 5.5) demostré que el mejor resultado se obtuvo con Juncus effusus
(0.03 +0.0008% con IRD1 y 0.034 +0.0009% con IRD2). Se utiliz6 un nivel de
significancia de 5% y el valor-P fue <0.0001, por lo tanto las diferencias significativas
entre las especies estudiadas son prominentes.

0.04
0.035 1: H-CCM
2: H-CCM»
0.03 B IRD1 3: H-CCMs
— 4: H-CCM4
X 0.025 = 1RD2 5: H-CCMs
E 6: H-CCMs
O 0.02 7: H-CCM;
8: H-CCMs

0.015

1 2 3 4 5 6 7 8
Sistema de H-CCM

Figura 5.11. Anadlisis estadistico de varianzas multiples en términos de CE.

Tabla 5.5. ANOVA de CE de las diferentes macroéfitas estudiadas.

Eficiencia de conversion
(%)
IRD2

Reactor Especie de macrofita Valor-P

Significancia

IRD1

H-CCM1 a) Aglaonema commutatum 0.0007 +0.0004 0.0016 +0.0005 <0.0001 a#b,e,f,g,h
H-CCM: b) Cyperus papyrus 0.0100 +0.0006  0.0136 +0.0005  <0.0001 b#a,c,d,e f,g,h
H-CCM3 c) Epipremnum aureum 0.0007 +0.0004 0.0018 +0.0007  <0.0001 c#b,e,f,g,h
H-CCMg4 d) Dranacaena braunni 0.0008 +0.0003 0.0020 +0.0006 <0.0001 d#b,e,f,h
H-CCMs  e) Philodendron cordatum  0.0014 +0.0004 0.0016 +0.0004  <0.0001 e#b,f,h
H-CCMes f) Chrysopogon zizanioides  0.0046 +0.0006  0.0048 +0.0008  <0.0001 f#g,h
H-CCM7 g) Eichhornia crassipes 0.0013 +0.0005 0.0014 +0.0003  <0.0001 g#b,h
H-CCMs h) Juncus effusus 0.0300 +0.0008 0.0348 +0.0009 <0.0001 h#a,b,c,d,e,f,g

Condiciones: Solucion Hoagland, IRD1, IRD2, VCC con Rex de 1000 Q y matriz de Tez.
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5.1.1.2.7. Produccion de exudados radiculares

Una forma que determina la produccién de compuestos organicos liberados por el
sistema radicular es a través del parametro de COT, de este modo se cuantifico la
cantidad de materia organica producida como rizodepdsitos en cada macrofita. En
la Figura 5.12 se muestran las concentraciones de COT obtenidas con IRD1 e
IRD2. La mayor produccion de compuestos por exudacion se obtuvo con Eichhornia
crassipes (H-CCMy), quien produjo 24.6 mg/L, en seguida las especies: Aglaonema
commutatum (H-CCM4), Epipremnum aureum (H-CCM3) y Juncus effusus (H-CCMg)
con producciones de 20.6, 15.3 y 14.6 mg/L respectivamente (IRD1). Dranacaena
braunni (H-CCM4), Philodendron cordatum (H-CCMs) y Chrysopogon zizanioides
(H-CCMe) produjeron menores cantidades (12.1, 11.7, y 5.0 mg/L respectivamente).

Los H-CCM presentaron concentraciones de COT mas altas con la fase de IRD2, a
excepcion de la especie Aglaonema commutatum (H-CCM4), en la cual las maximas
concentraciones fueron de: 15.4 (H-CCM4), 13.9 (H-CCMy), 20.0 (H-CCM3), 18.4 (H-
CCMy), 22.1 (H-CCMs), 10.8 (H-CCMs), 39.1 (H-CCMy7) y 23.0 (H-CCMs) mg/L. En
el incremento de la intensidad de luminosidad, los exudados se intensificaron en un
25, 55, 23, 34, 47, 53, 38 y 36% respectivamente. En el H-CCMg se cuantifico solo
3 mg/L para ambos estudios. El incremento de las concentraciones de COT con
IRD2, se debe a que la radiacién es el principal factor que determina el microclima
del cultivo, su energia condiciona: la temperatura del aire y del suelo, el movimiento
del viento, la evapotranspiracion y la fotosintesis. De tal manera que la radiacién, el
grado de interceptacion de luz y la eficiencia en el uso de la energia solar son
determinantes en la tasa de crecimiento vegetal y en la liberacion de exudados (Saz
et al., 2018). Este proceso depende de la especie de macrofita, de la presencia de
bacterias en la rizosfera, nutrientes, tipo de agua, disponibilidad de oxigeno, medio
para su desarrollo, entre otras condiciones que determinan su vitalidad. Ademas de
esto, las concentraciones de los compuestos varian como una respuesta a ciertos
estimulos externos, tales como: las condiciones ambientales y la temperatura. Esto
ha conferido a que la rizésfera tiene un sistema de defensa muy dinamico, aparte
de la peculiar funcion como soporte y absorcion de nutrientes (Kabutey et al., 2019).

La diferencia entre los resultados de cada especie puede deberse a distintos
factores como: el tipo de flora, edad, fisiologia, defoliacion y los microorganismos
rizosféricos, los cuales pueden interferir sobre la tendencia de los exudados. Los
resultados muestran que el sombreado disminuyé el rendimiento bioelectroquimico,
atribuido por la inhibicidn fotosintética en IRD1. La intensidad de iluminacién solar
determina la fijacion de compuestos carbonados, debido a eso es que existe una
mayor produccion de COT con IRD2. De tal modo, que la radiacion que incide sobre
la superficie vegetal también es un factor en funcion de la fijacion de CO- que influye
en la produccion de exudados radiculares.
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Figura 5.12. Produccion de exudados radiculares medidos como COT.

En estudios que utilizan solo los sustratos fotosintéticos enddgenos, es necesario
un sistema que potencialice la rizodeposicion, para ello se requieren condiciones
optimas de operacidén que beneficien las comunidades microbianas en la rizésfera
(incluyendo la biopelicula anodica), promoviendo alta actividad fotosintética y de ese
modo poder maximizar la produccion de exudacion en las raices. Un aumento en la
intensidad de radiacion sobre las macroéfitas puede mejorar la tasa de crecimiento
fisiologico, esta claro que la luz solar es clave para la generacion de bioelectricidad,
principio que se presentd en este experimento. Un factor que puede disminuir el
rendimiento son los tipos de flora que producen fitotoxinas como defensa radicular,
dichas especies afectan en: la produccion de metabolitos, fotosintesis, respiracion,
transporte de membrana, germinacion, crecimiento radicular y brotes. Esto ultimo
dependera de las condiciones particulares de desarrollo (Nitisoravut y Regmi, 2017;
Yin et al., 2015; Bais et al., 2006; Khudzari, 2018; Saz et al., 2018).
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5.1.1.3. Produccion de bioelectricidad en H-CCM con distintas especies de
macrofitas bajo intensidad de radiacién difusa-directa y matriz de «coque»

5.1.1.3.1. Produccién de voltaje y densidad de potencia

En la Figura 5.13 se muestran los resultados de voltaje y DP obtenidos del sistema
de H-CCM con matriz de Coq. La idea de utilizar este estrato como soporte es para
unificar el electrodo y la matriz en un solo componente, donde ambos materiales
sirvan como conductores de electrones. Con IRD1, el voltaje maximo se produjo con
Juncus effusus (H-CCMi7) con un resultado de 53 mV (1.12 mW/m?, 21.2 mA/m?),
la especie que antecede es Cyperus papyrus (H-CCM11) quien produjo un maximo
de 48 mV (0.92 mW/m?, 19.2 mA/m?). El resto de los H-CCM presento valores muy
inferiores, las especies Aglaonema commutatum (H-CCMao), Epipremnum aureum
(H-CCM=12), Drannacaena braunni (H-CCMs3), Philodendron cordatum (H-CCMja),
Chrysopogon zizanioides (H-CCM1s) y Eichhornia crassipes (H-CCM+s) produjeron
49,7.4,3.7,18.2,30.0 y 4.6 mV, lo que corresponde a 0.010, 0.009, 0.021,0.005,
0.132 y 0.360 mW/m?de DP y 2.0, 1.9, 2.9, 1.4, 7.2 y 12 mA/m? de DC. El H-CCMs
solo produjo un maximo de 4.6 mV (0.0008 m\W/m?2, 1.8 mA/m?2). Entre los dias 0-29
los reactores mantuvieron voltajes constantes (con excepcién de los H-CCM+4,1s,16),
posteriormente los H-CCM12,17 mostraron altas fluctuaciones (dia 30 en adelante).
Los reactores H-CCM11,16 presentaron mayor rendimiento dentro de los primeros 20
dias de operacion, el resto presento la mejor eficiencia a los 16 dias. Respecto a las
mediciones de radiacion solar, esta se mantuvo entre 2000-3000 ymol-m?/s.

En la segunda fase el incremento de bioelectricidad se observo de inmediato, con
IRD2 el maximo voltaje se presentd con la especie Cyperus papyrus (H-CCM11),
quien produjo un maximo de 70 mV (1.96 mW/m?2, 28 mA/m?), Juncus effusus (H-
CCMy17) alcanzé un maximo de 55 mV (1.21 mW/m?, 22 mA/m?) y Dranacae braunni
(H-CCM13) fue la especie que produjo menor voltaje, con 16 mV (0.102 mW/m?, 6.4
mA/m?). El resto de las especies: Aglaonema commutatum (H-CCM+o), Epipremnum
aureum (H-CCM=z2), Philodendron cordatum (H-CCM14), Chrysopogon zizanioides
(H-CCM1s) y Eichhornia crassipes (H-CCM1g) produjeron 47, 25, 19, 49y 42 mV,
con DP de 0.88, 0.25 0.14, 0.96 y 0.68 mW/m? y DC de 18.8, 10.0, 7.6, 19.6, 16.52
mA/m?2. El H-CCM+g solo produjo 0.17 mV (0.11 mW/m?2, 6.8 mA/m?). Después del
dia 80, los H-CCMu10,11,14,16 presentaron un incremento hasta el dia 100, donde
decayeron los voltajes, sin embargo no se estabilizaron, a lo largo de la operacion
sostuvieron altas oscilaciones (dias 80-140), el resto de los reactores continu6 con
una produccidn pseudoconstante hasta el dia 140. En este caso la radiacién fue de
3000-3800 umol-m?/s. Con el cambio a IRD2, el voltaje aumentd un 92 (H-CCMho),
62 (H-CCMy4), 97 (H-CCM12), 58 (H-CCMs3), 95 (H-CCM44), 60 (H-CCM;15), 49 (H-
CCMy6, 89 (H-CCM17) y 42 (H-CCM1s) % respectivamente. Inconvenientemente,
ninguna macrofita supero los 70 mV a VCC en ambas intensidades de radiacion.
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Figura 5.13. Produccion de voltaje y densidad de potencia obtenida del sistema de H-CCM.
Condiciones: Solucion Hoagland, IRD1, IRD2, VCC con Rex de 1000 Q y matriz de Coq.
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Los maximos voltajes de VCC obtenidos se pueden observar en la Tabla 5.6, asi
como el rendimiento bioelectroquimico de cada especie de macrofita. Los valores
de VCA con IRD1 e IRD2 fueron de 59, 30, 33, 38, 55, 28, 32, 78, 19y 74, 47, 38,
48, 59,42, 39, 88, 26 mV (en orden de: H-CCM10-HCCM+sg) respectivamente. Debido
al bajo potencial global, no fue posible observar el efecto en la produccién de DC vs
DP en el trazo de las curvas de polarizacién. El papel que desempefi6 el Coq como
material conductor, presentd problemas en la condensacion de electrones, esto se
puede apreciar en las bajas cantidades de DP, PV, PA y PC producidas. Ademas,
todo el sistema presento grandes pérdidas internas, donde las resistencias 6hmicas
llegaron a ser superiores a 700 Q, lo cual demuestra que existe una alta dispersion
de electrones entre el electrolito de las celdas y los electrodos. Como consecuencia,
los electrones no fueron captados y dirigidos al circuito externo, es decir que la
capacidad conductiva de la matriz disip6 la energia.

Tabla 5.6. Rendimiento bioelectroquimico general del sistema de H-CCM con matriz de Coq.

Maxima Maxima

. . Maximo Maximo . .
- . densidad de potencia . . Resistencia
Maximo voltaje otencia volumétrica potencial potencial interna (Q)°
Reactor Especie de (mV)2 (Fr)nW/mz)a (W/md)® anodico (mV)° catddico (mV)®
macrofita
IRDI IRD2 IRD1 IRD2 IRD1 IRD2 IRD1 IRD2 IRD1 IRD2 IRD1 IRD2
H-CCM1o cﬁ%frﬂ?tﬁfn 5 47 0.010 0.880 0.002 0220 -83 3.8 9.3 3.7 7532 793
H-CCMi1 IC);’ zj: Z;S 48 70 0920 1980 0230 0490 -44.3 1692 -449 166 2362 286
H-CCM12 Ep;‘zrfe’gr’;”’" 49 25 0009 0250 0.002 0080 -386 1001  -38 10 5112 6203
H-CCMis  DF zf:;:ri”a 74 16 0.021 0.005 0102 0025 -22 465  -22 2.7 128 1323
H-CCMu ’;’(’%ijf; on 3.7 19  0.005 0.001 0144 0036 -496 7.1 4.9 76 2545 270.6
H-CCMis CZ’;; }; i‘?gg%‘?s” 18.2 49 0.132 0033 0960 0240 -7.5 10.3 7.9 10 2144 2351
H-CCMis ’:;g;’;‘l’; ’;’:‘ 30 413 0360 0090 0698 0170 201 167  -28. 20 2605 308
H-CCM7 é%ﬁiﬁ 53 55 1120 1210 1210 0.302 -604 468  -41.1 48 2375 2976
H-CCMs ';T:rf;‘;r 46 17 0008 0002 0115 0028  -4.1 6.1 -4 2.9 2008 233.3

Condiciones: Solucién Hoagland, IRD1, IRD2, VCC con Rex de 1000 Q2, VCA sin Rext (Q=«)° y matriz de Coq.

Ya se han reportado estudios que utilizan matrices de diferentes estratos de carbon,
por ejemplo: Strik et al. (2008) evaluaron la generacién de bioelectricidad en un H-
CCM de doble camara, separada con una membrana de intercambio catidnico,
como soporte de ambas camaras utilizaron CAG para la especie Glyceria maxima
y reportaron un rendimiento de 67 mW/m? de DP. Este fue el primer reporte cientifico
que propuso obtener los carbohidratos fotosintéticos para ser biodegradados por
bacterias electroactivas. Liu et al. (2014) utilizaron gravilla en la camara anaerobia
y CAG en la zona aerobia para dar soporte a las macrofitas Ipomoea aquatica,
reportaron un rendimiento de 55 mW/m? de DP y explicaron que esta matriz exhibid

DCTA
73



RESULTADOS Y DISCUSION

un mejor desempeno debido a su alta area especifica y su accion capilar. Xu et al.
(20162), Song et al. (2017) y Vargas et al. (2018) utilizaron lodo granular anaerobio
como matrices para las especies Canna indica, Phragmites australis y Sedum
kamschaticum, donde produjeron 10.7, 4.5 mW/m? y 114 yW/m? respectivamente.
Los autores estudiaron el efecto de la ubicacién de los electrodos, la optimizacidn
de la bioelectricidad y la funcion de las comunidades microbianas en biopeliculas
electroactivas. Aguirre (2017) utilizé una cama de Coq como soporte de Phragmites
australis en un H-CCM, enfocé su estudio hacia el tratamiento de aguas residuales,
obtuvo 90-97% de remociones de DQO y DBOs. En otro estudio, Aguirre et al. (2016)
utilizaron un biofiltro de Coq, reportaron tasas de eliminacion del 91% de DQO, 96%
de DBOs, 97% de NH4-N y de 69% de Nr. Explicaron que el Coq mejora las tasas de
biodegradacion (no realizaron la evaluacion bioelectroquimica). Wang et al. (20172)
utilizaron Coq como matriz para Juncus effusus, presentaron una maxima DP de 5.1
mW/m? y una remocién de DQO de hasta 48.7%. Actualmente no se han publicado
estudios que utilicen matriz de Coq solo para la produccion de bioelectricidad, en la
siguiente Tabla (5.7) se muestran resultados de algunos estudios que utilizan los
rizodepdsitos como biocombustible para su evaluacion bioelectroquimica.

Tabla 5.7. Estudios con H-CCM utilizando exudados radiculares como sustrato.

Intensidad Maxima
Especie de Cuantificacion de densidad .
o de . Referencia
macrofita exudados o de potencia
radiacion 2
(mW/m?)
Arundinella Granulgs 2.3 g/g de materia Directa 299 (Helder et al., 2010)
anomala de grafito fresca
Oryza sativa Suelo - Directa 14 (Takan%?\(/)vf Ghel.
Canna indica Grava - Directa 15.73 (Yadav et al., 2012)
Aconitum Suelo Directa 14 (Wu et al., 2013)
negarum
Oryza sativa Suelo - Directa 15 mA/m?  (Cabezas et al., 2015)
Spartina anglica - 1.42 mg/L de DQO Directa - (Pabon, 2009)
Oryza sativa Suelo - Directa 6 (Kaku et al., 2008)
Canna sp. Grava . .
Acorus calamus Arena - Directa 8.05 (Liu et al., 20192)
Pleurocapous Suelo -— Directa 2.5 (Castr(;%?]rée)i el
S. kamschanticum
S. rupestre
S. spurium Arena
S. reflexum . - Directa 114 yW/m? (Tapia et al., 2018)
; Arcilla
S. hybridum
S. sexangulare
S. album
Setaria faveri F'B(r)i:e - Directa 4.6 (Borker et al., 2018)
Juncus effusus Tezontle 14.6 mg/L de COT Difusa 29 En este estudio
Juncus effusus Tezontle 23 mg/L de COT Directa 38.9 En este estudio
Juncus effusus Coque 12.9 mg/L de COT Difusa 1.12 En este estudio
Cyperus papyrus Coque 25.9 mg/L de COT Directa 1.96 En este estudio
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5.1.1.4. Efecto de la matriz de soporte en H-CCM

En la Figura 5.14 se resume el rendimiento general del experimento obtenido con
las condiciones descritas en la seccion 4.1.1. Con ambos escenarios de radiacion
(IRD1 vs IRD2) y tipos de matrices (Tez Vs Coq), la especie Juncus effusus presentd
el mayor potencial bioelectroquimico (Figuras 5.14a, 5.14b y 5.14c). El rendimiento
(X) con matriz de Te; fue de 2-8 veces mayor, atribuido a una adecuada captacion
de electrones sobre el anodo, accion promovida por su capacidad no conductiva.
Los datos demostraron que a medida que los potenciales decaen, se presenta un
incremento en las Rint, o que demuestra la severidad de los resultados obtenidos
con los experimentos. En los sustratos como COT (Figura 5.14d) no se observaron
grandes diferencias con la variacion del tipo de matriz.

No hay duda de que el Te; sea un material apropiado para la implementacion en
este tipo de configuraciones, cuenta con las ventajas de ser biocompatible, poroso
(~67%), tiene conductividad eléctrica baja (150 S/m), no es permeable, ni aislante,
es sumamente economico, presenta un pH cercano a la neutralidad (propiedad que
permite que se adhiera la biopelicula), no es tdxico y tiene alta estabilidad fisica. El
Coq presenta las mismas ventajas, ademas de tener una propiedad conductiva muy
alta (61000 S/m) y una menor porosidad (~32%).

Trejo et al. (2013) evaluaron las propiedades quimicas donde realizaron un analisis
elemental del Tez, apreciaron un contenido no detectable (Nd) de carbdn (C). Bonilla
(2012) y Novoa (2011) evaluaron Coq, el cual contiene entre un 90-95% de C, lo que
lo hace conductivo eléctricamente. El resto de los elementos se encuentran a muy
bajas concentraciones para ambos materiales, tales que afectan diminutamente el
desempefio bioeléctrico en general. Ambos estudios se realizaron mediante un
sistema de Rayos-X por energia dispersa (R«ED). El analisis de la composicion de
las fases quimicas de la presente investigacion (Tabla 5.8) se realizé por DRX, los
resultados mostraron (Figura 5.15) un contenido total del 90% de C en la matriz de
Coq Y una concentracion Nd en el Tez, el elemento de «C» identificado es compatible
con el patron internacional de cristalografia 26-1076.

Tabla 5.8. Andlisis elemental de las matrices.

Elemento quimico Tez Coq Referencia

N (%) 0.61 Nd (Trejo et al., 2013)
P (mg/Kg) 0.31 Nd (Trejo et al., 2013)
K (mg/Kg) 2.74 Nd (Trejo et al., 2013)
Ca (mol/m3) 22.0 Nd (Trejo et al., 2013)
Mg (mol/m?3) 10.09 Nd (Trejo et al., 2013)
Na (mg/L) Nd 31 (Bonilla et al., 2012)

C (%) Nd 89-95 (Novoa, 2011)

O (%) Nd 1-6 (Novoa, 2011)

S (%) Nd 0.5-1.5 (Novoa, 2011)

C (%) Nd 90 En este estudio

Nd: no detectable
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Figura 5.14. Recapitulacion de los resultados promedio obtenidos de (a) voltaje, (b) densidad
de potencia, (c) resistencia interna y (d) COT del sistema de H-CCH operados con matrices de
Tez Y Coq. El simbolo + representa las desviaciones estandar.
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Figura 5.15. Difractogramas que describen el contenido de C de las matrices de Coq (a) ¥ Tez
(b). Condiciones: Para las mediciones se emple6 una radiacién de Cu-Ka de 1.54 A, operado
a 30 kV y 20 mA. El intervalo de medicion analizado fue con un paso de 0.05° de 2 & sobre un
rango angular de 20 a 100°. Los picos de cada difractograma representan los patrones lineales
de las fases quimicas, es decir que son reveladas las caras critalograficas de los compuestos.
Esta prueba se enfocé solo en el contenido de C, considerando que este elemento determina
la conductividad electréonica de las matrices.
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5.1.2. Segunda etapa experimental
5.1.2.1. Identificacion cualitativa de carbohidratos y otros compuestos

Los aluatos obtenidos de la extraccion con placas en fase normal con eluciones de
cloroformo-metanol-agua demostro la presencia de compuestos organicos. Cada
placa de CCF se dividié en una serie de carriles, en donde fueron adicionados los
agentes de revelacion para llevar a cabo la separacion por accion de capilaridad. Al
analizar los resultados obtenidos se comprobd la presencia de una variedad de
carbohidratos, entre ellos distintos tipos de azucares reductores (Figura 5.16). El
sistema radicular en conjunto posee de manera diferencial, una resaltante habilidad
para secretar una gran diversidad de exudados. Muchas especies de macréfitas con
via C4 transfieren cerca del 70-80% de carbon fotosintetizado hacia las raices, los
azucares comprenden gran parte de estos rizodepositos, ademas de que fungen
como preponderantes en la donacién de electrones debido a su alta degradabilidad.

De los estandares utilizados se revel6 el contenido de GLU, SAC, FRU y GAL para
ambas muestras de exudados, las manchas a la mitad de cada carril de las placas
muestran la revelacion de cada compuesto en particular. En el carril 1 se utilizé un
revelador universal (Ru), este exhibio la presencia de compuestos indeterminados,
ninguna especie presentd una mancha en los carriles de AGA (carril 2), lo que
determiné la inexistencia de exudacion radicular de este tipo azucar. Las manchas
obtenidas con la placa de CCF de Juncus effusus (H-CCM+1) se observan con mayor
definicion en comparacion con la placa de Philodendron cordatum (H-CCM2). Con
esto se puede intuir que existe una concentracion mayor de estos compuestos,
dicha hipétesis es comprobable mediante su cuantificacion, aclarando que todas las
pruebas de CCF fueron observadas con luz UV2sanm y cuantificadas por UHPLC.

Z 1 2 3 4 5 6 Y 1 2 3 4 5 6 [
Recorrido del Frente del eluyente
eluyente b <
Recorrido del ' Ru: revelador universal
compuesto AGA: Agarosa
identificado GLU: Glucosa
‘ ’ SAC: Sacarosa
w FRU: Fructosa
4 .ﬁ” - ; GAL: Galactosa
X) y) Puntos de aplicacion
’ <
A ot 80

Figura 5.16. Revelacion de azicares por CCF a partir de exudados radiculares de
Juncus effusus (a) y Philodendron cordatum (b).
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La Figura 5.17 muestra la revelacion de terpenos, alcaloides y flavonoides de
ambos extractos radiculares. Los primeros constituyen el grupo mas abundante de
los aceites vegetales, también son los responsables de muchos aromas y sabores
especificos de las macrdfitas. Estos exudados tienen funciones estructurales, tales
como: la pigmentacion fotosintética, acarreadores de electrones intracelulares, son
reguladores de crecimiento y tienen importantes funciones en la membrana celular
(Shrader y Bohlman, 2015). La mayoria de los terpenos son biologicamente activos
con diligencias antibacterianas y antifungicas (Perveen y Al, 2018). Los alcaloides
son metabolitos secundarios que son sintetizados de los aminoacidos, permiten un
desarrollo rizosférico ambientalmente favorable al mejorar las defensas contra el
estrés biotico y abiotico (Matsuura y Fett-Neto, 2015). Esta versatilidad metabdlica
conduce a una mejora significativa en las tasas de supervivencia de las especies
vegetativas que exudan este tipo de sustancias (Yang y Stockigt, 2010).

A diferencia de, los flavonoides son pigmentos que protegen las raices de los dafos
producidos por agentes oxidantes, rayos UV, toxicidad, exposicion patoldgica, etc.
Muchos de estos compuestos liberados “intoxican” gran parte del area rizosférica a
determinada magnitud, promoviendo un ambiente selectivo que beneficie su propio
desarrollo (Pefarrieta et al., 2014). El rol primordial de los metabolitos mencionados
(terpenos, alcaloides y flavonoides) es el de “proteccion y defensa” ante estimulos
externos. El éxito de la vitalidad de cualquier grupo de flora se basa en su capacidad
para reconocer ataques bioticos y promover vias de transduccién que conducen a
la biosintesis de compuestos defensivos (Okada et al., 2015). Consecuentemente,
en los H-CCM es la macrdfita propia quien controla las condiciones fisicoquimicas
y biologicas en la rizosfera, afectando directamente la composicion de la comunidad
microbiana, lo que a su vez repercute en el rendimiento bioelectroquimico.

Carriles

a) 2 3 4

Recorrido del Frente del eluyente

eluyente s
Recorrido del " %

compuesto & C1: 4-hidroxibenzaldehido
identificado \ C2: dragendorff

. &” . . C3: sulfato sérico
X) y) Punto de aplicacion

e 60606 &

Rs C1 C2 C3

i..fy

Figura 5.17. Revelacion de terpenos (C1), alcaloides (C2) y flavonoides (C3) por CCF a partir
de exudados radiculares. Juncus effusus (a) y Philodendron cordatum (b).
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La relacion entre las distancias recorridas por el soluto y el eluyente desde el origen
de la placa de CCF (fase movil) se conoce como el Factor de Retencion (Fr), este
valor permanece constante para cada compuesto especifico bajo condiciones
cromatograficas de adsorcion determinadas. El concepto de Fr expresa la posicion
de un compuesto sobre una placa (fase estacionaria) como una fraccion decimal
gue mide la distancia de retencion de un componente. Puesto que, es sumamente
dificil reproducir exactamente las condiciones experimentales, la comparacién de
una muestra con otra debe realizarse eluyendo ambas placas simultaneamente, los
resultados de este parametro se utilizan como referencias para pruebas posteriores.
Para calcular el valor de Fr se aplicé la siguiente expresion: Fr = distancia recorrida
por el compuesto identificado (X)/distancia recorrida por el eluyente (Y) y los valores
obtenidos se muestran en la siguiente Tabla (5.9).

Tabla 5.9. Valores de Fr calculados en la identificacion cualitativa de CCF de exudados.

Compuesto especifico

Compuesto Carril Fr

identificado

1 Estandar
2 AGA NA
3 GLU 0.32
4 SAC 0.28
5 FRU 0.44
6 GAL 0.52
1 Estandar 0.42
Azucares 2 AGA NA
obtenidos de 3 GLU 0.32
Philodendron 4 SAC 0.28
cordatum 5 FRU 0.40
6 GAL 0.44
1 Estandar 0.44
2 C1 0.40
3 C2 0.40
4 C3 0.44
Otros 1 Estandar 0.42
compuestos 2 C1 0.44
obtenidos de g Cc2 0.44
Philodendron 4 C3 0.60
cordatum
AGA: Agarosa
GLU: Glucosa
SAC: Sacarosa
FRU: Fructosa
GAL: Galactosa
C1: Compuesto 1 (4-hidroxibenzaldehido)
C2: Compuesto 2 (dragendorff)
C3: Compuesto 3 (sulfato sérico)
NA: No aplica
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5.1.2.2. Cuantificacion de carbohidratos
5.1.2.2.1. Implementacién del método cromatografico (UHPLC)

En la Figura 5.18 se muestra el cromatograma obtenido bajo las condiciones
descritas en la seccion 4.1.2.2.1.1 a una concentracion de 0.5 mg/L (muestras
estandar). Se observa que los picos cromatograficos de los compuestos son
geométricos e intensos, ademas de que los T, permiten que no haya solapamiento
entre las senales, ni que el frente del solvente interfiera en el analisis. Por tal motivo,
las condiciones de operacion obtenidas se consideran adecuadas para el analisis
de los compuestos. El valor numérico que se observa en el grafico, representa los
Tr de cada tipo de azucar cuantificada de los compuestos estandar.
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Figura 5.18. Cromatograma de los azicares estandar a 0.5 mg/L.

La relacion absorbancia/concentracion debe tener un comportamiento lineal en el
intervalo de estudio. La ley de Beer-Lambert describe que la relacidén entre la
cantidad de energia a una longitud de onda que llega al fotodiodo y la concentracion
de la muestra en la celda cromatografica debe ser lineal, donde el incremento en la
concentracion de los compuestos puede implicar la desviacion de la linealidad entre
esta relacion. La linealidad se obtuvo trazando las curvas de calibracion de los
compuestos a concentraciones de 0.0-0.5 mg/L (Figura 5.19). Posteriormente se
efectu6 un analisis de regresion lineal, graficando el area bajo la curva de cada
compuesto (y) contra su concentracion (x = mg/L). En todos los casos se obtuvo
una ecuacion lineal y = mx+b y los coeficientes de regresion (R?) fueron de 0.99. No
se realizé una curva de calibraciéon para AGA porque en la prueba de CCF no fue
detectado en los exudados de ninguna especie.
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Y = 49446x - 0.1981
R?=0.9989

GAL
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R?=0.9993
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Figura 5.19. Curvas de calibracion de los azucares.

Una vez trazadas las curvas de calibracién, se realizaron pruebas preliminares para
evaluar la precision del método. Se realizaron pruebas con concentraciones
estandar bajas y altas del intervalo de estudio de 0.1 y 0.5 mg/L como se muestra
en la Figura 5.20. Posteriormente se realizd un analisis estadistico, donde la
desviaciéon estandar fue menor a 1% (o = 0.05, 0.05, 0.01 y 0.01 para GLU, SAC,
GAL y FRU respectivamente), considerando como el 20% el valor maximo de criterio
de aceptacion. La exactitud del método se evalu6 mediante el porcentaje de
recuperacion en la valoracion de una cantidad conocida de anolito (0.5 mg/L) (%
recuperacion = (concentracion cuantificada promedio/concentracion tedérica)*100)
de los azucares. Los porcentajes de recuperacion son superiores a 90%, por lo cual
la metodologia de cuantificacion es considerada adecuada.
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206

o)
O 0.1

GLU SAC GAL FRU

Figura 5.20. Concentracion tedrica y estandar determinada para cada compuesto.
Las barras de error representan la desviacion estandar (n=3).

5.1.2.2.2. Cuantificacion de azucares a partir de exudados radiculares

En términos de cromatografia, el Tres el tiempo que un compuesto tarda en recorrer
la columna cromatografica. Este se asigna al pico correspondiente si la columna y
todas las condiciones de funcionamiento se mantienen constantes, los compuestos
deberan ser detectados en los mismos segmentos. En los cromatogramas que se
presentan en las Figuras 5.21 y 5.22 se muestran los registros de separacion fisica
de los componentes en un grafico bidimensional y los Tr (min) de cada tipo de azucar
que se identifico y cuantificd por muestra de exudados. Las especies Juncus effusus
(H-CCM+) y Philodendron cordatum (H-CCM3) segregaron GAL, FRU, SAC y GLU
como exudados en diferentes cantidades, entre los minutos 25-26 de cada corrida
experimental se presenciaron dos compuestos que no fueron identificados.
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Figura 5.21. Azucares obtenidos de los exudados de Juncus effusus.
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Figura 5.22. Azucares obtenidos de los exudados de Philodendron cordatum.

La Figura 5.23 muestra la produccion de azucares obtenida en la rizésfera (camara
aerobia: CAM+) de ambas especies de macrofitas. La configuracion innovadora de
este nuevo disefio de H-CCM, permitié cuantificar la produccién y consumo de
carbohidratos al utilizar una membrana PEM para dividir las camaras. En el grafico
se observan dos barras que muestran la cuantificacién de cada compuesto, la barra
1 representa la producciéon de azucares por rizodeposicion, la barra 2 se refiere a la
cantidad obtenida después del consumo por parte de la biopelicula, proceso llevado
a cabo en la camara anaerobia (CAM>). De los diferentes compuestos evaluados,
fueron identificados tres tipos de monosacaridos (GLU, GAL y FRU) y un disacarido
(SAC), la SAC fue el tipo de azucar que se exudo en mayor cantidad. Los resultados
demostraron una biodegradabilidad parcial de todos los compuestos en la CAM..
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Figura 5.23. Cuantificacion de azuicares a partir de exudados radiculares.
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La diferencia entre las cantidades producidas es atribuida a dos principales razones,
la primera es por el tipo de via fotosintética en la fijacion de CO2, considerando que
Juncus effusus pertenece a la via C3 y Philodendron cordatum a C4. Teo6ricamente
la segunda especie tiene mayor capacidad para segregar sustratos organicos, sin
embargo, Juncus effusus (H-CCM1) produjo mayores cantidades de GLU, SAC y
FRU en la CAM4, con valores de 319.21 +82.13, 381.48 +15.1y 266.15 +11.95 ug/L
respectivamente. Philodendron cordatum (H-CCM.) solo produjo mayor GAL (339
+27.61 pg/L). La segunda razén es debido a la densidad de raices extendidas en la
rizésfera, fisioldgicamente Juncus effusus posee superior densidad radicular, es
decir que cuenta con mas sitios activos de exudacion. Los carbohidratos surgieron
de la conversion fotosintética de materia, en la respiracion vegetal se oxidan estos
compuestos que aportan la energia necesaria para el desarrollo de la macrofita. En
la biosintesis se forman productos intermedios que son excretados a través de las
raices por la respiracion mitocondrial, la cantidad de exudados dependera de las
condiciones ambientales en las que se encuentran y de la estructura anatomica que
poseen las macrofitas. Por consiguiente, la exudacion de algunos carbohidratos
(GLU, SAC y FRU) puede tardar minutos, horas o dias dependiendo de la velocidad
respiratoria de la especie. El proceso puede ser aun mas tardio si no cuenta con la
suficiente luminosidad solar. La oscuridad disminuye la exudacion de un 40-50%,
debido a una respiracion mas lenta, donde se utilizan las reservas de carbohidratos
para llevar a cabo reacciones bioquimicas (Atkin et al., 2000; Zhang et al., 2016).

En la siguiente Figura (5.24) se presenta el comportamiento de la exudacion de los
azucares en la rizosfera y su respectiva biodegradacién. Las concentraciones de los
exudados de SAC, GAL y FRU con Juncus effusus se mantuvieron constantes, en
rangos de 350-400, 280-340 y 260-290 ug/L respectivamente. En cambio, la GLU
presentd una ligera fluctuacion, en el primer muestreo se registré un valor de 314
Mg/L (dia 5) y entre los dias 20-80 se presentd un incremento hasta ~400 ug/L.
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Figura 5.24. Produccion y consumo de azucares obtenidos de exudados radiculares.

Las concentraciones cuantificadas en el efluente (CAM2) se mantuvieron dentro de
rangos de 130-190, 235-270, 105-190 y 155-185 pg/L para SAC, GAL, GLU y FRU
respectivamente. La SAC fue el tipo de azucar que se produjo en mayor cantidad y
la GLU el sustrato de mayor consumo. Los porcentajes de biodegradabilidad fueron
de: 65 (GLU), 10 (GAL), 55 (SAC) y 30 (FRU) %.

Con Philodendron cordatum, los exudados de GAL y GLU de la CAM+ presentaron
un ligero decaimiento desde el inicio de la operacion, ambos presentaron valores en
rangos de 300-380 y 180-330 ug/L respectivamente. LA SAC y FRU permanecieron
semiconstantes, con valores de ~350 y ~225 pg/L. La tendencia en la CAM: tiene
un comportamiento similar, las concentraciones son 115-190 (SAC), 240-270 (GAL),
105-140 (GLU) y 150-180 (FRU) pg/L. EI compuesto con mayor biodegradabilidad
fue la SAC (45%), seguido de la GLU (42%), GAL (27%) y FRU (18%). En la Tabla
5.10 se muestra la cuantificacién porcentual de azucares totales.

Tabla 5.10. Composicion de aziicares obtenidos de los exudados radiculares en la CAM1.

Reactor Especie de macrofita Composicion de azucares (%)

Glucosa: 23.2%
Galactosa: 21.3%
H-CCM; Juncus effusus Sacarosa: 34.1%
Fructosa: 21.1%
Agarosa: 0%
Glucosa: 21.9%
Galactosa: 30.1%
H-CCM:2 Philodendron cordatum Sacarosa: 29.1%
Fructosa: 18.3%
Agarosa: 0%
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Los resultados demostraron que la SAC y GLU son sustratos fotosintéticos con alta
afinidad con la biopelicula anddica, misma que se desarrollé particularmente por
especie de macrofita. Dicha afirmacion se puede apreciar en la Figura 5.25, el anillo
interno de la siguiente grafica representa la produccion azucares totales en la CAM1,
el anillo externo muestra los porcentajes de consumo por la biopelicula (valores de
biodegradabilidad) en la CAM2 de cada tipo de azucar en particular. Por ejemplo, en
la rizésfera de Juncus effusus se produjo un total de 23% de GLU, de esta cantidad
el 65% fue oxidado en la CAMy, asi sucesivamente para cada tipo de azucar.

(a) (b)

g

»GLU =GAL =SAC -~ FRU =GLU =GAL =SAC ~FRU

Figura 5.25. Grafica de anillo que visualiza la produccion y consumo de azucares.
Juncus effusus (a) y Philodendron cordatum (b).

Los estudios que involucran mecanismos mediante los cuales las macrdfitas pueden
interaccionar con su entorno son sumamente complejos, principalmente a causa de
la gran diversidad de estrategias que estas utilizan para tales fines. La exudacion
de los compuestos organicos de Juncus effusus y Philodendron cordatum no es una
excepcion. La sintesis de los carbohidratos estudiados surgié de la fotosintesis,
bioquimicamente el carbén se exporta desde los cloroplastos hasta las raices. Por
ejemplo, en el citosol las moléculas triosas-fosfato son oxidadas mediante la via de
la glucdlisis para formar la FRU. La sintesis de SAC se regula por la disponibilidad
de sintetizar de UTP (trifosfato de uridina) a UDP (difosfato de uridina) y también
por el estado de la fosforilacion que puede modularse alostéricamente por cambios
en las concentraciones de fosforo inorganico (Pi). La SAC producida puede ser
transportada a diferentes partes de la macrdfita o ser almacenada localmente en
vacuolas y posteriormente degradada por enzimas para entrar en determinadas vias
oxidativas, de acuerdo con las rutas metabdlicas en el ciclo de Calvin (Atkin et al.,
2000). Finalmente, cuando el transporte y reparto de azucares hacia los érganos
heterotréficos a través del floema son cubiertos, muchos de estos compuestos son
expulsados por el sistema radicular (Hennion et al., 2019).
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Los factores ambientales, tanto bidticos como abidticos, afectan la asignacion de
azucares hacia las raices y las bacterias que habitan la rizésfera (Lemoine et al.,
2013). Existes diferentes vias de descarga de azucares, por ejemplo, la SAC puede
salir del floema siguiendo la via simpatica o apoplastica, la exudacion ocurre en el
protofloema, un tejido transitorio conectado con el floema conductor. Las descargas
de exudados dependen directamente del suministro de CO., ya que la cantidad de
ramificaciones aumentan con alta actividad fotosintética. La mayoria de macrdfitas
acumulan carbohidratos en la rizésfera para adaptarse a condiciones salinas que
pudieran estar presentes en su entorno. Otra funcién es la quimioatraccion, la GLU
y SAC son los mas eficientes (Badri et al., 2013), existen sustratos fotosintéticos
especificos para bacterias especificas, autores han propuesto que la exudacion
puede aumentar cuando la biopelicula es enriquecida con inéculos, razon por la cual
fueron mayoritariamente consumidos en este experimento (Durand et al., 2018).

Los mecanismos moleculares involucrados en el transporte de azucares desde la
descarga del floema hasta la deposicidon del suelo siguen siendo en gran medida
desconocidos. Existen factores abidticos que pueden afectar la exudacion, en caso
de una deficiencia mineral, las macrofitas acumulan azucares en las hojas mientras
que la exportacion se ve afectada, el déficit de agua también perturba los flujos de
fotosintatos. Los estudios que investigan el mecanismo de transporte de exudados
tienden a mostrar una relacién entre el flujo de carbon y la regulacion transcripcional
de varios transportadores. Todavia se requieren grandes esfuerzos para determinar
claramente el papel funcional de estos transportadores y el destino de los azucares
como respuesta adaptativa a las condiciones rizosféricas (Hennion et al., 2019;
Braun et al., 2016). En la Tabla 5.11 se reporta el contenido de algunos tipos de
azucares presentes en la rizosfera de diferentes grupos de flora.

Tabla 5.11. Concentracion de carbohidratos en exudados radiculares.

Exgdado Concentraciéon  Referencia Flora Exu‘dado Concentraciéon  Referencia
radicular radicular
Fructosa 0.2 g/kg
Sacarosa 38 pg/mg Ramnosa 5.2 g/kg
. Glucosa 11 pg/mg . . Arabinosa 6.4 g/kg
yjf:ﬁ‘;&g Fructosa 13 pg/mg (D0|2c:)y1 2; B oD Galactosa 6.1 g/kg (Hgozto&)“”
Rafinosa 0.6 ug/mg Glucosa 65.3 g/kg
Trehalosa 0.5 ug/mg Xylosa 27.5 g/kg
Manosa 2.8 g/kg
. (Janecek y . .

Carex Carbonhidratos 19% Klimesova, Phoe{ux Carbonhidratos 14.08% (Pradeep et
montana totales 2014) pussilla totales al., 2020)
Solanum Carbohidratos 6-8 mal (Braun et Manihot Carbohidratos 47 ma/ Omondi et

tuberosum solubles 99 al., 2016) esculenta solubles 99 al., 2019)
Sacarosa 5 ng/uL Sacarosa 350-400 pg/L
Vitis vinifera Galactosa 5 ng/uL (Zhao et al., Juncus Glucosa 314-400 pg/L En este
Lactosa 5 ng/uL 2016) effusus Fructosa 260-290 pg/L estudio
Ribosa 50 ng/pL Galactosa 115-345 pg/L
- 51.05 mg/g Sacarosa 250-350 pg/L
., Glucosa 33'09 o (Ferreira et Philodendron Glucosa 180-330 pg/L En este
ST e 8 '70 e 9/] 9 al., 2009) cordatum Fructosa 200-230 pg/L estudio
2 maig Galactosa 300-380 pg/L
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5.1.2.3. Cuantificacion de AGV

El suelo rizosférico se encuentra interactuando con compuestos de bajo peso
molecular como los acidos organicos y muchas otras sustancias, cuya dinamica de
sorcion se desconoce. Los acidos organicos estan involucrados en la regulacion de
una amplia gama de procesos celulares, estos representan compuestos de carbdén
en ceélulas vegetales que se encuentran implicados en diferentes vias bioquimicas
de la rizodeposicion, tales como: la glucdlisis, el ciclo de Kreps, la fotorrespiraciéon y
la via C4 (Penfield et al., 2012; Medeiros et al., 2016). Por esta razon controlan parte
de los procesos bioquimicos y fisiologicos que se llevan a cabo en la rizésfera.

En la Figura 5.26 se muestra la cantidad de exudacion de AGV producida en la
CAM; y la desechada por la biopelicula en la CAM2, cuya diferencia representa la
asimilacion bioldgica. Juncus effusus (H-CCM1) y Philodendron cordatum (H-CCM>)
produjeron cantidades de 16.56 +1.30 y 10.70 +1.55 mg/L como fotosintatos, en los
efluentes se presentaron valores de 9.96 +1.50 y 5.10 +0.76 mg/L, de manera que
cerca del 40 y 51% se utiliz6 como biocombustible respectivamente. Es por eso que
se propuso evaluar los AGV como un sustrato endégeno, donde estos compuestos
contribuyeron en la donacion de electrones al ser sintetizados metabdlicamente. Los
roles que desempefian dichos compuestos aun no han sido identificados de forma
especifica (Drincovich et al., 2016; Ibarra, 2011), pero existen evidencias de que los
acidos organicos coadyuvan con el crecimiento fisiologico, la tasa fotosintética, en
el intercambio de gases, la osmorregulacion y actividades enzimaticas presentes en
el metabolismo de las macrofitas (Dyson et al., 2016).

20
18 B8 Juncus effusus
16 Bl Philodendron cordatum
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Figura 5.26. Produccion y consumo de AGV obtenidos de exudados radiculares.
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Se han identificado distintos tipos de exudados, entre ellos destacan: los azucares,
acidos organicos, aminoacidos, flavonoides, fenoles y vitaminas. De los diferentes
tipos de azucares se han encontrado: arabinosa, fructuosa, sacarosa, glucosa,
maltosa, manosa, entre otros (lbarra, 2011). Entre los aminoacidos se encuentran:
la arginina, asparganina, cisteina y glutamina. También se identificaron los acidos
aceético, ascorbico, benzoico, ferulico, malico, etc (Ponce et al., 2004). En la mayoria
de estos compuestos aislados se han reportado sus actividades y funciones, con
los experimentos realizados en esta investigacion, se adicioné una nueva funcién
de utilidad de los exudados como se muestra en la Tabla 5.12. Hasta el momento,
no existen reportes publicados sobre identificacion de exudados especificos con las
especies de macrdfitas evaluadas en este estudio.

Tabla 5.12. Compuestos organicos identificados en exudados radiculares.
Modificado de Oliveros-Bastidas et al. (2009).

Clase Ejemplos Funcién reportada
Carbohidratos Arabinosa, glucosa, fructuosa, galactosa, maltosa, Proveer un ambiente favorable
ramosa, ribosa, sacarosa y ribosa para el crecimiento fisioldgico

Aminoécidos proteicos, acido aminobutirico,
homoserina, cistationina y acido mugineico
Férmico, acético, butirico, propidnico, maleico,
Acidos organicos citrico, isocitrico, oxalico, fumarico, maldnico, Reguladores del crecimiento

alifaticos succinico, tartarico, oxaloacético, piruvico, de flora y efecto inhibidor
oxalogutarico, glicélico, siquimico, aceténico,
valérico y glucénico
p-hidroxibenzoico, cafeico, p-cumarico, ferdlico,
galico, gentisico, protecatecuico, salicilico,

Aminoacidos Inhibidor de factores abidticos

Acidos organicos Efecto estimulante

aromaticos o S
sinaptico y siringico
Fenodlicos Flavonoides, flavonas, flavononas, antocianinas e Inhibidor o estimulante del
isoflavonoides crecimiento
Acidos grasos Linoleico, linolénico, oleico, palmitito y estearico Reguladores de crecimiento
Esteroides Compestrol, colesterol, sitosterol y estigmasterol Reguladores de crecimiento
Azlcares y acidos Glucosa, sacarosa, galactosa fructosa y acidos - .
. . » Sustrato organico endégeno
organicos organicos volatiles

Las diferentes interacciones que pueden presentarse entre los entes bidticos de la
rizosfera y las macrofitas son multidisciplinarias. El estudio de la diversidad de
compuestos liberados por las raices, nos acerca a comprender mejor la naturaleza
simbidtica con los microorganismos. Por parte de un H-CCM, la biopelicula anddica
también cuenta con una elevada actividad biologica, es decir que las bacterias son
una variable crucial en el rendimiento bioelectroquimico. Los sustratos organicos
segregados pueden interaccionar de forma directa o indirecta con cada una de las
diferentes bacterias presentes. Por ese motivo, entender las diferentes acciones
que los exudados pueden realizar, es relevante para dilucidar las causas de los
patrones en las comunidades poblacionales que puede soportar cada macréfita.
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5.1.2.4. Produccion de bioelectricidad

En la Figura 5.27 se muestra la evaluacion bioelectroquimica con Juncus effusus
(H-CCM+) y Philodendron cordatum (H-CCMz2) en su nuevo disefio. Respecto a la
produccion de voltaje (Figura 5.27a), este tuvo poca oscilacion en los primeros
50 dias de operacion, durante este tiempo de estabilidad, se mantuvieron con
valores de ~270 (H-CCM1) y ~200 (H-CCM2) mV respectivamente. Después, el
primer reactor presentd una tendencia creciente y constante hasta el dia 80, en
ese punto se registré un maximo voltaje de 399 mV, con una DP correspondiente
de 63.7 mW/m?como se aprecia en la Figura 5.27b y una PV de 15.9 W/m? (Tabla
5.13). Luego se observo una caida sustancial hasta el dia 99, entre los dias 100-
120 se registro una fluctuacion de 30-230 mV. La Rint (Figura 5.27¢c) se mantuvo
dentro de un rango de 100-280 Q, mientras que los potenciales (Figura 5.27d)
perduraron cerca -350 (PA) y 150 mV (PC) a lo largo de todo el experimento.

Los resultados obtenidos son muy similares a los publicados por Liu et al. (20192),
quienes reportaron que durante los primeros 40 dias de operacion, la produccién
de bioelectricidad se mantuvo constante con la especie C. indica. 20 dias después
de esta fase, se present6 un aumento significativo, punto donde registraron un
maximo voltaje de 777 mV y una DP de 8.05 mW/m?, posteriormente observaron
un decaimiento hasta 100 mV (dia 80). Discutieron que este comportamiento es
causado principalmente por factores bioldgicos, en especial por la biopelicula.
Nguyen et al. (2019) describen que durante las primeras semanas de operacion
de un H-CCM, existe un periodo de adaptacion en la comunidad microbiana, en
el cual los voltajes comunmente se mantienen estables. Una vez aclimatados los
microorganismos, es comun apreciar abruptamente la generacién de electrones
y protones por el intenso consumo de sustrato. Concluida la fase exponencial del
crecimiento microbiano, los voltajes tienden a disminuir intensamente.
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Figura 5.27. Produccion de voltaje (a), densidad de potencia (b), resistencia interna (c), y
potencial de los electrodos (d) obtenidos de los H-CCM1 y H-CCM..

Algunos estudios han reportado esta tendencia al incrementar o disminuir las
cargas organicas cuando utilizan aguas residuales (Wang et al., 2017°; Lu et al.,
2017). Pero en el caso de los sustratos fotosintéticos, el descenso de la curva de
bioelectricidad se atribuye a una disminucion en la liberacion de exudados.

Tabla 5.13. Maximo rendimiento bioelectroquimico del sistema de H-CCM (Etapa 2).

. . Densidad de Potencia Potencial Potencial
Especie de Voltaje . e - -
Reactor iy potencia volumétrica anodico catddico
macrofita
H-CCM1  Juncus effusus 399 63.7 15.9 -368 229
REENe ISR g 20.1 5.2 356 161
cordatum

El caso del H-CCM: (Philodendron cordatum) tuvo un comportamiento diferente,
hasta el dia 59 el voltaje se mantuvo pseudoconstante (~200 mV), después del
dia 60 se observé un decremento gradual, luego decayo hasta 100 mV en el dia
90. De los dias 61-120 el descenso de voltaje tuvo un compartimiento paulatino,
donde la tension no fue intrigante. El maximo rendimiento fue de 228 mV, con una
DP y PV de 20.1 mW/m?y 5.2 W/m?3 respectivamente. La Rixx presentd poca
oscilacion, esta se mantuvo entre 200-250 Q. EI PC permanecio semiestable, con
valores cercanos a 125 mV, el PA se mantuvo aproximado a -300 mV. La poca
variacion de bioelectricidad de este reactor se atribuye a un equilibrio entre el
suministro de sustrato y su oxidaciéon (Logan et al., 2006). La biopelicula puede
formarse en cuestion de dias y alcanzar una fase estacionaria en la generacion
de bioenergia casi de inmediato. Tanto el H-CCM1 y el H-CCM: presentaron pocas
fluctuaciones en los rendimientos de R, PA y PC, lo que significa que la
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implementacién de la membrana PEM prevalecié las condiciones requeridas en
cada camara para llevar a cabo una alta oxidacion de los exudados en el anodo
y una conveniente reduccion de oxigeno en el catodo. Supuesta afirmacion se
comprueba con los patrones obtenidos en los potenciales de los electrodos al
mantener condiciones redox negativas (anodo) y positivas (catodo).

Las curvas de polarizacion se determinaron al término de la experimentacion (dia
121), con esta prueba se evalué el comportamiento de los H-CCM normalizando
el area anddica superficial como se observa en la Figura 5.28. Con la especie
Juncus effusus (H-CCM1) se registré el mayor rendimiento, quien con la Rextde
560 Q produjo una DP de 38 mW/m?2, con una correspondiente DC de 164 mA/m?.
Philodendron cordatum presenté el maximo potencial con la misma Rext (560 Q),
cuya DP y DC fueron de 34 mW/m? y 156 mA/m?. Los resultados de VCA fueron
de 670 (H-CCM+) y 508 (H-CCM2) mV respectivamente.
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Figura 5.28. Curvas de polarizacion obtenidas de los H-CCM.

El comportamiento de la polarizacién de ambas celdas indicd que con bajas DC
(0-50 mA/m?), se produjeron mayores pérdidas por activacion, con medianas DC
(51-200 mA/m?) prevalecieron las pérdidas éhmicas y a altas DC (>200 mA/m?)
destacaron las pérdidas por concentracion. Las pérdidas de activacion se aluden
a la fermentacidon de los exudados, en esta area de la curva se obtuvo mayor
energia metabdlica para las bacterias, pero menor bioelectricidad alcanzable para
los H-CCM. La presencia de Ritrevela que la tasa de oxidacion por las bacterias
limitd el transporte directo de electrones en el anodo, dicho fendmeno implica que
las areas superficiales de los electrodos con biopelicula adherida desempefiaron
un efecto nominal sobre las pérdidas de DC. Sin embargo, las mayores pérdidas
de Rint se atribuyen a la resistencia de los electrodos, donde se ha demostrado
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una correlacion con el aumento progresivo de la DP y la disminucién de la Rintcon
el uso de membranas. Por ejemplo, en las curvas de polarizacion de los estudios
de Wang et al. (20172), Song et al. (2017), Xie et al. (2018) y Zaman y Wardhana
(2018) produjeron una DP de 3.02, 4.50, 1.53 y 0.17 mW/m? respectivamente,
también reportaron una Rint >450 Q. En sus trabajos experimentales no utilizaron
algun tipo de separador de camaras o membrana. En cambio, en los estudios de
Villasenor et al. (2013), Srivastava et al. (2017), Strik et al. (2008), Sophia y Sreeja
(2017) obtuvieron DP de 43, 31, 63 y 222 mW/m? respectivamente, con una Rin
<450 Q, quienes implementaron membranas de bentonita de calcio, fibra de
vidrio, arcilla e intercambio cationico. En todos estos casos se produjo mayor DP
a medida que disminuyen las pérdidas 6hmicas. El rendimiento obtenido de este
estudio, es similar comparado con el de Kumar et al. (2018), ellos reportaron una
maxima DP de 42 mW/m? (vs 38 mW/m?) con una membrana de Terracota. Cabe
aclarar que el uso de separadores es solo una de las muchas herramientas que
pueden potencializar la DP y por ende, la disminucién de pérdidas 6hmicas, esto
al mejorar las condiciones redox requeridas por cada camara.

5.1.2.4.1. Efecto de la temperatura

Recientemente han descubierto que la influencia de los factores abibticos en la
generacion de bioelectricidad es mayor que la de los factores bidticos (Liu et al.,
2019P), por eso el impacto de la temperatura en dispositivos bioelectroquimicos
es digno de atencion para realizar investigacion. En la Figura 5.29 se muestra el
monitoreo de la temperatura en diferentes puntos estratégicos de la configuracion
de los H-CCM. Esta prueba se realizé6 30 dias después de haberse iniciado la
operacion (dia 31), punto en el que los voltajes permanecieron semiconstantes.

Tanto las temperaturas del anodo (Tanodo), catodo (Tcatodo) Y @ambiente (Tambiental)
siguieron el mismo patron lineal de comportamiento, la Tambientar Presenté mayor
oscilacion (16-34°C), seguido de la Tcatodo (20-30°C) y 1a Tanodo (26-33°C). Esta
prueba inicio a las 9:00 hrs, en ese tiempo los primeros registros de temperatura
fueron de 24, 27 y 30°C respectivamente. Durante las siguientes 4 hrs (9:00-13:00
hrs) se presentd una tendencia creciente en todos los casos, donde las maximas
temperaturas fueron de 34 (Tambientar), 30 (Tcatodo) ¥ 33 (Tanodo) °C. En este mismo
intervalo se presentaron los mayores voltajes, cuyos registros fueron de 274 mV
(H-CCM+) y 200 (H-CCM2) mV. La Tanodo presentd mayor temperatura en todo
momento, esto en virtud de que en la camara anddica se realiza la accién
biolégica, ademas de encontrarse aislada atmosféricamente. Entre las 13:00-5:00
hrs las temperaturas descendieron hasta 16 (Tambiental), 20 (Tcatodo) ¥ 26 (Tanodo) °C
respectivamente, en este lapso los reactores presentaron una disminucion de 16
y 11 mV para los H-CCM+ y H-CCM.. A partir de las 6 hrs, las temperaturas se
restablecieron hasta llegar a poca fluctuacién alrededor de las 9:00 hrs.
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Figura 5.29. Monitoreo de la temperatura en los H-CCM.

Liu et al. (20192) realizaron un trabajo similar en el cual presenciaron la misma
tendencia, observaron el maximo voltaje (777 mV) a una Tambienta de 34°C y el
minimo (550 mV) a 24°C. Describieron que la actividad microbiana incrementa a
medida que aumenta la temperatura, misma que desempena diversos roles en
los H-CCM (Jadhav y Ghangrekar, 2009; Min et al., 2008; Patil et al., 2010). Esta
afecta las cinéticas de formacion de las biopeliculas y parte de la conductividad
electrolitica, ademas la descarga radicular de exudados también esta dirigida por
la temperatura, afectando las rutas metabdlicas en las comunidades microbianas,
lo que a su vez provoca fluctuaciones en los voltajes (Dijkstra et al., 2011).

El desarrollo de la macrofita también esta influenciado por la temperatura (Ivory
et al., 1978), un ligero cambio puede provocar una afectacion global al sistema.
Actualmente los estudios con H-CCM involucran bacterias mesdfilas, donde es
recomendable mantener un rango de operacion entre 25-35 °C, debido a que la
biopelicula presenta una mayor actividad electrogénica, esto se ve reflejado en
mayores rendimientos de DP (Shen et al., 2014). El incremento de la temperatura
reduce los niveles de oxigeno disuelto, lo cual favorece el desarrollo de bacterias
anoxico-anaerobias en la zona anodica y mejora el potencial del electrodo (Oon
et al., 2015). En consecuencia, la temperatura es un factor de suma importancia,
considerando que desencadena una serie de reacciones incontrolables. Para ello
es necesario monitorear su comportamiento en ambas camaras, como se hizo en
este experimento. Algunos estudios han controlado la temperatura de la solucion
electrolitica con camaras climaticas o resistencias eléctricas, pero este proceso
no es ambientalmente sostenible debido al exceso consumo energético de estos
equipos (Regmi et al., 20182; Guadarrama et al., 2019; Nitisoravut et al., 2017).
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5.1.2.5. Propuesta de los mecanismos metabdlicos involucrados

La oxidacién de los exudados radiculares cuantificados (carbohidratos y AGV) se
realizd en la camara anodica bajo condiciones anaerobias, en este proceso se
involucran cuatro rutas metabdlicas: la glucdlisis, la oxidacién del piruvato (ciclo
del acetil- CoA), el ciclo de Krebs y la B-oxidacion (Figura 5.30). Esta serie de
ciclos internos permite la conversion bioquimica de los sustratos fotosintéticos en
productos finales de CO2, H20 y energia celular de ATP (Adenosin trifosfato). La
coenzima nicotinamida adenina dinucleotido (abreviado como NAD* en su forma
oxidada y NADH en su forma reducida) participa en distintas reacciones redox
implicadas en las vias de oxidacion. Los NADH son moléculas reducidas, que
representan el donador primario de electrones en la cadena transportadora de
electrones a través de una serie de acarreadores que se encuentran entre el
citoplasma y el periplasma de la célula bacteriana, tales acarreadores incluyen:
proteinas, pool de quinonas y una serie de citocromos (Redondas, 2013; Dincer
y Acar, 2015; Argun et al., 2009; Ntaikou et al., 2010).
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Figura 5.30. Rutas metabdlicas en la degradacion de compuestos organicos. La Glucdlisis
es la via encargada de la degradacion de la glucosa y otros azicares complejos hasta la
formacion de piruvato. Enseguida, este se oxida y descarboxila para la formacion de Acetil-
CoA. En la B oxidacion se convierten los acidos organicos en Acetil-CoA. Luego en el ciclo
de Krebs, se genera la mayor cantidad de NADH.

(Mapa obtenido de KEGG, https://www.genome.jp/kegg/pathway.html).
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En la Figura 5.31 se relaciona la produccion de azucares totales (suma de las
concentraciones cuantificadas de GLU, FRU, SAC y GAL) y voltaje de los H-CCMj
y H-CCM: (datos descritos en las secciones 5.1.2.2.2 y 5.1.2.4). Las bacterias
electroquimicamente activas utilizaron la via de la glucélisis para oxidar la GLU,
FRU, SAC y GAL mediante una fermentacion anaerobia en la CAMz. Mientras
mas complejo sea el sustrato o el carbohidrato a degradar, se requiere una mayor
actividad de la glucdlisis antes de entrar al ciclo de Krebs, estos tendran que ser
degradados a azucares mas simples como GLU y/o FRU. Sea cual sea el tipo de
azucar, el exudado debera atravesar por el ciclo de la oxidacién del piruvato,
posteriormente, los pares de NADH/NAD serviran como donadores de electrones
y después seran transferidos hacia el anodo mediante diferentes mecanismos.
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Figura 5.31. Produccion de azucares totales y voltaje a partir de los H-CCM.
Juncus effusus (a) y Philodendron cordatum (b).
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Las vias a partir de la degradaciéon de los AGV con cadena corta (C1-C5), pasan
a la formacion de acetil CoA a través de las actividades cataliticas de las enzimas
deshidrogenasa, como ejemplo, aquellas de la ultima fase de la degradacién de
acidos grasos (beta oxidacion). Una vez formado el acetil CoA, dicho compuesto
atraviesa en el ciclo de Kreps, via donde se genera el NADH que funciona como
principal reservorio para el exporte extracelular de electrones, proceso en el cual
las bacterias utilizan la via del citocromo tipo C (en bacterias exoelectrogenas).

Algunos estudios han comprobado el importante papel del NADH como donador
de electrones en los mecanismos de exporte por via directa, debido a su alto
potencial redox (E°= -0.320 V). Si la diferencia entre el potencial redox de los
exudados y el electrodo es alta, la energia tedérica que gana la bacteria para su
crecimiento en la superficie del electrodo por electron-mol transferido es alta (Li
et al., 2018). Intracelularmente, los electrones fluyen de la cadena transportadora
hacia el periplasma mediante el citocromo tipo C. Después, los electrones son
depositados sobre el anodo. El funcionamiento de esta cadena de transporte,
provoca una translocacion de protones fuera de la membrana, es decir, se crea
un potencial electroquimico de protones, cuya disipacion se conduce en favor de
las enzimas ATP-sintasas y se produce ATP celular. 3 protones son necesarios
para producir 1 molécula de ATP, aunque recientes investigaciones sugieren que
los protones pueden variar entre 3 y 5 por cada mol de ATP generada, esto
dependiendo de las condiciones ambientales. Luego, los protones removidos de
los acarreadores de electrones son separados. Simultaneamente los electrones
se transfieren al siguiente aceptor y los protones se liberan fuera de la célula. Esta
liberacion genera una fuerza movil de protones a través de la membrana celular,
en el cual se liberan cerca de 10 protones por cada par de electrones derivado de
una reaccion redox del par NADH/NAD, parte de estos protones se reducen en el
catodo para la produccién de bioelectricidad en el circuito externo de los H-CCM
(Nakanishi y Futai, 2008; Fan et al., 2012; Dincer y Acar, 2015).

En un estudio reciente, Li et al. (2018) encontraron que modificando la bacteria
Shewanella oneidensis MR-1 por métodos de biologia molecular sintética, es
posible aumentar la produccion del par redox NADH/NAD intracelular. Los autores
sefalaron que el incremento de esta coenzima produce una mayor generacion de
bioelectricidad en prototipos bioelectroquimicos. Es posible inferir que los factores
que afectan la sintesis del par NADH/NAD estan determinados por los diferentes
tipos de sustratos fotosintetizados, donde cada uno tendra un potencial estandar
de reduccion diferente, asi como de su concentracion y por la capacidad de las
bacterias para ser metabolizados. Estas son algunas razones metabdlicas por las
cuales la especie Juncus effusus produjo mayor bioelectricidad que Philodendron
cordatum. El analisis enfatiza en el par NADH/NAD por ser el principal donador
de electrones, pero son muchas las reacciones redox por considerar en los SBE.

DCTA
99



RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.2.6. Relacion exudados-bioelectricidad

Dado el comportamiento no paramétrico de los datos de DP de cada H-CCM, se
realizé el analisis estadistico de Kruskal-Wallis (Figura 5.32a), el cual determino la
existencia de diferencias significativas, con un nivel de significancia de 5% y un
valor-P <0.0001. También se realizdé un analisis sobre la produccién de exudados,
especificamente de los azucares. Los datos presentaron un comportamiento de
distribucion normal (comportamiento paramétrico), por lo tanto el modelo estadistico
que se utilizo fue la prueba de t (Figura 5.32b). La prueba demostro la inexistencia
de diferencias significativas, se obtuvo un valor-t de 36.02 y un valor-P de 1. Ambos
estudios se realizaron con el sofware IBM SPSS® Statistics. Esto demuestra que
gran parte del rendimiento bioelectroquimico obtenido, depende principalmente por
el desemperio de la biopelicula y en menor magnitud por la cantidad de sustrato.

Las macrofitas se encuentran rodeadas de forma natural por complejas poblaciones
de bacterias, con las cuales se formalizan multiples tipos de asociaciones. En la
rizésfera se establecen interacciones simbidticas con las raices, la colonizacion por
parte de las bacterias aumenta al existir mayor exudacion organica. De modo que
la capacidad de las macroéfitas para modular el transporte de masa, en especial de
azucares, puede ser determinante para el reclutamiento de bacterias electroactivas
(Hennion et al., 2019), esto beneficiaria la generacidén de bioelectricidad. Otro tipo
de simbiosis es cuando las raices controlan los intercambios biologicos, en algunos
casos, determinadas comunidades bacterianas equilibran el crecimiento sobre otro
tipo de microorganismos, en especial los fitotoxicos, a cambio es liberado carbén en
forma de fotosintatos (Garcia et al., 2016). En un estudio realizado por Kiers et al.
(2011), explicaron que las especies Medicago pueden suministrar mayor cantidad
de carbohidratos cuando habitan especies fungicas en el medio rizosférico.

Diferencias significativas

Densidad de potencia
(mW/m2)

Juncus effusus Philodendron cordatum
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No hay diferencias significativas

——

Juncus effusus Philodendron cordatum

Figura 5.32. (a) Analisis estadistico de varianzas multiples sobre produccion de densidad de
potencia y (b) prueba de t sobre la produccion de exudados radiculares.

Algunos estudios han descrito que el transporte radicular de SAC se ve influenciado
positivamente cuando se inoculan microorganismos seleccionados (Bitterlich et al.,
2014), en esta interrelacion las rizobacterias proporcionan nutrientes (N y P) a las
macrofitas a cambio de sustratos organicos (Udvardi y Poole, 2013). La importancia
del metabolismo de los azucares para la fijacion simbidtica que ocurre en las raices,
ha sido demostrada en varios estudios. Este intercambio de masa puede conducir
a un conjunto regulado de azucares disponibles para incrementar las interacciones,
promoviendo efectos beneficiosos sobre la biopelicula. Algunos estudios (Miotto et
al., 2016) tienden a favorecer estas hipdtesis, un enfoque desafiante basado en el
conocimiento actual, es identificar las vias de transporte de azucar entre macrofitas
y microorganismos. Otra area de investigacion clave se dirige hacia la comprension
de los flujos de nutrientes dentro de las comunidades rizosféricas, incluidas: las
bacterias, hongos y protozoarios (Hennion et al., 2019). Ambas propuestas podrian
esclarecer los sistemas de interaccion entre exudados-bioelectricidad.

A pesar de la complejidad del metabolismo vegetativo, el sistema radicular posee
un suministro de materiales organicos potencialmente descriptibles. Investigar las
interrelaciones simbidticas de rizobacterias-raices es crucial para potencializar el
rendimiento bioelectroquimico a través de los compuestos fotosintéticos, por ende
este fundamento debe ser aplicado en H-CCM. Se espera que una colonizacion de
bacterias selectiva, aumente el suministro de azucares y por consiguiente, refleje
un aumento en el rendimiento bioelectroquimico.
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5.1.3. Tercera etapa experimental
5.1.3.1. Microscopia electrénica de barrido

La microestructura de los nanocatalizadores de G/TiO2 (H-CCM+), G/N (H-CCMz) y
C/Pt (H-CCM3) impregnados sobre los catodos, se observaron a través del MEBEC.
En la Figura 5.33 se muestra la morfologia micrométrica de los nanomateriales. En
las micrografias a y a1 se observa como la capa catalitica de G/TiOz2, se encuentra
perfectamente adherida a las fibras de carbén en forma de pelicula, estas capturas
fueron tomadas a una resolucion de 100 y 1000 X (aumentos). Las imagenes b y
b1 presentan los nanodepdsitos de C/Pt, se aprecian nanoparticulas homogéneas
bien definidas, aglomeradas y dispersas. Morfolégicamente poseen una estructura
cristalina, esta propiedad fue revelada a una resolucién de 3 kX. En las micrografias
cy c1, se observa la capa catalitica de G/N. Dicha capa presenté menor densidad,
probablemente se debi6 a una mala disolucion. Esta prueba muestra evidencias de
la fijacidn de las capas cataliticas, se observaron particulas irregulares, de tamafo
a escala micro y nanomeétrica a magnificaciones de 100 X hasta 10 kX, promoviendo
que los sitios cataliticos activos aumentaran para la RRO.
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Figura 5.33. Micrografias del MEBEC de los nanocatalizadores adheridos sobre
las fibras del fieltro carbon. (a) G/TiOz, (b) C/Pty (c) G/N.

5.1.3.2. Cinética de la reaccion de reduccion de oxigeno

En reacciones redox, la transferencia de electrones y el transporte de masa son dos
procesos consecutivos y uno de los dos se comporta como la etapa determinante,
dependiendo de la velocidad relativa (Li et al., 2019). La voltamperometria lineal de
las curvas trazadas de corriente vs potencial que se muestran en la Figura 5.34,
determinaron el comportamiento de la RRO a diferentes velocidades de rotacién del
EDR. En la polarizacion anddica se aprecian tres zonas, en la primera se observa
una region cinética, identificada cuando la corriente obtenida es independiente de
la velocidad angular del electrodo. Esta zona depende unicamente del control de
transferencia de carga de electrones de la capa catalitica al oxigeno adsorbido, por
lo que esta pequefia corriente se encuentra en funcién del potencial aplicado del
EDR, dicha region se aprecia en un intervalo de potencial de 0 y -250 mV (mV vs
Ag/AgCl). En la segunda region existe una ligera dependencia de la corriente con la
velocidad de rotacion, a cual se le conoce como corriente de control mixto, donde la
transferencia de electrones es debida parcialmente al transporte masico, misma que
se encuentra dentro de un intervalo de -300 a -1000 mV. Finalmente, la regién tres
es controlada unicamente por el transporte de masa (Bard y Faulker, 2001).

La corriente obtenida, es la corriente limite (i;;,) y se caracteriza por que la corriente
incrementa con el aumento de la velocidad de rotacion, es decir, que existe una
dependencia de la corriente con el oxigeno que se reduce. Los voltamperogramas
lineales para la RRO representan cierta actividad electrocatalitica, observandose
definidas las zonas de transferencia de carga (l), la zona mixta (ll) y la zona de
transporte (lll). Los graficos de los nanocatalizadores utilizados presentaron la
misma tendencia, cuando se incrementdé la velocidad de rotacion del EDR, la DC
aumento en la zona lll, debido a que difunde mas oxigeno sobre la superficie del
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electrodo de trabajo y por lo tanto ocurre una mayor reduccion de oxigeno. En todos
los casos se presentdé mayor reduccion a 1500 rpm, no se alcanzaron mesetas
completamente horizontales, lo que indica que siempre existe una contribucion de
la transferencia de carga en la velocidad de reaccion, provocada por una lenta
transferencia de electrones (Sgarbi et al., 2019). Pero existe una clara diferencia en
la DC entre cada aumento de velocidad de rotacion, la DC alcanzada fue de 3.48,
(GITiO2), 1.57 (GIN), 3.23 (C/Pt) y 2.32 (sin nanodepdsito) mA/cm? respectivamente.
El nanocatalizador que se acercé mas a una meseta casi horizontal, fue el G/TiO,
esto manifiesta una buena difusion del oxigeno disuelto en el electrolito sobre los
sitios activos distribuidos en el electrodo, también indica una mejor actividad hacia
la RRO (Ma et al., 2019). A partir de la informacion revelada, es posible discriminar
cataliticamente los nanomateriales sobre sus eficiencias, es decir, que a mayor DC
incrementa la actividad catalitica de la RRO (Sankarasubramanian et al., 2017).
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Figura 5.34. Voltamperometria lineal de los diferentes nanocatalizadores en H2S04 (0.5 M),
saturado con oxigeno a 25°C. (a) G/TiOz, (b) G/N, (c) C/Pt y (d) sin nanocatalizador.
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5.1.3.2.1. Analisis Koutecky-Levich

A partir de los datos de DC vs el potencial se obtuvieron las graficas de Koutecky-
Levich. La Figura 5.35 muestra una relacién lineal entre 1/i vs o'?, esto indica en
primera instancia, que los resultados de todas las pruebas con el EDR, siguen una
cinética de primer orden respecto a la RRO en el rango de potencial considerado en
la polarizacion anddica. En la misma grafica también se presenta las rectas tedricas
de los mecanismos de transferencia global de 2 (n=2) y 4 (n=4) electrones. Los
resultados de las pendientes exhibidas fueron obtenidos a potenciales de 300, 600,
900, 1200 y 1500 mV. Como se puede observar, las pendientes experimentales se
ajustan al mecanismo de 4 electrones en la RRO. Las rectas experimentales no son
paralelas, indicando que las pendientes no son independientes del potencial, por tal
razon, el numero de electrones que se transfieren globalmente en la reaccién de
reduccion es variable en cada estudio. Las rectas teoricas se obtuvieron utilizando
la ecuacion de Levich (Ecuacion 4.1) con los datos de la Tabla 5.14.

Tabla 5.14. Variables empleadas para el calculo de i, .

Variable Simbolo Concentracion
Solubilidad del oxigeno c° 1.1x10® mol/cm?®
Viscosidad cinematica del electrolito Y, 0.01 cm?s
Coeficiente de difusion del electrolito D 1.4x10° cm?/s
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Figura 5.35. Grafica de Koutecky-Levich sobre la RRO de los nanocatalizadores.
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El analisis anterior denota que los nanocatalizadores evaluados reducen el oxigeno
directamente a agua, siendo esto positivo desde el punto de vista de eficiencia en
términos de rendimiento bioelectroquimico, considerando que un mecanismo via 2
electrones involucraria mayores pérdidas 6hmicas o caidas de potencial en los H-
CCM. EI comportamiento lineal de los datos, es un indicativo de que se establece
un flujo laminar en el transporte de masa al momento de girar el EDR, ademas de
que la especie electroactiva llega al electrodo por difusion (Ma et al., 2019).

5.1.3.2.2. Parametros electrocinéticos

Los diferentes parametros electrocinéticos se calcularon realizando las correcciones
a la corriente total por la distribucion de la transferencia de masa. La Figura 5.36,
presenta las graficas de Tafel obtenidas de todos los nanocatalizadores estudiados,
la corriente cinética ik se obtuvo con la Ecuacién 4.3. En cada una de las curvas, se
observa una estrecha region de potenciales para calcular el valor de las pendientes
de Tafel (B), de esta region se realizé una linealizacion exponencial con el fin de
determinar la caracterizacion de la RRO, valores mostrados en la Tabla 5.15.

Tabla 5.15. Parametros electrocinéticos de la RRO.

Coeficiente de  Densidad de corriente

Nanocatalizador Pendlerlﬁtladde Tafel transferencia  de intercambio (DCio) n
(mV/dec) de carga (o) (mA/cm?) (&)

GITiO2 149 0.320 4.9x107? 4

GIN 184 0.396 2.9x107? 4

C/Pt 110 0.536 4.1x107? 4

Sin nanocatalizador 158 0.373 2.0x107? 4

Condiciones: Electrolito de H2SO4 (0.5 M), saturado con oxigeno a 25°C.
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Figura 5.36. Graficas de Tafel de los nanocatalizadores para la RRO.
(a) GITiOz, (b) G/N, (c) C/Pt, (d) sin nanocatalizador.
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El coeficiente de transferencia a, se define como un factor de simetria. En procesos
de reacciones multietapas, indica que tanto el potencial aplicado fue utilizado para
incrementar las velocidades de reaccion de los reactivos a productos, siendo uno
de los parametros que permite evaluar el mecanismo de reaccion (Gonzalez, 2005).
Un coeficiente de o > 0.5, indica que el estado de transicidon de la reaccion favorece
la RRO, tal como sucede con los nanocatalizadores de G/TiO2 y G/N. Valores de a
< 0.5, indican que el estado de transicion de la reaccion favorece la oxidacion (Rose
et al., 2015; Ezeta, 2011). Dada la linealidad de los datos, los coeficientes indican
un aprovechamiento del potencial aplicado (EDR) y una velocidad de transferencia
electronica eficiente (Kurnatowski et al., 2017; Ma et al., 2019).

El valor de B permite extrapolar la region lineal de la respuesta del potencial vs ik,
proporcionando informacién cinética de una reaccion electroquimica. Una pendiente
~120 mV/dec corresponde a una cinética de primer orden, donde las transferencias
ocurren desde el primer electron del electrocatalizador hacia la molécula de oxigeno
quimisorbida sobre la superficie del electrodo. Esta prueba es una forma diagndstica
para determinar los mecanismos de reaccion (Negahdar et al., 2019). La pendiente
también determina la capacidad catalitica de un material, mientras el valor de B sea
menor en el estudio de la RRO, los nanocatalizadores tendran un mejor desempefio
cuando determinado potencial es mayormente aprovechado hacia la energia de
activacion, reflejando un incremento en la velocidad de reaccion (Shinagawa et al.,
2015; Lopes et al., 2016). De acuerdo a lo anterior, los nanocatalizadores de G/TiO>
y C/Pt presentaron una mejor catalisis, con valores de 149 y 110 mV/dec, lo que
significa que existe una mayor cantidad de sitios activos para realizar las reacciones
de reduccion. Las pendientes demostraron que, a bajos potenciales es menor el
valor de la corriente cinética (ik), indicando el grado de adsorcion de oxigeno sobre
la superficie del electrodo (Hu et al., 2019; Ezeta, 2011).

La corriente de intercambio (i) es una medida del intercambio de electrones entre
los conductores y las especies redox. Los valores de i, proporcionan informacion
determinante, elevadas DC de intercambio (DCio) revela que las velocidades por
reacciéon son mas rapidas, misma que es proporcional a la constante de velocidad
de una reaccion, por esa razén es una medida de la capacidad de un sistema para
llevar a cabo un proceso de transferencia de carga (Kim y Park, 2019; Menolasina,
2004). Con esta cinética, las mayores DCi, se obtuvieron con los nanocatalizadores
de G/TiO2 y C/Pt (4.9x102y 4.1x102 mA/cm? respectivamente) y por ende mayor
velocidad en la RRO. Esto explica que el potencial aplicado en la polarizacién es
mayormente aprovechado hacia la energia de activacion, como era de suponerse,
el electrodo sin nanocatalizador presenté menores DCi, (2.0x102 mA/cm?). Con los
resultados obtenidos, se puede esclarecer que el mecanismo de reaccion de la RRO
se efectua a través de una transferencia multielectrénica global de 4 electrones (n).
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5.1.3.3. Evaluacién bioelectroquimica aplicando catalizadores en H-CCM

Los nanomateriales depositados sobre cada catodo de los H-CCM, permitieron la
transferencia masica desde el electrolito. De esta forma, pudo establecerse un buen
contacto entre las tres fases que participan en la RRO. Esta condicién genera los
sitios activos donde se realizan las semirreacciones en la zona de triple de contacto
entre: el gas difusor, el electrodo (con nanocatalizador) y el electrolito que acelera
la reduccion. En la Figura 5.37, se muestra la produccion de bioelectricidad con los
nanocatalizadores aplicados. La variable de respuesta obtenida del voltaje, describe
claramente como los nanocatalizadores aumentaron la transferencia de carga y la
adsorcion de los reactivos en el catodo durante la reduccion. Dicho fenomeno se
aprecia comparando los resultados de los H-CCM1.3 con el H-CCMas. Los reactores
con nanoparticulas depositadas de G/TiO2 (H-CCM+1) y C/Pt (H-CCM3) produjeron
mayor rendimiento bioelectroquimico, con voltajes maximos de 490 y 454 mV y DP
de 99.2 y 82.4 mW/m? respectivamente. El reactor con G/N (H-CCM3) produjo 499
mV y 99.6 mW/m?Z. El reactor sin nanocatalizador produjo 386 mV y 60.8 m\W/m?.
Tomando como referencia los resultados del H-CCMg, se observo un aumento de
voltaje de 108 (H-CCM1), 34 (H-CCMy) y 75 (H-CCM3) %.

Las capas cataliticas metalicas aumentaron el area activa en la RRO, esto debido
a que en los nanocatalizadores se realiz6 un esparcimiento interatbmico, mejorando
el rompimiento de la molécula de oxigeno (Lopes et al., 2016). La capa catalitica es
muy delgada (aproximadamente 5 um) sobre la superficie catodica, de esta manera,
se maximizo la utilizacion del catalizador y se facilito el transporte de masa, incluido
el oxigeno. Con la técnica del EDR, se obtuvo un perfil de difusion bien definido,
asegurando un flujo laminar para que el transporte de la especie electroactiva de
interés (oxigeno) se mantuviera constante.

600
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H-CCM2 (G/N)

H-CCM3 (C/Pt)

H-CCM4 (Sin catalizador)

Tiempo (d)
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Figura 5.37. Produccion de voltaje (a) y densidad de potencia (b) aplicando
nanocatalizadores en H-CCM.

Se observé una tendencia incremental en todos los H-CCM, se aprecia un periodo
de aclimatacion celular durante los primeros 10 dias de operacion. En los siguientes
los dias (10-35) el voltaje y la DP aumentaron hasta llegar a una semiestabilizacion,
comportamiento que describe claramente el proceso de desarrollo de la biopelicula
en el crecimiento microbiano (justificacion descrita en las secciones 5.1.1.2.1 y
5.1.2.4. Entre los dias 40-50 la bioelectricidad tuvo una tendencia semiconstante.

La RRO sobre las capas cataliticas es en gran medida independiente del plano
cristalografico del metal, pero depende en grado apreciable de la solubilidad y de la
concentracion de oxigeno en el electrolito. En cambio, las DCi, dependen de la
actividad y naturaleza de los nanocatalizadores, este argumento se observo con los
H-CCM, y H-CCMs3, quienes presentaron mayores voltajes, DP y DCi,. Valores de
DCi, bajos, representan una cinética de RRO lenta, la cual se observo claramente
con el H-CCMys, mismo que produjo menor voltaje. Una caracteristica importante, es
la interaccion del oxigeno con los sitios activos de la superficie catalizada. Existen
tres modelos que describen las posibles interacciones oxigeno-nanocatalizadores.
El primer modelo propuesto es el de Griffiths, basado en las interacciones de los
orbitales © de la molécula del oxigeno con los niveles vacios de d;? de los metales
de transicion. Por otra parte, interfiere en la interaccion de los niveles dx. y dy, de
los metales de transicion parcialmente llenos con los orbitales antienlazantes =* del
oxigeno. Estas interacciones contribuyen a incrementar la longitud de enlace O-O,
por lo que tiende a disminuir la energia de enlace. El modelo de Pauling implica una
interaccion de los orbitales sp de la molécula del oxigeno con los niveles d,?de los
metales de transicién. Esto impone un caracter bipolar sobre la especie adsorbida
y en su condicion energética influye sobre los ligantes que se encuentran en el
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electrolito, lo que bajo determinadas condiciones puede favorecer la acumulacion
de oxigeno sobre la superficie del catalizador. El tercer modelo propuesto, es el de
Puente, este logra directamente una apertura de la doble ligadura de la molécula de
oxigeno. La formacion de la estructura depende del espaciado entre los atomos de
los metales en la red superficial, en cuyo caso, la interaccion se produce entre los
orbitales sp de cada atomo de oxigeno con los orbitales dx: y dy. parcialmente
ocupados por el metal de transicion (Ma et al., 2019; Altamirano, 2003). Para que la
reduccion de oxigeno se realice, es necesario romper los enlaces O-O, lo cual
implica una fuerte interaccidn del oxigeno con la superficie de los nanocatalizadores.

Las posibles rutas de electrorreduccion se presentan en la Figura 5.38. Las rutas |
y Il conducen a la electrorreduccion directa por via 4 electrones, mientras que la
ruta Il implica la formacién de subproductos. Es posible inferir que el mecanismo de
reduccion los todos H-CCM es por la ruta lll, considerando los nanodepdsitos como
capas polimetalicas, incluyendo los metales de transicion de los colectores de
electrones. La razon por la que los H-CCM+1 y H-CCMs produjeron mayor voltaje, es
porque la velocidad global de reaccién en el plano basal es mucho mayor que en el
material con solo fieltro de carbon. Esta diferencia se explica por su anisotropia
superficial de las propiedades conductoras, incrementando los sitios activos en el
plano basal (Negahdar et al., 2019). La RRO se asocia al oxigeno en un sitio activo
o par de sitios mediante procesos de adsorcién o quimisorcion, la interaccion se
realiza verticalmente cuando la reaccion involucra solo un sitio activo y de forma
horizontal cuando se involucra un par. La asociacion con un par de sitios activos, es
propicia para la disociacion del enlace O-0O, esto eventualmente podria resultar en
una reduccion rapida a agua, tal como se observa en las rutas | y lll. La adsorcion
en un solo sitio activo favorece la transferencia de dos electrones para producir
peroxido de hidrogeno, esto se observa en la ruta Il (Suarez y Solorza, 2010).

B -0 __-OH 4e i
MZ | —» Mm2+2 | —» MZ+2H0
TS0 2H TSOH  2HY

Ti Ruta |

MZ —O—» 2+ O—» MZ*2
| | [ 22 MZ+ Ho0o

M? + O2 — ') o) e
T A MZ + 2H20
i Ruta Il
/O MZ+1 OH 4e
Mz- | — — MZ+ 2H.0
2H* z+1 H +
w2 M&T—OH  2H Ruta Ill

—

Figura 5.38. Posibles rutas de reaccion para la electrorreduccion de oxigeno en los H-CCM.
El simbolo M? representa los metales de transicion.
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Los potenciales de los electrodos con los diferentes nanocatalizadores empleados
en los H-CCM se muestran en la Figura 5.39a y b. La activacién de los electrodos
al impregnar las capas cataliticas, tiene el objetivo de aumentar las reacciones redox
sobre la superficie. En el proceso de activacion se reestructura la capa catalitica a
escala atdbmica que estabiliza los materiales de estudio y aumenta la actividad de
los nanocatalizadores hacia la RRO. El incremento de la catalisis en la RRO, sin
duda contrajo repercusiones positivas sobre el area catddica, esto al impulsar la
positividad de los electrodos. Los H-CCM mantuvieron potenciales constantes, con
registros de ~230 (H-CCMy1), ~190 (H-CCM3), ~220 (H-CCM3) y ~160 (H-CCMs) mV.
Tomando como referencia los valores del H-CCMs, se presentd un incremento del
45 (H-CCM;y), 23 (H-CCM3) y 36 (H-CCMs3) % respectivamente. El PC se relaciona
con las capacidades de quimisorcién de los enlace O-O, considerando que este
parametro determina la actividad redox de los reactantes. Esta conjetura esta sujeta
a los resultados obtenidos con los nanocatalizadores de G/TiO2 y C/Pt, cuyos
materiales reportaron mayor actividad catalitica en la evaluacion de los parametros
electrocinéticos que ahora se ve reflejado en la produccién de bioelectricidad. En la
contraparte no se observaron grandes diferencias con los PA, en todos los casos
los valores perduraron entre -315 y -370 mV. La evaluacion de la RRO no afecto la
accion bioldgica del anodo, razon por la cual los PA se mantuvieron constantes.

En la Figura 5.39c se muestran las Rint obtenidas, todos los reactores presentaron
un comportamiento constante, en el que se registraron pérdidas éhmicas de 140-
170 Q. La presencia de altos sobrepotenciales indica que, aunque el proceso esta
controlado por el transporte de oxigeno a la superficie del electrodo via difusion, la
transferencia electrénica desde el anodo contribuye a una corriente no depositada
sobre el circuito. Esto depende parcialmente por el transporte de masa y el flujo de
electrones en la oxidacion de sustratos y en menor transcendencia por la RRO.

Las maximas DC se obtuvieron mediante las curvas de polarizacion (Figura 5.39d).
El H-CCMy produjo una DC de 207 mA/m?, con una DP de 60 mW/m? con la Riy; de
560 Q. La catalisis de los nanocatalizadores también se vio evidenciada en esta
prueba al aumentar el rendimiento. Los H-CCM1.3 produjeron DC de 228, 214 y 222
mA/m?2, con DP de 73, 64 y 69 mW/m? respectivamente, todos con la Rex de 560 Q.
Los valores de VCA fueron de 777 (H-CCM1), 706 (H-CCM>), 714 (H-CCM3) y 680
(H-CCMa4) mV. La prueba evalu6 la capacidad para la generacion de bioelectricidad
con los materiales aplicados al cambiar la composicion superficial de los catodos,
siendo un estudio similar al de Yang et al. (2016), quienes utilizaron un catodo de
fieltro de carbon con una capa catalitica de MnO2. Emplearon una configuracion de
doble camara con un separador de fibra de vidrio, como matriz usaron un estrato de
grava para la macrofita Acorus calamus y describieron que modificar la estructura
del catodo aumenté la PV un 27.1%, alcanzando un valor de 3.8 W/m3. Este valor
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Figura 5.39. Evaluacion de los potenciales anddicos (a), catédicos (b), resistencias internas
(c) y curvas de polarizacion (d) a partir del sistema de H-CCM.

es bajo comparado con las PV obtenidas en este estudio (Tabla 5.16), atribuido por
la diferencia de volumenes entre los reactores (2.4 vs 1.5 L), también obtuvieron
registros menores de PC (80-120 mV vs EEH). Sin embargo reportaron altos valores
de PA (hasta -500 mV), esto ultimo puede radicar por una mayor actividad biologica
en la camara anaerobia, considerando que utilizaron aguas residuales con un alto
contenido de aceite (> 500 mg/L de DQO). En otro estudio, Takanezawa et al. (2010)
evaluaron la generacion de bioelectricidad de la especie Oryza sativa. Como catodo
emplearon una pieza de fieltro de grafito impregnada con Pt como catalizador con
el fin de acelerar la RRO, la DP que alcanzaron fue de 14.44 mW/m? con una Rex:
de 1000 Q. De Schamphelaire et al. (2010) utilizaron la misma especie de macrdfita,
pero aplicaron ferricianuro como catalizador sobre un disco de grafito, produjeron
33 mW/m?. Srivastava et al. (2017) depositaron Pt sobre un catodo de tela de carboén
y produjeron 31.5 mW/m? con la especie Canna indica. Castresana et al. (2019)
reportaron una DP de 2.5 mW/m? al aplicar CuO-Cu20 sobre el catodo, evaluaron
la especie Pleurocapous y aumentaron la bioelectricidad (DP) un 17%.

Tabla 5.16. Maximo rendimiento bioelectroquimico del sistema de H-CCM (Etapa 3).

. Voltaje Densidaq de Poter)ci.a Pott’anlcial Potgnpial
Reactor Nanocatalizador potencia volumeétrica anaodico catodico
H-CCM; G/TiO2
H-CCM: G/N
H-CCMs3 C/Pt
H-CCM4 —
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Estos son algunos trabajos que aplican los catalizadores para potencializar la
bioelectricidad, sin embargo, no es comun evaluar la RRO, pero es indispensable
hacerlo para conocer el mecanismo involucrado en la transferencia de electrones
en los SBE. El estudio de la cinética de la RRO es muy estudiado en la sintesis de
materiales, con CCM los reportes son muy limitados y con H-CCM hasta el momento
son inexistentes. Dado que no existe una regla definida sobre el comportamiento
catalitico, todos los nuevos materiales deben ser investigados para constatar sobre
que trayectoria principal se lleva a cabo la reaccion. Es indudable que el Pt sea el
catalizador mas estudiado para activar la RRO, pero también se ha utilizado una
variedad de calcogenuros de metales de transicion, entre ellos: Rh, Pd, Ir, Ru, Os,
Co y Mo. Oxidos metalicos de transicion (Ni-Co-O), asi como aleaciones con otros
metales como el Pb y Fe también han sido utilizados. Dentro de los materiales de
carbdn se ha usado el carbén activado, nanotubos y nanoparticulas de carbédn. El
G y sus derivados tuvieron un impacto positivo en la investigacion en los ultimos
afnos. Sus propiedades fisicas y quimicas que incluyen la resistencia mecanica, alta
conductividad electronica, alta area de superficie y sus propiedades bioadhesivas
hacen que sea un material prometedor para aplicarse como electrodos en celdas de
tipo H-CCM, CCM y CEM (Li et al., 2017P).

El analisis estadistico de varianzas multiples que se muestra en la Figura 5.40
(prueba de Kruskal-Wallis), determiné que existen diferencias significativas sobre la
produccion de DP al variar las capas cataliticas en los H-CCM. Se utilizé un nivel de
significancia de 5%, donde se obtuvo un valor-P <0.0001 para todos los grupos de
tratamiento. Con esta prueba se corrobor6é que los nanomateriales potencializaron
la bioelectricidad al incrementar la catalisis de los sitios activos para realizar la RRO.

100
90 T H-CCM;

H-CCM2

80 H-CCMs

H-CCM4

GITiO2)

GIN)

C/Pt)

Sin catalizador)

o

A O
o

Densidad de potencia
(mW/m?2)

H-CCM1 H-CCM2 H-CCM3 H-CCM4
Figura 5.40. Analisis estadistico de varianzas multiples sobre produccion de densidad de
potencia aplicando nanocatalizadores.
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Las pruebas de voltamperometria ciclica (VC) consistieron en variar de una manera
recurrente el potencial a una velocidad de barrido especifica. En la Figura 5.41 se
muestran las sefales de excitaciéon ante el electrodo de referencia. En el plano
bidimensional se aprecian dos regiones, un barrido anddico y un catodico. Los ciclos
se realizaron a la misma velocidad de escaneo, esto permitié visualizar de forma
completa los voltamperogramas a modo de ondas para determinar la oxidacion y
reduccion de especies reactantes a traves de transferencias de masa por difusion,
donde en cada ciclo evaluado la respuesta se observo simétrica y constante.

En las regiones anddicas se aprecian los ciclos de oxidacién de los compuestos
organicos de una comunidad microbiana mixta, donde claramente la biopelicula
muestra actividades redox. EI H-CCM; presento picos de respuesta ante potenciales
de -1300 a -900 mV. Los H-CCM. y H-CCM4 presentaron comportamientos muy
similares, ambas reducciones en potenciales de -1100 a -700 mV. El H-CCM3;
demostro la reduccion a -800 y -500 mV. Las curvas de VC visualizan y confirman
la electroactividad de la biopelicula anddica en DC de -50 a -100 pA/cm?. Por otra
parte, en los barridos catodicos la reduccidon se observé a un potencial de 800-900
mV. Los picos son atribuidos a la desorcion de protones durante la RRO. En todos
los casos las sefiales ocurrieron a DC de 70-90 pA/cm?, es evidente que en ese
punto se realizé la reduccion del oxigeno, tomando en cuenta que todos los H-CCM
siguen el mismo mecanismo de transferencia de electrones. En cada electrodo se
determind un area activa, los cuales son sitios especificos para cada superficie
dinamica. En este caso, la VC muestra evidencias de los procesos superficiales de
electrosorcion de hidrogeno y oxigeno en el catodo y la accion bioldgica en el anodo.

150

——H-CCM1 (G/TiO2)
——H-CCM2 (G/N)

H-CCM3 (C/Pt)

H-CCM4 (Sin catalizador)

RN
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o

(&)
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)
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Figura 5.41. Voltamperogramas ciclicos obtenidos del sistema de H-CCM.
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CAPITULO 6

6.1. Conclusiones

La evaluacion bioelectroquimica de las macroéfitas: Aglaonema commutatum,
Cyperus papyrus, Epipremnum aureum, Dranacaena braunni, Philodendron
cordatum, Chrysopogon zizanioides, Eichhornia crassipes y Juncus effusus
determind que la cantidad de bioelectricidad producida, depende de la calidad
y cantidad de los exudados descargados por los sistemas radiculares hacia la
rizésfera, cuyo proceso es afectado directamente por la radiacion solar. Por lo
tanto, los niveles de luminosidad sobre los H-CCM es un factor preponderante
para la obtencion de bioelectricidad y su eficiencia fotosintética. El cambio de
IRD1 a IRD2 propicié un aumento de 1-2.5 veces de rendimiento en términos
de DP, al mejorar el proceso de rizodeposicion. De las distintas especies
evaluadas con H-CCM de camara unica, IRD2 y matriz de Tez, Juncus effusus
y Philodendron cordatum presentaron mejores resultados, produciendo un
maximo VCC de 315y 215 mV, con una DP de 38.9 y 18.5 mW/m?, donde la
Rint fue de 193.6 y 251.4 Q respectivamente. Los potenciales de los electrodos
(PA 'y PC) demostraron que los H-CCM fueron operados bajos condiciones
redox ambientalmente favorables. La negatividad en los valores registrados de
PA determinaron un ambiente anaerobio en la zona anddica y los valores
positivos en los PC, determinaron la reduccion del oxigeno. Con las curvas de
polarizacion se determinaron las maximas DC, con valores de 198.18 y 161.81
mA/m? (Rex: de 220 Q) respectivamente. La relacion entre Rin/Rext se mantuvo
dentro de un rango de 50-500 y 500-820 Q, donde las polarizaciones no son
lineales a causa de las pérdidas por activacion y concentracion.

Respecto a las matrices utilizadas como soporte, el Te; presento de 2-8 veces
mayores eficiencias bioeléctricas sobre el Cqq, atribuido a sus capacidades
conductivas. Este argumento se comprobo por pruebas de impedancia, donde
las pérdidas 6hmicas llegaron a ser superiores a 700 Q con la matriz de Coq.
Mientras que con Te; las Rint no superaron los 380 Q, lo cual demostré que el
Coq presenta menor condensacion y mayor disipacion de electrones sobre los
electrodos y el circuito externo.

La identificacion cualitativa de terpenos, alcaloides y flavonoides por CCF en
las especies Juncus effusus y Philodendron cordatum determind que existen
condiciones rizosféricas muy dinamicas y versatiles. Considerando que estos
metabolitos controlan parte de las interacciones entre el sistema radicular con
su entorno. El nuevo disefio de H-CCM con flujo descendente y doble camara,
permitié conocer las concentraciones de exudados en la rizosfera. El analisis
cromatografico por UHPLC, demostroé la presencia de GLU, GAL, SAC y FRU
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en las secreciones de ambas macrofitas en concentraciones de 200-450 pg/L.
La primera especie exudd mayor cantidad de carbohidratos por su exuberante
densidad radicular, a pesar de que Philodendron cordatum posee una via
fotosintética C4. Los resultados exhortaron que la SAC y GLU son sustratos
fotosintéticos enddgenos con alta afinidad con la biopelicula anddica, donde la
biodegradabilidad fue de 45-65%. Por consiguiente, los azucares representan
los donadores de electrones utilizados para la produccién de bioelectricidad.
Las macrofitas Juncus effusus y Philodendron cordatum produjeron maximos
VCC de 399y 228 mV, con DP de 63.7 y 20.1 mW/m? cuando fueron operadas
con reactores de doble camara. Por lo que, el haber instalado una membrana
PEM incremento la bioelectricidad hasta un 55%, al mejorar las condiciones
anaerobias en el anodo para potencializar la oxidacién de los sustratos y una
mayor reduccion de oxigeno en el catodo.

La adhesion de las capas cataliticas de G/TiO2, G/N y C/Pt sobre las fibras de
carbon para aumentar el numero de sitios activos para la RRO, se comprobd
a traves del MEBEC, cuyas particulas fueron identificadas en escalas micro y
nanomeétricas. Los parametros electrocinéticos demostraron que la RRO de los
diferentes nanocatalizadores, ocurrié por el mecanismo de reduccion directo,
el que involucra una transferencia de 4 electrones hacia la formacion de agua,
de acuerdo con la reaccion Oz + 4H* + 4e” —» 2H20.

Los valores obtenidos de las pendientes de Tafel (B), los coeficientes de
transferencia de carga (o) y las DCi, demostraron que los nanocatalizadores
incrementan las actividades electrocataliticas de la RRO. Aumentar los sitios
activos sobre los electrodos catédicos, propicié el aumento de la produccion
de bioelectricidad. EI mayor rendimiento bioelectroquimico en los H-CCM se
presentd con los nanomateriales de G/TiO2 y C/Pt, con maximos VCC de 490
y 454 mV, con DP de 99.2 y 82.4 mW/m? respectivamente. La impregnacion
de las capas cataliticas para beneficiar la electrorreduccion catédica reflejo un
aumento de mas del 100% de bioelectricidad en términos de VCC y DP.

Los resultados obtenidos de esta investigacion estan sujetos a los métodos y
condiciones utilizados en la misma. Cualquier cambio en las configuraciones,
materiales, condiciones fisicoquimicas, biolégicas e incluso climaticas podria
reflejar un comportamiento completamente diferente, debido a que los H-CCM
cuentan con un sistema heterogéneo de naturaleza compleja, a consecuencia
de ello muchos factores ambientales pueden ser dificilmente controlables.
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CAPITULO 7

7.1. Perspectivas y recomendaciones

O

Existen ciertos enfoques que deben ser investigados para mejorar y comprender
la tecnologia de H-CCM. Entre ellos, podemos encontrar la identificacion masiva
de exudados radiculares, donde estos podrian tener un alto potencial redox para
actuar como donadores de electrones para ciertas especies de macrofitas y asi
obtener mejor calidad de fotosintatos organicos.

El enriquecimiento con sustratos exdgenos y consorcios bacterianos selectivos
en la camara anddica, podria aumentar la bioelectricidad. También es necesario
indagar sobre la relacion simbiotica entre las comunidades bacterianas con la
rizésfera. La calidad e intensidad de radiacién solar es un fendmeno que afecta
directamente los procesos fotosintéticos, por lo tanto, es un factor que interfiere
en la produccién de exudados, lo que a su vez, repercute en la transferencia de
masa como sustrato organico hacia las rizobacterias. A consecuencia de ello es
imprescindible buscar nuevas configuraciones, disefios y materiales para poder
aumentar el area de contacto entre la biopelicula y el sistema radicular.

Se ha observado que cada condicién impuesta en la investigacion, afecta los
resultados generales de un H-CCM. De tal manera que la identificacion de la
intensidad de luz 6ptima para una fotosintesis eficiente, una actividad microbiana
eficaz y una rizodeposicion adecuada son factores que deben estudiarse a
profundidad. También se deben desarrollar técnicas para prevalecer la vitalidad
de las macrofitas dentro de un H-CCM, simulando un entorno natural, ya que las
eficiencias de la produccion de bioelectricidad dependen de este principio.

Dentro de la caracterizacidén bioelectroquimica, se deben realizar pruebas de
voltamperometria ciclica y lineal para evaluar el desarrollo de la biopelicula de
bacterias electroactivas, teniendo en cuenta que las condiciones de la rizésfera
son diferentes para cada especie de macrofita.

Aislar cepas de bacterias exoelectrogenas para inocularlas sobre los electrodos
y trabajar con ADN recombinante para acelerar el transporte extracelular de
electrones, también podria incrementar el rendimiento bioelectroquimico.

Respecto a catalizadores, es requerido involucrar mas materiales que activen la
superficie catodica hacia la RRO. Se ha demostrado que el G ha aumentado la
bioelectricidad en DP hasta miles de mW/m? en CCM, por lo que este material
tiene un gran potencial como bioelectrodo en H-CCM.

En la seccion 2.1, se mencionaron algunas de las configuraciones y materiales
mas utilizados, sin embargo, las condiciones 6ptimas para su operacién aun no
se han determinado especificamente. Por tal motivo, se recomienda continuar
investigando los componentes para mejorar el rendimiento bioelectroquimico en
general y evaluar las remociones de algunos contaminantes especificos como:
colorantes, pesticidas, residuos industriales con altas resistencias, compuestos
recalcitrantes, farmacos y metales pesados. Con el avance técnico-cientifico se
pretende lograr una aplicacion tecnologica practica y sustentable.
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