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Abreviaturas de los términos utilizados en la investigacion

AGS.-siglas en inglés de Lodo granular anaerobio

AGV.-Acido graso volatil. Es un compuesto organico,
derivado del metabolismo celular microbiano

BES.-siglas en inglés de sistema bioelectroquimico

Biocombustible.- Son combustibles derivados de
fuentes organicas como la biomasa y residuos
organicos.

Biomasa.-Es la fraccion biodegradable de los
productos, residuos y desechos de origen bioldgico
procedentes de actividades agrarias

CD.-siglas en inglés de densidad de corriente, que es la
corriente que pasa a través del area transversal del
electrodo

CE.-Conductividad eléctrica, es la medida de la
capacidad de un material o sustancia para dejar pasar la
corriente eléctrica a través de él.

DQO.- Determina la cantidad de oxigeno requerido
para oxidar la materia organica presente en una muestra
de agua

ADQO.-Es la DQO consumida durante la degradacion
de la materia organica

EAB.-Siglas en inglés de Bacterias electro activas

EC.-Eficiencia culémbica, es la relacion entre los
electrones recuperados como corriente eléctrica y los
electrones disponibles en la materia organica presente
en el sustrato de la celda.

Eisgalv.- Impedancia galvanica. Es la resistencia que se
genera en un circuito eléctrico cuando una corriente
alterna intenta transitar a través de ella.

FO.-Fermentacion oscura

HER.-Reaccidn de evolucidn del hidrégeno

8H++ 8e -0.5-1.0 V, 4 H2

HRT.-Tiempo de retencion hidraulico

HPR.-Tasa diaria de produccién de hidrégeno
LSV.-Voltametria de barrido lineal

MEC.-Celda de electrolisis microbiana
Nth.-Hidrogeno tedrico debido a la DQO consumida
nce.-Moles de hidrégeno debidas al voltaje aplicado
OCP.-Potencial de circuito abierto

OER.-Energia total recuperada (I|E+S)

PCR.- Reaccion en cadena de la polimerasa

pH.-Medicion del grado de acidez o alcalinidad de una
solucion

Potencial eléctrico.-Es el voltaje aplicado o generado en
un circuito eléctrico.

reat.-Recuperacion de biohidrégeno catodico (cociente de
moles de H2 producido entre los moles de H2 debidos al
voltaje aplicado.

RABE.-Reactor anaerobio bio-electroquimico

RE.-Resistividad eléctrica.-Es la fuerza con la que un
material dado se opone al flujo de corriente eléctrica.

Sobrepotencial.-Término electroguimico de la diferencia
de potencial (en voltios) entre una semirreaccion por su
potencial termodindmico de reduccién y el potencial en
gue se observa experimentalmente el proceso redox.

WE (kWh).- es la energia eléctrica aplicada

WH, (kWh).-Recuperacion de energia a partir del Ha

Ws (kWh).- Ws en kWh es el contenido energético de
la DQO consumida.




“La imaginacion es mds importante que el conocimiento, porque el conocimiento
se limita a todo lo que ahora sabemos y entendemos, mientras que la
imaginacion abarca todo el mundo y todo lo que siempre

habrd que conocer y comprender”

Albert Einstein

Resumen

El desarrollo e implementacion de tecnologias bioelectroquimicas para la generacion de
energias verdes es un factor clave para la proteccion del medio ambiente. El uso de celdas de
electrolisis microbiana (MEC por sus siglas en inglés) para la produccion de biohidrégeno a
partir de aguas residuales con alto contenido de materia orgénica es de gran interés. La
seleccion de un mejor material de electrodo y los estudios de las actividades electrocataliticas
de los electrodos son cruciales para aumentar la produccion de biohidrégeno en una MEC.
Esta tesis doctoral se enfoco en encontrar el mejor indculo productor de biohidrégeno a partir
del estudio de tres matrices ambientales, el par de electrodos que aumentaran la produccion
de biohidrogeno mas alla de 50 m3/m3:d (Jeremiasse, et al., 2011) utilizando como sustrato
un agua residual con alto contenido de materia orgénica, en una celda de electrolisis
microbiana (MEC por sus siglas en inglés) y escalar las mejores condiciones a un reactor
anaerobio bioelectroquimico (RABE) de un volumen de 15 litros. La experimentacion se
realizé en cuatro etapas. Las tres primeras etapas se estudiaron en un volumen de 0.250 L,
mientras que la cuarta y Gltima etapa se desarrollé a un volumen de 15 litros. Las etapas
estudiadas fueron las siguientes: 1) escogencia de un indculo productor de biohidrégeno, 2)
estudio de varios pares de electrodos, propuestos en base a los valores de resistividad de
diferentes metales conductores usados como catodos y su desempefio en una MEC usando
agua residual sintética, 3) estudio del desempefio de los dos mejores pares de electrodos
(provenientes del estudio con agua sintética) usando aguas reales de alta concentracion
(melaza, vinazay lactosuero) y 4) estudio del desempefio de los electrodos del punto nimero
3 en un RABE de 15 litros usando aguas reales (melaza, vinaza y lactosuero).

La primera etapa consistio en el estudio de tres matrices ambientales (rumen de vaca,
estiércol de vaca y lodo granular anaerobio) para escoger el mejor in6culo productor de
biohidrégeno. La comunidad bacteriana desarrollada en el AGS tratado seglin el analisis
filogenético basado en secuencias de ADNr 16S fueron los géneros bacillus y anoxibacillus
con las siguientes especies: paralicheniformis, licheniformis, sonorensis, haynesii,
glicinifermentans y Anoxybacillus.

En la segunda etapa y utilizando el AGS como in6culo de preferencia, se estudid la
produccion de biohidrogeno en una MEC de camara unica sin membrana (con un volumen
de 0.250 L) alimentado con agua residual sintética con alto contenido de materia organica
utilizando diferentes materiales y configuraciones de electrodos. Malla plana #60 de acero
inoxidable (M1), malla plisada #60 de acero inoxidable 304 (M2) y fieltro de grafito (GF) se
utilizaron como anodos, por otro lado, la barra de cobre recubierta con niquel (Cu/Ni), malla
plana #60 de acero inoxidable 304 (M1) y barra de hierro (Fe) se utilizaron como catodos.
Las MECs se alimentaron con agua residual sintética con una demanda quimica de oxigeno
(DQO) de 18 g/L en modo discontinuo o por lote, con un voltaje aplicado de 0.8 V. El proceso
de electrofermentacion (EF) realizado en las diferentes MECs alimentadas con agua residual



de alta concentracion, generd la produccion de biohidrogeno y la eliminacion de DQO
significativamente mas altas en comparacion con el reactor de fermentacién oscura
convencional. La m&xima tasa de produccién de hidrégeno (HPR por sus siglas en inglés)
obtenida fue de 314 m® Ha/megd, utilizando la configuracion de electrodos M2-M1 a 4 cm de
distancia entre electrodos con una remocién de DQO del 79%. Bajo esta condicion, la
eficiencia de recuperacion catodica (rcat) y la recuperacion total de biohidrégeno (r1z) fue de
1783 y 340% respectivamente. Para el reactor de fermentacion oscura (FD), el HPR fue de
0.25 m® Hz/m3:d y se obtuvo una eliminacion de DQO del 5.4%. La voltametria ciclica (CV),
la voltametria de barrido lineal (LSV), la espectroscopia de impedancia electroquimica
(Eisgalv) y el potencial de circuito abierto (OCP) mostraron que la configuracion de
electrodos M2-M1 y M2-Cu/Ni tenian la actividad catalitica mas alta en comparacion con las
otras configuraciones de electrodos durante la produccion de biohidrdgeno. El potencial de
inicio para la reaccion de evolucién de hidrogeno (HER) en la configuracién de electrodos
M2-M1 (0.60 V) fue significativamente menor que la configuracion de los electrodos GF-
GF (0.79 V).

Como tercera etapa de la experimentacion, se estudiaron la produccion de biohidrogeno y la
actividad electrocatalitica de dos electrodos diferentes: malla plisada #60 de acero inoxidable
304 (M2) como &anodo y como catodos Cu dopado con Ni (Cu/Ni) y malla plana #60 de acero
inoxidable 304 (M1) en una MEC de cdmara inica sin membrana (volumen igual a 0.250 L)
alimentada con vinaza, melaza o lactosuero como sustrato de aguas residuales reales y lodo
granular anaerobio (AGS) como in6culo. Bajo un voltaje aplicado de 0.8 V (Ag/AgCl), la
mayor produccion obtenida de hidrogeno fue de 392 m*/mrd utilizando melaza (17.2 g/L de
DQO inicial) como sustrato, M2 como anodo y Cu/Ni como catodo con 2 cm de separacion
La eficiencia de recuperacion catddica (reat) y la recuperacion de energia total (nE+S) fueron
2799.12 y 470.1% respectivamente. El andlisis de voltamperometria de barrido lineal del par
M2-Cu/Ni tuvo la densidad de corriente més alta (107 A/m?) en comparacion con la otra
configuracion de electrodos de matriz durante la produccion de biohidrogeno. La remocién
de DQO obtenida fue del 73.05%.

En la cuarta y tltima etapa de la experimentacion, se estudid la produccion de biohidrogeno
y la actividad electrocatalitica de dos electrodos diferentes: malla plisada #60 de acero
inoxidable 304 (M2) como anodo, Cu dopado con Ni (Cu/Ni) y malla plana #60 de acero
inoxidable (M1) como céatodos, usando un reactor anaerobio bioelectroquimico de cdmara
unica y sin membrana (RABE) con un volumen de 15 L, alimentado con Vinaza, Melaza o
Suero como sustrato de agua residual real y lodo granular anaerobio (AGS) como indculo.
Se usé un voltaje aplicado de 0.8 V (Ag/AgCl como electrodo de referencia), la mayor
produccion obtenida de hidrégeno fue de 156 m*/m’rd utilizando melaza (18 g/L de DQO
inicial) como sustrato, M2 como danodo y Cu/Ni como catodo con 2 cm de separacion entre
electrodos. La eficiencia de recuperacion catddica (rcat) y la recuperacion de energia total
(nE+S) fueron 2606 y 4.81% respectivamente. El analisis de voltametria de barrido lineal del
par M2-Cu/Ni tuvo la segunda densidad de corriente mas alta (63 A/m?) en comparacién con
la otra configuracion de electrodos durante la produccion de biohidrégeno. La remocion de
DQO obtenida fue del 36,07%. La comunidad de bacterias desarrollada en el AGS tratado,
fue la misma que en los otros experimentos.



Abstract

The development and implementation of bioelectrochemical technologies for generation of
green energies is a key factor for the protection of the environment. The use of microbial
electrolysis cells (MEC) for biohydrogen production using wastewater with a high content
of organic matter is of great interest. The selection of a better electrode material and studies
of the electrocatalytic activities of the electrodes are crucial to increase the biohydrogen
production in a MEC. This doctoral thesis focused on finding the best biohydrogen-
producing inoculum from the study of three environmental matrix, the pair of electrodes that
will increase biohydrogen production beyond 50 m3/m3Rd (Jeremiasse, et al., 2011) using
as substrate a wastewater with a high content of organic matter, in a microbial electrolysis
cell (MEC) and scale the best conditions to an anaerobic bioelectrochemical reactor (BEAR)
with a volume of 15 liters. The experimentation was carried out in four stages. The first three
stages were studied in a volume of 0.250 L, while the fourth and last stage weas developed
in a volume of 15 liters. The stages studied were the following: 1) choice of a biohydrogen-
producing inoculum, 2) study of several pairs of electrodes, proposed based on the resistivity
values of different conductive metals used as cathodes and their performance in a MEC using
synthetic residual water, 3) performance of the two best pairs of electrodes using real water
with a high content of organic matter (molasses, vinasse and whey) and 4) study of the
performance of the electrodes of point number 3 in a 15-liter RABE using real waters (vinasse
molasses and whey).

The first stage consisted of the study of three environmental matrix (cow rumen, cow dung
and anaerobic granular sludge) to choose the best biohydrogen-producing inoculum.

The bacteria community developed in the treated AGS according to phylogenetic analysis
based on 16S rDNA sequences were the genera bacillus and anoxibacillus with the following
species: paralicheniformis, licheniformis, sonorensis, haynesii, glycinifermentans and
Anoxybacillus.

In the second stage and using the AGS as the preferred inoculum, biohydrogen production
was studied in a MEC with a single chamber without a membrane (with a volume of 0.250
L) fed with synthetic wastewater with a high content of organic matter using different
materials and electrode configurations. Stainless steel304 (SS) flat mesh 60 (M1), SS304
pleated mesh 60 (M2), and graphite felt (GF) were used as anode, and copper (Cu) bar coated
with nickel (Ni) (Cu/Ni), SS304 flat mesh 60 (M1) and iron bar (Fe) were utilized as
cathodes. The MEC was fed with synthetic wastewater with chemical oxygen demand (COD)
of 18 g/L under batch mode at voltage input of 0.8 V. The electro-fermentation (EF) process
carried out in the different MECs fed with high-strength wastewater was significantly higher
biohydrogen production and COD removal compared to conventional dark fermentation
reactor. The maximum hydrogen production rate (HPR) obtained was 314 m?®Hz/m3rd, using
the electrode configuration M2-M1 at 4 cm of electrode distance with a high COD removal
of 79%. Under this condition the cathodic recovery efficiency (rcat) and overall biohydrogen
recovery (rn2) was 1,783 and 340% respectively. For dark fermentation (DF) reactor, the
HPR was 0.25 m® Hz/m3rd and COD removal of 5.4% was obtained. Cyclic voltammetry,
linear sweep voltammetry, electrochemical impedance spectroscopy, and open circuit
potential showed that the electrode configuration M2-M1, and M2-Cu/Ni had the highest
catalytic activity compared with the other array electrode configurations during the
biohydrogen production. The onset potential for the hydrogen evolution reaction (HER) in



the electrode configuration M2-M1, (0.60 V) was significantly lower that electrode
configuration GF-GF (0.79 V).

As a third stage of the experimentation, the production of biohydrogen and the
electrocatalytic activity of two different electrodes were studied: pleated SS mesh (M2) as
anode and Cu/Ni doped (Cu/Ni) and flat SS mesh as cathodes (M1) in a membrane-less
single-chamber MEC (volume equal to 0.250 L) fed with Vinasse, molasse or Whey as real
wastewater substrate and anaerobic granular sludge (AGS) as inocle. Under an applied
voltage of 0.8 V (Ag/AgCl), the highest production obtained for hydrogen was 392 m*/m’rd
using molasse (17.2 g/L of initial COD) as substrate, M2 as anode and Cu/Ni as cathode with
2 cm of separation. Cathodic recovery efficiency (rcat) and overall energy recovery (ng+s)
were 2799.12 and 470.1% respectively. Linear sweep voltammetry analysis of pair M2-
Cu/Ni had the highest current density (107 A/m?) compared with the other array electrode
configuration during the bio-hydrogen production. COD removal obtained was 73.05%.

In the fourth and final stage of the experimentation, the production of biohydrogen and the
electrocatalytic activity of two different electrodes were studied: pleated SS mesh (M2) as
anode and Cu/Ni doped (Cu/Ni) and flat SS mesh as cathodes (M1) in a membrane-less
single-chamber (RABE with a volume of 15 L) fed with Vinasse, molasse or Whey as real
wastewater substrate and anaerobic granular sludge (AGS) as inocle. Under an applied
voltage of 0.8 VV (Ag/AgCl as reference electrode), the highest production obtained for
hydrogen was 156 m3/m?3gd using molasse (18 g/L of initial COD) as substrate, M2 as anode
and Cu/Ni as cathode with 2 cm of separation. Cathodic recovery efficiency (rca) and overall
energy recovery (ne+s) were 2606 and 4.81% respectively. Linear sweep voltammetry
analysis of pair M2-Cu/Ni had the second highest current density (63 A/m?) compared with
the other array electrode configuration during the bio-hydrogen production. COD removal
obtained was 36.07%. The bacteria community developed in the treated AGS was same as in
the other before experimentations.



Introduccion

Uno de los grandes cambios urgentes que requiere la humanidad en la actualidad, es el de
obtener nuevas fuentes de energia renovables y que, ademas, sean amigables con el medio
ambiente. El final de los combustibles fosiles es inminente a un corto plazo, por lo cual, su
reemplazo serd inevitable. Hasta hace poco, casi toda la energia necesaria era derivada de
fuentes de energia fosil, tales como la generacion eléctrica en general, en la industria
(combustibles y energia eléctrica) y equipo de transporte, que usan combustibles fosiles como
fuente de energia. Tales combustibles, ademaés de ser fuentes de energia no renovable, tienen
también serios impactos negativos sobre el medio ambiente, v. g. el suelo, el agua, el aire y
el clima. Ademaés, son causantes del excesivo calentamiento global climético, debido a las
emisiones de contaminantes que generan el efecto invernadero, asi como la formacion de
compuestos del tipo Cox, NOx, SOx, CxHy, cenizas y otros compuestos organicos que son
emitidos a la atmosfera como resultado de la combustion. Basado en las consideraciones
anteriores, en afios recientes se han realizado varios estudios para obtener fuentes de energia
sustentables que puedan reemplazar a los combustibles fosiles y que ademas, no tengan un
impacto negativo sobre el medio ambiente (Azwar, M. et al., 2014). Las necesidades globales
de energia y el incremento de las emisiones a causa de los combustibles fosiles, han
comprometido a los investigadores a encontrar nuevas fuentes de energia y la tecnologia para
su obtencion (Escapa, et al., 2012). En 2003, el laureado con el Premio Novel Dr. Richard
Smalley declaré que "la energia es el desafio mas critico que enfrenta la humanidad". El
mundo enfrenta un dilema épico. La mayor parte de la energia (> 86%) proviene de
combustibles fésiles (petroleo, carbon y gas natural), que son recursos no renovables que en
algun momento pueden agotarse por completo. Ademas, aumentan las preocupaciones sobre
los impactos de estos recursos en el clima global, la salud humanay los ecosistemas, en todo
el mundo estan impulsando a los investigadores a encontrar alternativas renovables para
satisfacer nuestra creciente demanda de energia. EI hidrogeno tiene un tremendo potencial
como fuente de energia y combustible. Quemar hidrégeno no contribuye a las emisiones de
gases de efecto invernadero (GEI), a la lluvia &cida o al agotamiento de la capa de ozono
debido a que su producto de oxidacion es solo vapor de H.O (Kadier et al., 2016). Por otro
lado, el hidrégeno es una de las fuentes alternativas de combustible sustituto de los
combustibles fosiles ambientalmente aceptable que puede usarse en vehiculos (Cheng, S. et
al., 2011; Service, 2004) y es considerado como un “portador de energia” con un futuro
promisorio (Azwar, M. et al., 2014). Posee un alto contenido energético de 122 kJ/g, que es
2.75 veces mas grande que los combustibles de hidrocarburos. El hidrégeno juega un rol muy
importante y su contribucion en ésta era global basada en fuentes de energia renovables
sustentables, debera proveer mayores contribuciones al crecimiento economico mundial. El
hidrégeno es un compuesto inodoro, incoloro, sin sabor, ligero y no toxico. Producido a
través de procesos bioldgicos, puede llegar a ser muy promisorio, debido a que tales procesos
pueden operarse a temperatura y presion ambientales, con un minimo consumo de energia, y
pueden ser mas amigables con el medio ambiente. La produccién de gas hidrégeno puede
realizarse a partir de materiales de biomasas renovables (Azwar, M. et al., 2014). Tales
biomasas pueden obtenerse de una gran variedad de desechos organicos de la industria del
almidon, desechos industriales del biodiesel, materiales lignoceluldsicos tales como la
madera y sus productos, desechos de alimentos, desechos caseros (Cheng, S. et al., 2011),
los residuos agricolas (residuos de cosechas o desechos de procesos agroindustriales o
industrias alimentarias) tienen un costo insignificante y parecen ser materias primas



prometedoras no solo para el hidrogeno sino también para otros biocombustibles (produccion
de bioetanol, biobutanol y biodiesel) (Stamatelatou, et al., 2011), no obstante, es posible
extender esta definicién de biomasa al contenido orgénico en aguas residuales y a la cantidad
de microoganismos presentes en un medio dado. De esta forma, el contenido de materia
orgénicay de microorganismos en aguas residuales también puede considerarse biomasa. Por
otro lado, la produccion de hidrogeno bioldgico o biohidrogeno usando biomasas ricas en
carbohidratos como una fuente renovable, se propone como uno de los métodos alternativos
a la produccion quimica, utilizando procesos anaerobios (fermentacion obscura), y procesos
fotosintéticos (Fotofermentacion) (Azwar, et al., 2014). Y desde luego, el proceso produce
hidrogeno y al mismo tiempo biodegrada y reduce la materia organica presente en el agua
residual. EI H2 es un portador de energia, que puede ser producido en forma sustentable en
una celda de electrolisis microbiana (MEC), a partir de la materia organica presente en un
agua residual. En el &nodo de la MEC, los microorganismos electrogénicos convierten la
materia organica (v. g. el acetato) en bicarbonato, protones y electrones. Los electrones
producidos se dirigen desde el anodo hacia el catodo, debido a la imposicién de un voltaje
externo. En el catodo, los electrones se combinan con los protones mediante un proceso
Ilamado reaccién de evolucion del hidrégeno (HER por sus siglas en inglés). El transporte de
carga negativa a través de los electrones, se compensa con el transporte de carga a través de
los iones de la celda (Jeremiasse, et al., 2011). El hidrégeno ha sido identificado, ademas,
como una excelente alternativa para sustituir a los combustibles fésiles carbénicos que van
en rapido agotamiento. Su alta densidad energética, asi como su combustion ambientalmente
segura y las ventajas de su utilizacion en condiciones ambientales de presidn y temperatura,
hacen del hidrégeno un combustible ideal para el futuro que puede explotarse
comercialmente, para satisfacer la demanda energética mundial. Los métodos mas comunes
para la produccion de hidrogeno a escala industrial son: reformacion de hidrocarburos al
vapor, pirolisis, reformacién al plasma, electrélisis del agua, etc. Una revision detallada de
tales procesos quimicos fue hecha por Holladay et al., 2009. No obstante, tales métodos de
produccién de hidrégeno son caros y de alto consumo energético, por ello es necesario
identificar otras fuentes y desarrollar métodos de produccién de hidrégeno como una fuente
energética eficiente y econdémica. La produccion de hidrégeno a partir de biomasa es
suficiente para las necesidades de un hidrdgeno rentable. El biohidrégeno es el hidrégeno
producido a partir de medios biologicos, mayormente por bacterias, algas o arqueo-bacterias
a partir de biomasa o materiales de desecho. La mayor ventaja de produccién de hidrégeno a
partir de medios biolégicos es que pueden realizarse a temperatura y presion ambientales, en
comparacion con los métodos quimicos que se realizan a condiciones comparativamente
extremas. Ademas, estos procesos reducen principalmente el costo de energia de transporte
e insumos, ya que se pueden instalar a pequefia escala donde hay abundante biomasa
disponible (Parkhey, et al.,2017).

La produccion de biohidrégeno a partir del tratamiento de aguas residuales con un alto
contenido de materia organica mediante reacciones de bioelectrosintesis, es una opcion
atractiva que genera un portador de energia renovable respetuoso con el medio ambiente
(Keruthiga, et al., 2021; Brar, et al., 2022). Una celda de electrdlisis microbiana (MEC) es
un tipo de sistema bioelectroquimico (BES) que utiliza microorganismos externos de baja
electricidad (entre 0.2 y 1.0 V) y exoelectrogénicos que generan reacciones
bioelectroquimicas para producir biohidrégeno, metano y otros productos de valor agregado
a partir de un sustrato organico. Los microorganismos exoelectrogénicos que respiran en el
anodo unidos al mismo, transforman los compuestos organicos en electrones, protones y
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dioxido de carbono. Los electrones viajan directamente al anodo, que luego se utilizan en el
catodo. Los protones generados en la camara anddica de la MEC migran directamente al
catodo donde se combinan con los electrones para generar biohidrogeno (Aiken, et al., 2019;
Chaurasia, et al., 2022). Un factor importante cuando se trabaja con MECs, es la seleccién
de los materiales de los electrodos. Tanto el anodo como el catodo de la MEC deben tener
altas actividades electrocataliticas para mejorar las reacciones de evolucion de hidrogeno
(HER) y minimizar los sobrepotenciales, generando una mayor produccion de biohidrégeno.
Se requiere alta conductividad, baja resistividad eléctrica, baja resistencia a la corrosion, alta
biocompatibilidad, alta area de superficie especifica y bajo costo para que el anodo vy el
catodo obtengan una alta produccion de biohidrégeno y un buen desempefio de la MEC
(Zhao, et al., 2020; Sanchez, et al., 2022. Los electrodos de grafito (G) o carb6n (C) en sus
diferentes formas (fieltro, cepillos, telas, placas) son los materiales méas utilizados como
anodos y catodos en un MEC, debido a su compatibilidad con el biofilm electroquimicamente
activo y sus bajos costos. Sin embargo, la resistividad eléctrica de los electrodos de grafito y
carbono es muy alta (1.375 mWcm para el electrodo de grafito frente a 9.71 mWcm para el
electrodo de hierro), lo que provoca altas pérdidas 6hmicas en los electrodos en BES
(Rozendal, et al., 2008). Se ha informado que los electrodos de G o C generan baja HER y
alto sobrepotencial. En varios trabajos, la tasa de produccién de hidrégeno (HPR) en las
MEC:s es baja, debido a la alta resistencia que presenta el uso de fieltro de grafito (GF) (Guo,
et al., 2017). Hasta el momento, la HPR ha alcanzado de 0.1 a 50 m® Hz/m3z.d en una MEC
utilizando diferentes electrodos y aguas residuales o sustratos orgéanicos (Tang, et al., 2022).
Para disminuir la entrada de energia en términos de kWh/m?® Hz y aumentar el HPR en la
MEC, se usa un catalizador en el catodo. Tang et al., 2022 y Park et al., 2022, indicaron
recientemente que los materiales a base de metales, los materiales a base de nanomateriales
de carbono y los materiales a base de metales no preciosos utilizados como cétodos, se han
convertido en los electrodos mas populares para aumentar la produccion de hidrégeno en las
MECs. Para reducir las pérdidas 6hmicas de los electrodos y el alto sobrepotencial, los
electrodos de G o C pueden soportarse o reemplazarse por materiales altamente conductores,
como acero inoxidable (SS), niquel (Ni), hierro (Fe) o cobre (Cu) (Chaurasia, et al., 2022;
Tang, et al., 2022; Dange, et al., 2021). Recientemente, los catodos a base de Ni, como la
espuma de Ni, el 6xido de Ni, el nanocatalizador Ni2P, los electrodepositos de Ni (Ni-Co,
Ni-Co-P, Ni-W, Ni-Mo, Ni-Fe-Co-P, Ti- Ni, Zn-Ni, G-Ni), electrodos basados en SS (placas,
mallas, cepillos y fieltro) soportados con Ni, Cu y otros metales de transicion no nobles han
mostrado resultados prometedores que mejoran la HER en las MECs (Chaurasia, et al., 2022;
Tang, et al., 2022; Park, et al., 2022; Zhang, et al., 2020). Estos electrodos tienen una alta
actividad electrocatalitica (0.79-3.43 mL H,/cm?g.min), bajo sobrepotencial (140-250 mV)
y alta densidad de corriente (0.442-20 mA/cm?) (Chaurasia, et al., 2022). Varios
investigadores han informado sobre la produccion de biohidrogeno en una MEC, se basan en
probar diferentes catodos, dejando el anodo fijo (en el que se utilizan principalmente
electrodos de grafito) (Chaurasia, et al., 2022; Gil-Carrera, 2013; Jeremiasse, et al., 2011).
Esto se debe a que se ha informado que la actividad electrocatalitica del catodo es uno de los
factores méas importantes cuando se trata de reducir el proton a biohidrogeno para aumentar
la produccion de biohidrégeno y reducir la entrada de energia (Tang, et al., 2022; Zhang, et
al., 2010). Sin embargo, no debemos olvidar que las principales reacciones de los
mecanismos de transferencia de electrones se llevan a cabo en el anodo, lo que ayuda a
superar las barreras termodinamicas durante los mecanismos de reaccion para la produccion
de biohidrégeno (Park, et al., 2022). Los electrodos de carbono o los materiales a base de



carbono se usan como anodo en una MEC, y solo unas pocas investigaciones usan electrodos
metalicos como el acero inoxidable para producir biohidrogeno en una MEC (Park, et al.,
2022; Feng, et al., 2018).

De acuerdo con esto, la investigacion reciente durante la produccion de biohidrogeno en una
MEC debe basarse en probar simultineamente diferentes materiales anddicos y catddicos,
incluidos materiales a base de carbono, materiales a base de metales, materiales a base de
polimeros, materiales a base de materiales preciosos, materiales a base de nanomateriales de
carbono, y materiales basados en metales no preciosos, enfocandonos mas en materiales
basados en metales no preciosos hasta encontrar las mejores combinaciones anodo-catodo
para obtener un alto HPR, una alta HER y bajos sobrepotenciales. Solo el 4% de los estudios
realizados en las MECs para la produccion de hidrdgeno utilizaron biocatodos, por lo que es
necesario profundizar en los estudios del efecto de los biocatodos en la produccion de
hidrégeno en una MEC (Tang, et al., 2022). Varios estudios se limitan al uso de un par de
electrodos y, por lo tanto, determinan el rendimiento de la MEC. Los materiales de los
electrodos probados en una MEC resultan costosos y complicados de fabricar. Por lo que se
recomienda trabajar con materiales de electrodos convencionales, econémicos y de facil
acceso. En esta investigacion trabajamos con diferentes materiales de electrodo
convencionales, econdmicos y de facil acceso, determinando las actividades
electrocataliticas de las diferentes combinaciones del material del electrodo en una MEC
hasta obtener altas producciones de biohidrégeno y bajo sobrepotencial. Otro factor
importante a considerar durante la produccion de biohidrégeno en una MEC y otras
tecnologias bioldgicas es el tipo de sustrato organico a utilizar. En este caso, las aguas
residuales que contienen un alto contenido organico son un buen sustrato para que las
bacterias electroquimicamente activas y las bacterias productoras de hidrégeno produzcan
biohidrégeno (Keruthiga, et al., 2021; Qyyum, et al., 2022). Las aguas residuales industriales
se caracterizan por contener concentraciones elevadas de materia organica biodegradable y
no biodegradable que van desde 1.0 a 200.0 g DQO/L y otros contaminantes inorganicos
(Hamza, et al., 2016; Pan, et al., 2021). Las concentraciones de contaminantes en los
efluentes industriales varian segun el tipo de industria, los procesos industriales utilizados,
los productos quimicos utilizados y las practicas de eliminacidn, por estas razones, todos los
efluentes industriales pueden variar en diferentes niveles de concentracién y tipo de
contaminantes. Los efluentes industriales se conocen tipicamente como aguas residuales de
alto contenido de materia organica. Hay muchos tipos de aguas residuales de alta
concentracion ricas en contenido organico que se han utilizado para la produccion de
biohidrogeno, por ejemplo, aguas residuales sintéticas que contienen glucosa, sacarosa,
celulosa y almiddn, aguas residuales de cervecerias, aguas residuales del proceso del aceite
de olivo y curtidurias, lactosuero o suero de leche, agua residual proceso de la leche, agua
residual del proceso del vino (vinaza), residuos del proceso del azucar (melaza) y agua
residual del proceso de alimentos enlatados, entre otros (Qyyum, et al., 2022). Los HPR
obtenidos de diferentes MEC alimentados con aguas residuales de alta concentracion estan
en el rango de 0.1 a 50 m® Ho/m?z.d con valores de DQO que van desde 1.0 a 8.2 g/L (Fudge,
et al., 2021; Muddasar, et al., 2022). Varios de los estudios realizados en MECs alimentadas
con aguas residuales de alto contenido organico, no muestran las actividades
electrocataliticas de los materiales de los electrodos durante la produccion de biohidrégeno.
Por lo tanto, es muy importante demostrar el rendimiento electroquimico y seleccionar la
mejor combinacion de diferentes materiales de electrodos para aumentar el HPR, mejorar la
HER vy disminuir los sobrepotenciales en una MEC. En este estudio se probaron diferentes



materiales de electrodos (malla plana de acero inoxidable, acero inoxidable plisado, GF, barra
de Cu recubierta con Ni y barra de Fe) y configuraciones de electrodos para mejorar el HPR
en una MEC de una sola cdmara sin membrana usando agua residual de alta concentracion
como sustrato organico. Otro objetivo del estudio fue analizar la actividad electrocatalitica
de una MEC para determinar la HER y las densidades de corriente durante la produccion de
biohidrogeno alimentado con aguas residuales de alta concentracion.



Capitulo 1. Marco tedrico
1.1. Diversidad de microorganismos como biocatalizadores productores de H>

En la naturaleza, existe una gran variedad de microorganismos que incluyen a las bacterias
archae, bacterias anaerobias y bacterias aerobio-facultativas, cianobacterias y eucariotas
inferiores (v. g. algas verdes y protistas) que producen H,, que pueden funcionar
individualmente o como un consorcio de tipos similares o cultivos mixtos (Figura 1). Los
principales biocatalizadores productores de Hz son los heterotrofos tipicos en el proceso de
fermentacion. Algunas bacterias de la fermentacidn oscura no requieren energia solar como
fuente de energia y toleran condiciones deficientes de oxigeno; estos microorganismos son
del tipo anaerobios obligados, se clasifican en funcién de su sensibilidad al O2 y su
temperatura de crecimiento, como puede observarse en la figura 1 (Chandrasekhar, et al.,
2015).

Microorganismos
productores de
hidrégeno
I
| 1
Procariotas —’ Eucariotas
Fermentacion Fotofermentacion
[
Productos finales Tolerancia a la Tolerancia al O,
de la fermentacion temperatura
| | *Sulfurosas *Sulfurosas
*/:\cido lactico *Terméfilas * Anaerobias obligadas *No-sulfurosas *Deslizantes
*Acido butirico *Meséfilas (o estrictas)
*Acetato de *Psicrofilas *Anaerobias facultativas
putilo *Aerobias
*Acido mixtos

Figura 1. Esquema de la diversidad biologica de microorganismos
productores de hidrégeno (Modificado de Chandrasekhar, et al., 2015)

1.2. Métodos de produccion de biohidrogeno

Los métodos de produccion de biohidrégeno mas cominmente estudiados son la biofotolisis
del agua por algas y la fermentacion oscura, principalmente por bacterias anaerobias. Los
métodos de fermentacion son los métodos mas ampliamente estudiados en la produccion de
biohidrogeno; sin embargo, las restricciones termodindmicas limitan el rendimiento maximo
de hidrogeno de la fermentacion a ~ 4 moles/mol de glucosa. Esto hace que la produccion de
biohidrogeno fermentativo sea practicamente no competitiva para los otros biocombustibles
que puedan generarse a partir de la misma biomasa (Parkhey, P. et al., 2017). Sin embargo,
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existen otros métodos de produccion de Ha, aparte de los ya mencionados, como podemos
ver en la siguiente Figura 2:

Métodos de produccion de biohidrégeno

N
Fermentacién H, ———— Fermentacién acidogénica H, .
Fermentacion —_— . 2 H
5 Fotofermentacion 2,
I
N
Foto fermentacién H, > celda de combustible microbiana CCM
¥ 1
Biofotdlisis s .
L, Celda de electrélisis microbiana CEM H,

Biofotolisis indirecta

Cianobacterias
_ \

Algas H:
S—

Figura 2. Representacion esquematica de las rutas bioldgicas para la produccion de H»
(Modificado de Chandrasekhar, et al., 2015)

1.3. Fundamentos de la produccion bioldgica de hidrogeno mediante Biofotolisis

La Biofotdlisis esta relacionada con el proceso fotosintético de tipo vegetal como el de las
algas azul-verdes (cianobacterias) que usan la luz para descomponer el agua y formar H», el
cual se lleva cabo bajo condiciones anaerobias. Aparte de producir hidrégeno al descomponer
el agua, las cianobacterias usan los carbohidratos para almacenar energia mediante la
fotosintesis. La biofotolisis del agua para producir hidrogeno, puede ocurrir en varias
especies de bacterias y micro-algas, que viven en el suelo o el agua natural como
cianobacteria de la especie Anabaena, o la eucariota Clamidomona Reinhart sp. Las
cianobacterias y las micro-algas pueden descomponer el agua en moléculas de hidrogeno y
oxigeno usando la luz solar. En la siguiente Figura 3, se muestra el proceso de fotosintesis
para producir H> bajo condiciones anaerobias usando el alga verde Clamidomona reinhardti.
La ventaja de la bio-fotdlisis es que no se requiere agregar sustrato como nutriente. El agua
es el donador primario de los electrones requeridos para la produccion de hidrogeno gaseoso,
la luz solar y el CO: son los elementos basicos necesarios para cultivar las cianobacterias o
micro-algas en el proceso de biofotolisis a través del hidrogeno como enzima. La produccion
de H» gaseoso por medio de las algas verdes y las cianobacterias, es uno de los métodos que
produce energia renovable, pues no emite gases de efecto invernadero y que ademads cuenta
con abundantes fuentes naturales como el agua y la energia solar. EI hidrégeno producido
puede utilizarse en celdas de combustible para generar electricidad (Azwar, et al., 2014).
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combustible
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Electricidad

Alga o
bacteria

Figura 3. Representacion esquematica de la produccion fotobioldgica de Ha
y su uso en una celda de combustible microbiana (Adaptado de Azwar et al., 2014)

1.4. Biofotdlisis directa

La biofotolisis directa es un proceso que puede producir hidrégeno directamente del agua
usando la fotosintesis de las microalgas para convertir la energia solar en energia quimica en
forma de hidrogeno, la reaccion es la siguiente:

2H,0 + Energia solar ~ Foosintesiy - 9H, + O,
(Ecuacion 1)

En la biofotdlisis directa de algas verdes o cianobacterias (Fig. 4), se produce H» a través de
la fotosintesis para dividir el agua en moléculas de H> y O2. En este proceso también
disminuyen la ferredoxina, hidrogenasa o la nitrogenasa, ya que estos compuestos son muy
sensibles a la presencia de oxigeno. La ventaja de la biofotdlisis es que incluso a bajas
intensidades de luz, las algas verdes en condiciones anaerobios, son capaces de convertir
hasta un 22% de la energia luminica para usar el H> como un donador de electrones en el
proceso de fijacion de CO». Las microalgas poseen la maquinaria genética, las enzimas, el
metabolismo y el foto-transporte de electrones, para producir foto-hidrogeno (Azwar, ef al.,
2014).
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Figura 4. Biofotolisis directa de microalgas o cianobacterias
(Adaptado de Azwar, ef al., 2014)

1.5. Biofotdlisis indirecta

La biofotolisis indirecta es un proceso biolodgico que puede producir H» del agua usando la
fotosintesis de microalgas y cianobacterias para convertir la energia solar en energia quimica
en forma de hidrégeno a través de varios pasos: (i) produccion de biomasa por fotosintesis,
(11) concentracién de la biomasa, (ii1) fermentacion aerobia oscura para producir 4 moles de
glucosa-mol de H2/mol en la célula de la microalga, junto con 2 moles de acetato, y (iv)
conversion de 2 moles de acetato en H». Este proceso puede clasificarse en 2 distintos grupos,
uno que depende de la luz y el otro independiente de la misma; las reacciones involucradas
se describen a continuacion (Ecuaciones 2-5) (Azwar, ef al., 2014):

6H20 +6CO2 +luz ——>  CsH1206 + 602 (Ecuacion 2)
Ce¢H1206 + 2HO —> 4H, +2CH3COOH + 2CO» (Ecuacion 3)
2CH3;COOH +4H>O + luz —> 8H» +4CO» (Ecuacion 4)
Reaccion global: 12H,0 +luz —>  12H; + 60» (Ecuacion 5)

Como se describe en las reacciones anteriores, el mecanismo de la fotosintesis para separar
el oxigeno y el hidrogeno del agua, se realiza a través de varias fases. La oxidacion de la
cianobacteria almacena carbohidratos y produce hidrogeno. La energia necesaria para
producirlo se obtiene también de las reservas de almidon de la actividad fotosintética previa.
En el estado dos, el sistema C. reinhardtii limitado de azufre, ocurre bajo condiciones
aerobias separado de las condiciones anaerobias, a pesar de algunos electrones derivados del
almidon en el sistema. Esta fase se incluyod en la biofotolisis directa a causa de la operacion
de las células que estan aun funcionando y proveen electrones a la hidrogenasa durante la
anaerobiosis (Azwar, et al., 2014).

23



1.6. Fundamentos de la produccion de hidrogeno por fermentacion

Otro de los procesos de produccion bioldgica de hidrogeno es la fermentacion, que puede
producirlo sin la necesidad de la luz. Al comparar la fermentacion con la biofotolisis, la
produccion de hidrégeno por fermentacion, tiene mayor estabilidad y eficiencia. A escala
industrial, la fermentacion es mas apropiada porque solo requiere un sistema de control
simple, lo que conduce a que los costos de operacion sean menores. Una de las ventajas de
la produccion de hidrégeno por fermentacion es el uso de una gran variedad de desechos
organicos como sustrato, asi se reduce el desecho y al mismo tiempo se produce energia. Este
proceso ha recibido una gran atencion de investigadores y cientificos en afios recientes. En
las siguientes reacciones se muestra la produccién de hidrégeno por fermentacion de la
glucosa donde el subproducto mas deseado es el acetato, con niveles de produccion de 4
moles de Hy/mol glucosa teodrico, y un maximo del 33% de la demanda quimica de oxigeno
(DQO) que puede convertirse de glucosa a hidrogeno. El resto de la energia corresponde al
acetato (Azwar, et al., 2014).

CsH1206 + 12H,0 — 6HCO 3+ 12H> + 6H' AG® =241 kJ/mol (Ecuacion
6)

CsH1206 + 4H,0 — 2CH3COO + 2HCO3 +4H, +4H"  AG°=-48 kJ/mol  (Ecuacion
7)

C6H 1206 + 2H,0 —H3CH2CH,COO +2HCO3™ + 2H, + 3H" AG®° =-137 kJ/mol (Ecuacion
8)

C6H1206 + 3H20 —»CH3CH,OH + CH3COO™ +2H> + 3H" AG°=-97 kJ/mol  (Ecuacion
9)

Teoéricamente la reaccion (Ecuacion 6) muestra que se pueden producir 12 moles de H» por
mol de glucosa. Las energias libres de Gibbs para las reacciones anteriores a una temperatura
de 25 °C se basan en los valores de Amend y Shock, 2001, donde se observa que la
produccion de 12 mol de hidrogeno (Ecuacion 6) es termodindmicamente desfavorable. De
acuerdo con Claassen y Van Lier, 1999, la transformacion de acetato a hidrogeno es factible
a través de la fotosintesis, si la presion parcial del hidrégeno es muy baja y la temperatura de
operacion mayor a 40 °C (Azwar, et al., 2014). En contraste, la produccion de propionato
disminuye la produccion de hidrégeno como fue demostrado por Shin, et al., 2004:

CsH1206 + 2H, —> 2CH3CH>COO" + 2H,0 + 2H* (Ecuacion 10)

El consumo indeseable de hidrégeno (11) o glucosa (12) puede ser causado por la actividad
de homoacetogenos como Clostridium aceticum (Hawkes, et al., 2007):

2HCO5 + 4H, + HY ——> CH;COO" + 4H,0 (Ecuacion 11)
CeH1,06 ——> 2CH3;CH,COO + 2H" (Ecuacion 12)
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En la practica, se desea la fermentacidon con butirato como producto principal ya que es la
mejor ruta para producir hidrogeno, con resultados de 2.9 mol de Hz/mol glucosa utilizando
Clostridium species.

1.6.1. Fermentacion oscura

La fermentacion oscura es la conversion fermentativa o descomposicion acidogénica del
sustrato organico y materiales de biomasa para producir biohidrégeno que tiene lugar en
condiciones anaerobicas (atmdsfera libre de oxigeno) y sin la presencia de luz, para producir
un biogas compuesto principalmente de biohidrogeno y dioxido de carbono y un efluente que
comprende metabolitos finales como el 4cido acético, acido butirico y etanol, entre otros
(Zumar, et al., 2017). Es un proceso complejo que se manifiesta por varios grupos de
bacterias al involucrar una serie de reacciones bioquimicas. La produccion de hidrogeno por
fermentacion oscura tiene varias ventajas en comparacion con otros métodos bioldgicos de
produccion de hidrogeno, como la fotosintesis y la foto-fermentacion debido a su capacidad
para producir hidrogeno continuamente sin la presencia de luz, mayor tasa de produccion de
hidrégeno, menor consumo de energia neta y uso de residuos de bajo valor como materias
primas. La fermentacién oscura produce hidrogeno a partir de compuestos orgdnicos por
microorganismos anaerobicos, y también puede producir hidrogeno a partir de desechos
organicos como se muestra en la siguiente ecuacion (Azwar, et al., 2014):

Ci12H22011 + 9H,0 ——>  4CH3COO" + 8H' +4HCO™ + 8H; (Ecuacion
13)
Hexosa (glucosa, fructosa, sacarosa, Constanza, et al., 2015)

Para aumentar el rendimiento de hidrogeno en el proceso de fermentacion oscura, es
necesario controlar varios parametros a saber: pH, alimentos organicos, velocidad de
alimentacion de nutricion, temperatura, Tiempo de retencion de solidos (TRS) y PH.. Uno
de los parametros mas importantes en la produccion de hidrogeno es el pH, ya que es un
factor que influye en las actividades de la enzima hidrogenasa. Se han publicado varios
estudios que indican que su actividad estd directamente relacionada con la fermentacion
oscura del hidrégeno, lo que indica que el pH juega un papel muy importante en la produccion
del mismo. Muchos documentos han reportado que el efecto del pH en la produccioén de
hidrégeno fermentativo a partir de glucosa y sacarosa, utilizan micro-flora mixta. Muchos
estudios han informado que, si el valor del pH se mantiene bajo y se acorta el TRS, se limita
el crecimiento de los metandgenos. En general, investigaciones basadas en varios estudios
de fermentacion oscura, el valor del pH se mantuvo en un rango de pH de 5,5 a 8,0, ya sea
ajustandolo inicialmente, usando un tampon o utilizando un controlador automatico de pH.
Al aplicar estas técnicas, la eficiencia de conversion maxima se increment6 en un 60—-70%
(Azwar, et al., 2014).

La glucdlisis es la via metabolica clave en la que un sustrato puede transformarse en piruvato,
un intermediario metabdlico central. En condiciones anaerdbicas, el piruvato ingresa en la
ruta acidogénica junto con la produccion de Ha, lo que resulta en la formacion de acidos
grasos volatiles (VFASs) (es decir, acido acético, acido propidnico, acido butirico y acido
malico, entre otros).

(Ecuaciones (14-18) (Chandrasekhar, et al., 2015).
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CeH1206 + 2H,O ——2CH3COOH + 2CO; + 4H, (Ruta del acido acético) (Ecuacion 14)
CeH1206 + 2H, ——2CH3CH,COOH + 2H,0 (Ruta del 4cido propiénico)  (Ecuacion 15)
CeH1206 —>CH3CH,CH,COOH + 2CO, + 2H; (Ruta del acido butirico) (Ecuacién 16)
CeH1,06 + 2H, —0O0OHCH,CH,OCOOH CO, (Ruta del acido malico) (Ecuacion 17)

C¢H120s ——> CH3CH,0OH + CO; (Ruta del etanol) (Ecuacién 18)

La Fermentacién obscura (FO) es la descomposicion acidogénica de la materia organica en
un ambiente libre de oxigeno y privada de luz para producir un biogds compuesto
principalmente de biohidrégeno y didéxido de carbono y un efluente que comprende
metabolitos finales: el dcido acético, acido butirico y etanol, entre otros. El rendimiento del
biohidrégeno, asi como la composicion del efluente de la FO, depende en gran medida de la
ruta metabodlica que toman los microorganismos (piruvato: formato liasa (Pfl) o piruvato:
ferredoxina oxidorreductasa (Pfor)). El rendimiento teérico de H» del proceso FO es 4
mol/mol de glucosa (con &cido acético como producto final) mientras que esto se reduce a 2
mol/mol glucosa (con 4cido butirico como producto final) como se muestra en las ecuaciones
(19) y (20). La energia libre de Gibbs es negativa para ambas reacciones, lo que indica que
la formacion de los acidos acético y butirico son termodindmicamente favorables, lo que
implica que ambos acidos estdn normalmente presentes entre los metabolitos del producto
final y el rendimiento de biohidrogeno es, por lo tanto, siempre inferior a 4 mol Hz /mol de
glucosa:

CeH1,06 + 2H,0  —3CH3COOH + 4H, + 2CO, AG° =-206.0 kmol* (Ecuacién 19)

CeH1,06 ——> CHs(CH,).COOH + 2H, + 2CO,  AG® = -254.0 kjmol* (Ecuacién 20)

La baja eficiencia de conversion de sustratos a biohidrogeno, se atribuye a "el hecho de que
las fermentaciones se han optimizado por evolucién para producir biomasa celular y no
hidrégeno". Esto es confirmado por las anteriores ecuaciones (19) y (20). Los bajos
rendimientos de H> también se atribuyen a la presencia de consumidores de Hz, como
homoacetogenos, metanogenos hidrotroficos, bacterias sulfato reductoras, bacterias
reductoras de nitrato y productores de propionato que estan presentes en la microflora mixta
y disminuyen la produccion neta de biohidroégeno. Con una baja eficiencia de conversion de
sustratos a biohidrogeno y un rendimiento de biohidrogeno relativamente bajo, el proceso
FO no es economicamente viable para la implementacion a gran escala. Ademas, la baja
conversion de sustratos a biohidrégeno da como resultado un efluente rico en acidos grasos
volatiles (VFAs), que requiere tratamiento antes de la descarga y, posteriormente, aumenta
el costo operativo del proceso de FO y disminuye ain mds su viabilidad econdémica
(Bundhoo, 2017).
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los tipos de bioprocesos para la produccion de hidrégeno y sus caracteristicas se resumen en
la siguiente Tabla 1:

Tabla 1. Rutas biologicas para la produccion de Hz y sus limitaciones técnicas.

Tipo de bioproceso Desafios técnicos

* baja eficiencia de conversion de sustrato

* bajo rendimiento de H>

Fermentacion oscura * limitaciones termodinamicas

* mezcla de H, y CO> lo cual requiere
separacion

* requerimiento de fuente de luz externa

* el proceso esta limitado por los ciclos de

Fotofermentacion dia/noche, con la luz solar como fuente de
luz

* bajo rendimiento de H, causado por una
eficiencia de conversion de luz
extremadamente baja

» generacion de O, causada por la actividad de PS 11
(Fotosistema Il que tiene que ver con los tilacoides.
Es el lugar donde estan las moléculas que
permiten obtener energia quimica a partir de la
Biofotdlisis directa energia luminica (Julian Pérez Porto y Maria Merino,
2016).
» necesidad de fotobiorreactores

personalizados
* bajo rendimiento de H» causado por una

eficiencia de conversion de luz

extremadamente baja

* bajo rendimiento de H» causado por la

Biofotdlisis indirecta hidrogenasa

* requerimiento de una fuente de luz externa

» la eficiencia total de conversion de luz fue
muy baja

Tomado de Chandrasekhar, et al., 2015
1.7. Produccion hibrida de hidrogeno biologico mediante procesos electroquimicos

El sistema bioelectroquimico es una tecnologia alternativa que utiliza microorganismos como
catalizadores electroquimicos. Los microorganismos son capaces de catalizar la reaccion de
oxidacion-reduccion en dnodo y catodo. Los sistemas bioelectroquimicos (SBE) se dividen
en dos grupos principales, que son las celdas de combustible microbiano (MFC por sus siglas
en inglés) y las celdas de electrélisis microbiana (MEC) (Azwar, et al., 2014).

1.7.1. Celda de combustible microbiana (CCM)
Enuna CCM, los microorganismos son capaces de oxidar los sustratos organicos en el anodo
para producir CO;, protones y electrones bajo condiciones anaerobias. La ecuacion (21)

muestra la oxidacion del 4cido acético (un metabolito final presente en el efluente de la
fermentacion oscura) en CO., protones y electrones. Estos electrones migran al catodo a
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través de un circuito externo, produciendo electricidad en el proceso, mientras que los
protones se mueven al catodo a través de una membrana semipermeable y reaccionan con el
oxigeno para producir agua, segun la ecuacion (22) y representado en la Fig. 6 (Zumar, et al.,
2017).

CH3;COOH +2H,0 —> 2CO, + 8H" + 8¢ (Ecuacion
21)
4H +4e + 0, ——> 2H,0 (Ecuacidn
22)

1.7.2. Celda de electrolisis microbiana (MEC)

A diferencia de la CCM, la MEC se utiliza para producir biohidrogeno a partir de desechos
organicos por microorganismos utilizando una corriente eléctrica, también se denomina
electrohidrogénesis microbiana (Figura 7). El proceso es bastante similar a una CCM,
excepto que la resistencia es reemplazada por una fuente de energia eléctrica y el
compartimiento del catodo esta cerrado a la entrada de oxigeno. De manera similar a la CCM,
los sustratos organicos son oxidados por los microorganismos en el anodo para generar COy,
protones y electrones segun la ecuacion (21). Los protones se mueven al compartimiento del
catodo (anaerdbico en contraste con una CCM) a través de una membrana semipermeable,
mientras que los electrones se mueven al compartimiento del catodo a través del circuito
externo similar a la CCM. Debido a que el compartimiento del catodo es anaerdbico en la
MEC, no hay oxigeno y, en consecuencia, no se produce agua. Sin embargo, la fuente de
alimentacion eléctrica en el sistema MEC suministra una corriente adicional que impulsa la
reduccién de protones a biohidrogeno en el catodo segun la Ecuacion 23:

2H*+2e0 —> H; (Ecuacion 23)

A pesar del hecho de que una MEC requiere un suministro de energia adicional, su idoneidad
para utilizar una amplia gama de sustratos a saber v. g. las aguas residuales y la biomasa lo
convierten en una técnica muy prometedora para la produccion de biohidrégeno (Zumar, et
al., 2017). La tecnologia de una MEC también es llamada electro-fermentacion o celdas de
electrolisis biocatalizadas. Su rendimiento esta determinado por el tipo de microorganismo,
los materiales de los electrodos, el tipo de membrana utilizada, el rango de potencial aplicado,
la composicion y la concentracion del sustrato y el diseno. Inicialmente, las MEC se
utilizaron con dos cdmaras y se cambiaron mas tarde a una configuracion de una sola cdmara,
debido a la facilidad del proceso, una reduccion significativa de la resistencia interna, una
disminucién del pH en la cdmara del &nodo causada por la produccion y la acumulacion de
H" y un aumento del pH en la cdmara del catodo causado por el “uso” de H™ en la produccion
de H». De hecho, la exclusiéon de la membrana redujo tanto el pH como las pérdidas de
energia, incluida la energia 6hmica en la operacion de la MEC de una sola cdmara, que era
el principal problema de una MEC de dos camaras. Las diferencias y los componentes de una
CCM y una MEC estan representadas en la Figura 6 y Figura 7. La tecnologia MEC también
se llama electrofermentacion o celdas de electrélisis biocatalizada. La tecnologia MEC se
asemeja a una MFC en la que la principal diferencia es la necesidad de una pequena entrada
de voltaje externo. Basado en la termodindmica, un potencial superior a 0,110 V, ademas del
generado por un microorganismo (—0,300 V), producira H». El potencial redox normal para
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la reduccion de H™ a Ha es —0.414 V; por lo tanto, el requisito potencial es muy bajo en
comparacion con el voltaje tedricamente requerido de 1.230 V para la electrolisis de H»O.
En la practica, sin embargo, se requiere un potencial comparativamente mas alto que este
valor, debido a los sobrepotenciales creados por factores fisicos, quimicos y microbianos
(Chandrasekhar et al., 2015).
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de separacion

Figura 5. Esquema de una celda de combustible microbiana (CCM)
de 2 camaras con una membrana de separacion entre ambas.

En el anodo ocurre la oxidacion de la materia orgédnica gracias a los microorganismos
presentes, la cual es simultanea a la transferencia de carga eléctrica desde el anodo hacia el
catodo, en donde ocurre la reduccion de los protones para producir hidrogeno gaseoso (ver
Tabla 1 y Figura 7) (Kadier, et al., 2016):

Tabla 2. Produccion de hidrogeno en una celda de electrolisis microbiana

Reaccion anddica Reaccion catodica
CH3COO™ +4H,0 = 2HCO3 + 9H" + 8¢ 2H" +2e¢ =H;
Ean =-279 mV (ENH)* Ecat = -414mV?* (ENH)
Oxidacion del acetato Reduccion protonica (pH=7)

*ENH.- Electrodo Normal de Hidrogeno

a Se refiere al potencial minimo requerido para la reduccion protdnica en el catodo. La
diferencia energética entre los potenciales anodico y catddico, debera suplirse mediante
la imposicion de un voltaje de corriente directa.

(Modificado de Folusho, ef al., 2010)

29



| Fuente flg poder |

e

It e
Materia JH2e
organic: Q €
4F
H g
k H:
ANODO CATODO

MEMBRANA
Figura 6. Esquema tipico de una MEC de dos camaras.

Las MECs fueron descubiertas en 2005 por dos grupos de investigadores independientes, un
grupo de la Penn State University y otro de la Wageningen University en Holanda. En una
MEC las bacterias electroquimicamente activas, oxidan la materia organica, generan CO»,
electrones y protones. Las bacterias transfieren los electrones al anodo y los protones son
liberados a la solucion. De alli, los electrones viajan a través de un alambre conductor hacia
el catodo y se combinan con los protones libres, presentes en la solucion. El proceso anterior
no ocurre espontaneamente, para ello se requiere la imposicioén de un voltaje externo sobre
la MEC >0.2 V, bajo condiciones biologicas asistidas de pH=7, T=30 °C, P=1 atm (1.01 x
10° Pa) (Kadier, A. et al., 2016). El uso de una MEC como un proceso alternativo de
produccion de Hz impulsado eléctricamente, resulta en la conversion de una amplia gama de
sustratos organicos en H». La tecnologia MEC también se llama electrofermentacion o celdas
de electrdlisis biocatalizada. Una MEC se asemeja a una CCM en la que la principal
diferencia es la necesidad de una pequefia entrada de voltaje externo (Chandrasekhar, et al.,
2015).

La tendencia actual de la Biotecnologia y del tratamiento de aguas residuales es la
revaloracion de los desechos y la produccion de energias alternativas. Estos dos enfoques
convergen en los Sistemas Bioelectroquimicos Microbianos (SBEM), los cuales se enfocan
en la produccion de electricidad, biogas, e hidrogeno a partir de la materia organica en
efluentes y lixiviados de residuos solidos. Los SBEM se caracterizan por conjuntar elementos
de celdas electroquimicas: electrodos, membranas selectivas a iones, y en ocasiones fuentes
de voltaje, con elementos de reactores que basan su funcionamiento en biopeliculas (bacterias
que crecen sobre soportes solidos). Asi pues, los electrodos sirven de soporte para el
desarrollo de una biopelicula particular, la cual cuenta con la capacidad de ceder o recibir
electrones, es decir, son biopeliculas electroquimicamente activas. Cuando un SBEM es
alimentado con la materia organica de efluentes se logran dos objetivos: la remocion de
contaminacion del efluente y la produccion de energia. En celdas de combustible microbianas
(MFC, por sus siglas en inglés) se genera electricidad, y cuando la cdmara biologica es
completamente anaerobia o carente de oxigeno, también es posible recuperar biogas que sirve
como combustible. Por otro lado, en las MECs se produce hidrogeno en una cdmara que no
contiene microorganismos, y biogés en la que si los contiene. Este sistema opera en forma
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totalmente anaerobia. No obstante, a diferencia de las celdas de combustible, las celdas de
electrolisis requieren un impulso de energia (del orden de 0.5 a 1.0 V), que es costeable dado
el valor agregado y las ventajas del hidrogeno como fuente de energia limpia (Cercado, B. et
al., 2016). Por otra parte, la electrohidrogénesis es un enfoque reciente que ha ganado mucha
atencion debido a su competencia de conversion de sustrato casi completa y mayores tasas y
rendimiento de produccion de biohidrogeno (Parkhey, P. et al, 2017). Sin embargo, los
sistemas bioelectroquimicos (SBEM) o BES (por sus siglas en inglés) son manejados por
microorganismos electroquimicamente activos especiales para alcanzar objetivos tales como
(1) tratamiento de residuos para servir a la remediacion ambiental, (ii) la produccion de
productos quimicos y (iii) recuperacion de energia renovable. En el ultimo aspecto, las celdas
de combustibles microbianas (MFC por sus siglas en inglés) y las celdas de
electrohidrogénesis microbiana (MEC) se mostraron como enfoques viables. Se considera
que las MEC combinan la tecnologia de una MFC con la electrdlisis. Tanto en una MFC
como en una MEC, las bacterias trabajan bajo condiciones anaerobias en el anodo, para
oxidar varios sustratos que van desde compuestos simples, es decir, azicares, acidos
organicos hasta materia orgdnica compleja incluyendo aguas residuales de origen distinto,
asi como efluentes de fermentacion. Como resultado, se obtiene un potencial bioeléctrico (en
una MFC) o gas H> (en una MEC). En principio, Las MECs usan dos electrodos (el anodo y
el catodo) en circunstancias anaerobicas. El anodo es el lugar donde las cepas
exoelectrogénicas que, después de colonizar su superficie, forman una biopelicula de
respiracion anddica. Debido a la actividad metabolica de la biopelicula, los electrones y
protones se liberan en la conversion/degradacion exitosa del sustrato. Los electrones se
transfieren al &nodo (como aceptor final de electrones) por diferentes mecanismos posibles
y pasan posteriormente al catodo a través de un circuito externo. En el cdtodo, que desempeia
el papel de un donador de electrones, tiene lugar la reduccion de H" a H, molecular gaseoso
(Kumar, G. et al., 2017). El proceso de la electrolisis microbiana, permite producir hidrogeno
(H2) como resultado de la reaccion catodica, que atrae a los protones generados en la
oxidacion de la materia organica contenida en el sustrato (Verea, ef al., 2014). Las tasas de
produccioén de hidrogeno en una MEC han variado desde un minimo de 0.01 a 50 m*/m’d
(Guo, et al., 2017). Para aplicaciones practicas de las celdas de electrolisis microbianas
(MEC) se requieren altas tasas de produccion de hidrégeno y un reactor compacto. Estas
metas se pueden alcanzar, reduciendo el espacio entre los electrodos (ya que podria reducir
la resistencia 6hmica e incrementar la corriente), utilizando una gran area superficial anddica,
asi como cuidar el control del oxigeno, que cruza o viene desde el catodo (Azwar, et al.,
2014). En las MECs se han utilizado tanto substratos simples de composicién conocida, asi
como materia organica presente en aguas residuales de composicion compleja, o también
hidrolizados o lixiviados de residuos solidos. Los substratos simples como el acetato y la
glucosa se emplean en estudios para la comprension de los procesos bioelectroquimicos,
mientras que la materia organica compleja se utiliza en pruebas de concepto para el
tratamiento de aguas o estudios de escalamiento. Se ha experimentado, que las aguas
residuales que se utilizardn como substrato, no deben contener compuestos toxicos que
inhiban la actividad microbiana, deberan poseer baja concentracion de materia organica, y
preferentemente compuestos no fermentables. Estas caracteristicas son dificiles de cumplir
en aguas residuales reales, por ello las investigaciones se dirigen a delimitar el efecto
negativo de estas condiciones y proponer alternativas para resolver esas condiciones de
proceso (Cercado, B. et al., 2016). Asi mismo, el proceso de electrohidrogénesis (generado
en una MEC), tiene ciertas ventajas obvias sobre otros métodos bioldgicos de produccién de
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biohidrégeno. En primer lugar, puede utilizar cualquier compuesto organico biodegradable
como carbohidratos, proteinas, efluentes industriales y agro-desechos como sustrato para la
produccion de hidrégeno. En segundo lugar, produce hidrdgeno a tasas y rendimientos
mucho mas altos con una mayor eficiencia energética que otras rutas biologicas de
produccion de hidrogeno. En tercer lugar, el reactor MEC para electrohidrogénesis puede
fabricarse utilizando materiales baratos tales como vidrio y plasticos; sin embargo, se
prefieren los materiales basados en plastico tales como lexan, poliacrilato y policarbonatos
sobre el vidrio, ya que tienen baja resistencia interna, tienen mayor durabilidad y son faciles
de ampliar. La tecnologia MEC por lo tanto, significa una utilizacion perfecta del
metabolismo microbiano para la produccion de hidrogeno biologico de una manera eficiente
de la energia. En el catodo de una MEC, el medioambiente es anaerobio y, para que los
electrodos liberados por las bacterias exoelectrogénicas (ver Figura 8) sean conducidos hacia
el catodo, se requiere la aplicacion de un voltaje externo (0.2 V como minimo) a través de la
MEC. Asi, los electrones liberados viajan hacia el catodo de la MEC y reducen a los protones
para producir hidrogeno gaseoso, el cual puede ser colectado de manera independiente. Tal
voltaje adicional requerido para la produccion de hidrégeno, indica que la reaccion no es
espontdnea o termodinamicamente favorable. La eficiencia energética del proceso de
evolucion del hidrégeno depende en gran medida de la tension de entrada, que a su vez
depende del tipo de sustrato que se utiliza. Si bien algunos informes revelan una eficiencia
energética maxima con voltajes de entrada de 0.5 V, muchos otros también reportan una
eficiencia maxima de 0.8 o incluso 1 V. El voltaje externo, por lo tanto, es otro pardmetro
importante del proceso que define la eficacia del proceso. Se han utilizado numerosas fuentes
de alimentacion externas, como las celdas de combustible y las celdas solares, para impulsar
la evolucion del hidrogeno en las MEC. Otro aspecto importante relacionado con el proceso
de la electrohidrogénesis es la resistencia interna del reactor MEC. La resistencia interna se
rige por caracteristicas tales como la resistencia electrolitica, el material de construccion
MEC y la presencia o ausencia de membrana de intercambio 16nico. La nocioén clave en la
produccion de hidrégeno es reducir la resistencia interna de la MEC para facilitar la
transferencia de electrones a través de los electrodos (Parkhey, P. ef al., 2017).

1.8. Bacterias utilizadas en los sistemas bioelectroquimicos (SBEs) y transferencia
electronica

Los exoelectrogenos o bacterias de respiracion anodica (BRA) mas utilizados en los sistemas
bioelectroquimicos, pertenecen a la familia de Gammaproteobacteria o Deltaproteobacteria.
Shewanella onediensis 'y Shewanella putrefaciens pertenecen a la familia de
Gammaproteobacteria, y geobacter sulfurreducens a las Deltaproteobacteria, son las
bacterias exoelectrogénicas mas comunmente reportadas para la produccion de hidrégeno.
Las bacterias pertenecientes a otros grupos genéticos como Alphaproteobacteria
(Rhodopseudomonas, Ochrobactrum), Betaproteobacteria (Rhodoferax),
Epsilonproteobacteria (Archeobacter), Actinobacteria (Propionibacterium), Firmicutes
(Clostridium), Acidobacteria (Geothrix) también se han reportado como bacterias de
respiracion anodica. Estas BRA implican cualquiera de tres mecanismos para la transferencia
extracelular de electrones. El primer mecanismo es el contacto directo, en donde los
exoelectrogenos transfieren directamente el electron a través de su membrana externa a la
region donde la colonia estd en contacto con el anodo. Este mecanismo, aunque tiene una
pérdida potencial extracelular més baja, solo puede lograr una alta densidad de corriente con
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un alto contacto superficial entre el &nodo y la biomasa, cuando es una monocapa. El segundo
mecanismo es a través de mediadores de electrones solubles, como las quinonas (Shewanella
putrefaciens), las fenazinas (Shewanella oneidensis MR 1) y las flavinas (Shewanella
(Parkhey, et al., 2017), que transportan los electrones entre las bacterias y el electrodo por
medio de transporte difusivo (Kadier, et al., 2016). Este mecanismo resulta en una pérdida
potencial inherente ya que el transporte difusivo de electrones requiere un gradiente de
concentracion (Parkhey, et al., 2017). El tercer mecanismo de transferencia de electrones es
a través de nanocables (pili celular, Kadier, ef al, 2016) o apéndices de conexion, mas
comunmente reportado en Shewanella y Geobacter (Parkhey, et al., 2017).
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Figura 7. Esquema de los mecanismos de transferencia de electrones: directo (A y B)
e indirecto (C) (Modificado de Lovley, 2012)

Por otro lado, la transferencia de electrones directa se realiza mediante el contacto directo de
los microorganismos con la superficie de un electrodo. Las bacterias presentan en su
membrana celular o en la matriz extracelular diversidad de proteinas redox activas como los
citocromos o complejos enzimaticos asociados a membrana (Lovley, 2012). El mecanismo
también incluye la transferencia de electrones mediante pilis conductivos o nanocables; estas
estructuras tienen una forma de pelo muy delgado, los microorganismos los forman en
respuesta a la transferencia limitada de electrones, y permiten a las células que no se
encuentran unidas a los electrodos establecer un contacto directo (Reguera et al., 2005).
Transferencia de electrones indirecta: mediante moléculas redox organicas e inorganicas, que
los microorganismos pueden secretar al medio o liberar en la degradacion de materiales
biologicos. Estas moléculas son reducidas u oxidadas fuera de la membrana celular para
posteriormente donar o aceptar los electrones hacia o desde un electrodo. Se conocen como
mediadores redox enddgenos y los mas estudiados son las piocianinas y los acidos humicos
(Rabaey et al., 2007). Este mecanismo también funciona con moléculas redox artificiales que
son agregadas al medio. Estas moléculas son mediadores redox exdgenos y los mas utilizados
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son el rojo neutro, el metil viologeno y el acido antraquinona-2,6-disulfonico. A pesar de sus
ventajas, los mediadores artificiales pueden ser toxicos para los microorganismos y son un
costo adicional de operacion (Huang y Angelidaki, 2008) (Aguilar, et al., 2016)

Shewanella Betaproteobacteria | Rhodoferax
onediensis
Gammaproteobacteria

Shewanella Epsilonproteobacteria | Arqueobacter
putrefaciens

Deltaproteobacteria | geobacter Actinobacteria | Propionibacterium
sulfurreducens
Rhodopseudomonas Firmicutes | Clostridium

Alphaproteobacteria
Ochrobactrum Acidobacteria | Geothrix

Figura 8. Tipos de bacterias exoelectrogénicas (Parkhey, ef al., 2017; Kadier, et al., 2016).

Los sustratos utilizados en una MEC, se consideran como uno de los factores mas
importantes que afectan la generacion de H». El tipo, la concentracion y la velocidad de
alimentacion del sustrato son vitales para la MEC, ya que determina el proceso de reaccion
y el rendimiento de H». Se puede utilizar una gran variedad de sustratos para la produccioén
de H> en una MEC, que van desde compuestos puros hasta mezclas complejas de materia
organica contenidas en las aguas residuales. La Figura 10, ilustra una clasificacion de
sustratos que se han utilizado en los estudios de una MEC:
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Sustratos usados

en una MEC
Sustratos no- Sustratps Aguas
fermentables complejos residuales
ﬂ fermentables
Ac@tato - Glucosa (CsH120) Agua residual doméstica
Aqdo ace:us:o Celulosa Agua residual de rastro
Aqdo b’utl.rlco Maltosa Agua residual tratada
Aqdo lactl(f9 _ Sacarosa Agua residual del proceso
Aqdo propionico Celobiosa del vino (Vinaza)
ACIdO valérico Biomasa de Agua residual del proceso
Acido férmico ) de papas
: lignocelulosa ) ,
Glicerol Efluente de Agua residual de lecheria
Etanol reactor anaerobio (lactosuero)

Lactato i
con deflectores Re’s1duos del proceso del
azucar (melaza)

Figura 9. Clasificacion de diferentes sustratos usados en celdas de electrolisis
microbianas (MEC) (Kadier, et al., 2016)

De las anteriores, la vinaza, el lactosuero y la melaza se utilizaron en esta investigacion.

1.9. Vinaza como contaminante

La vinaza es un liquido de color café turbio, por el elevado contenido de sélidos en
suspension que contiene, presenta un olor caracteristico a alcohol-caramelo, similar al
adquirido por el agave cocido y se compone, en promedio, de 90% de agua y 10% de sélidos.
La principal caracteristica es su alta carga organica, lo que se refleja en las concentraciones
de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y la Demanda Bioquimica de Oxigeno
(DBO), cuyos pardmetros varian en promedio en un intervalo de 60.0-100.0 y de 35.0-60.0
g/l, respectivamente, ademas de los sélidos en suspensién, cuyo rango es de 20.0 a50.0 g/l y
otras sustancias. Otro aspecto que hace a las vinazas agresivas al medio ambiente es su
descarga a altas temperaturas (85 - 90 °C), lo cual las convierte, ademas, en un contaminante
térmico. Las vinazas se han convertido en un problema ambiental que requiere atencion
inmediata ante las perspectivas de crecimiento del sector. Se vislumbran algunos usos de las
vinazas, ademas de la agricultura: los biocombustibles, su uso como sustrato y la obtencion
de algunos compuestos se presentan como alternativas para su aprovechamiento.
Tradicionalmente, las vinazas son vertidas a cuerpos de agua y campos de cultivo, sin
embargo, el uso de vinazas para riego ha sido cuestionado, pues componentes como grasas y
aceites se transforman en ceras que forman una pelicula capaz de impermeabilizar los suelos,
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evitando la filtracion del agua; ademas, se ha demostrado que sus efectos en la microbiota y
en la textura del suelo son negativos (Lopez, et al., 2010; Abreu, et al., 2013).

1.10. Melaza como residuo contaminante

La melaza es el residuo de cristalizacion final del azucar, del que no se puede obtener mas
azucar por metodos fisicos. México produjo 2,04 millones de toneladas de melazaen
2020/21, un aumento de 80 mil toneladas anuales (https://www.czapp.com/es/analyst-
insights/mexico-la-produccion-de-melaza-rebota-tras-la-sequia-3/). Su aspecto es similar al
de la miel de abeja aunque de color parduzco muy oscuro, practicamente negro. El sabor es
dulce, agradable, segun los expertos, cuanto méas oscura sea, mas sabor y nutrientes tendra.
La melaza contiene de 75 a 83% de materia seca, 30 a 40% de sacarosa, 2.5 a 4.5% de
compuestos nitrogenados (predominado aspartato y glutamato) y aproximadamente, 0.4 a
1.5% de nitrégeno. La melaza contiene de 26 a 40% de sacarosa y de 12 a 25% de azUcares
reductores, con un contenido total de azucar de mas de 50 a 60%. El contenido de proteina
cruda normalmente es bastante bajo (cerca del 3%) y variable, el contenido de ceniza varia
de 8-10%, constituido principalmente por K, Mg, Ca, Cl y sales de azufre. Esta composicion
es precisamente lo que le da a la melaza un gran valor alimenticio como suplemento en la
elaboracion de piensos para la alimentacion de ganado. La melaza se considera como un
residuo industrial no toxico (http://ww.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/171888/Nota
Informativa Noviembre Melazas ).

1.11. Suero de leche o Lactosuero

El lactosuero o suero de leche se define como un producto lacteo obtenido de la separacion
del coagulo de la leche, de la crema o de la leche semidescremada durante la fabricacion del
queso, mediante la accién &cida o de enzimas del tipo del cuajo (renina, enzima digestiva de
los rumiantes) (Poullikkas, et al., 2017) que rompen el sistema coloidal de la leche en dos
fracciones: 1). Una fraccidn sélida, compuesta principalmente por proteinas insolubles y
lipidos, las cuales en su proceso de precipitacion arrastran y atrapan minoritariamente
algunos de los constituyentes hidrosolubles. 2) Una fraccion liquida, correspondiente al
lactosuero en cuyo interior se encuentran suspendidos todos los otros componentes
nutricionales que no fueron integrados a la coagulacion de la caseina (Poveda, et al,. 2013).
Sin embargo, la mayor parte del lactosuero es vertido en los desagues, rios u otros cuerpos
de agua.

gura 10. Aspcto del suero de leche (a), vinaza tequilera (b)
y melaza de cafia (c).
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1.12. Caracterizacion de la Actividad Bioelectroquimica

Las MECs son analizadas y comparadas en términos de produccion de corriente, tasas de
produccién de hidrégeno, recuperacion de hidrogeno y recuperacion de energia. La corriente
es tipicamente referida al area superficial de cualquier electrodo (m?) o al volumen del reactor
(m), lo que permite una mejor comparacion entre los diferentes reactores que simplemente
reportan la corriente en mA o A. La corriente relaciona directamente la tasa de produccion
de hidrogeno con los electrones que viajan al catodo y que se convierten eventualmente en
gas. El uso de grandes areas superficiales anddicas, menor espacio entre los electrodos,
diferentes materiales de fabricacion de la membrana (si se usa) y mejores disefios en el
reactor, han incrementado los rendimientos en la densidad de corriente y la recuperacion de
hidrogeno en una MEC (Kadier, et al., 2016). Debido a la naturaleza electroquimica de las
MEC, se han implementado diferentes técnicas electroquimicas para evaluar el desempefio
de las mismas. Las MECs son sistemas mas complejos que los sistemas electroquimicos
tradicionales, pues los procesos de transferencia de electrones son mediados por
microorganismos, por lo que se debe tener en claro el tipo de técnicas que se emplearan para
obtener e interpretar correctamente la informacion. A continuacion, se describen los
principios electroquimicos y algunas de las técnicas empleadas:

1.12.1. Potencial a Circuito Abierto.

El potencial de circuito abierto (OCP por sus siglas en inglés) es el potencial de un electrodo
medido contra un electrodo de referencia utilizando generalmente un potenciostato. El
sobrepotencial, es la medida de la irreversibilidad de los procesos que ocurren, es decir, es la
diferencia entre el potencial de equilibrio (reversible) de un electrodo con corriente neta cero
y su potencial operativo con un flujo de corriente neta. Representa el voltaje maximo
producido cuando la MEC se encuentra a circuito abierto. En la Figura 12 se observa una
curva tipica de PCA en un sistema biologico. En otras palabras, el analisis del OCP determina
el voltaje producido en un BES o el potencial generado por una reaccion redox durante la
corrosion de materiales de electrodos sumergidos en una solucion.
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Figura 11. Curva de potencial de circuito abierto (OCP)
para un sistema bioelectroquimico.
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1.12.2. Voltametria de barrido lineal (LSV)

En este tipo de Voltametria, la celda se compone de tres electrodos sumergida en la
disolucion del analito. Al electrolito problema se le suele anadir un exceso de electrdlito no
reactivo "electrolito soporte". Se denomina "de barrido lineal" porque se modifica
linealmente el potencial del microelectrodo durante el analisis (Figura 13) (Paz, et al., 2016).
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Figura 12. Voltametria de barrido lineal y la evolucién de la
densidad de corriente en el tiempo (Paz, 2016. Tesis IPICYT)

1.12.3. Impedancia electroquimica galvanostatica (Eisgalv)

La impedancia es la medida de la oposicion de un sistema ante una accion periodica ejercida
sobre ¢l, que puede tomar la forma de un voltaje, una fuerza o una onda de presion, entre
muchas acciones posibles. La MEC, al ser un sistema bioelectroquimicos posee todas las
propiedades inheretes a la electricidad como son la conductividad electrica y impedancia.

1.13. Factores que afectan la produccion de hidrogeno en una MEC

Varios factores pueden afectar la tasa de produccion de hidrégeno en una MEC que incluyen
los siguientes: 1) la arquitectura del reactor, 2) materiales de construccion de los electrodos,
3) la composicion quimica de la solucion, 4) la operacion en modo batch o de flujo continuo

de la celda y 5) tamafio y tipo de inoculo.

1.13.1. Arquitectura del reactor

Las celdas de electrélisis microbiana se disefian tipicamente como un sistema de dos
camaras con las bacterias en la cAmara del anodo separada de la camara del catodo por una



membrana. El uso de una membrana no solo reduce el cruce de combustibles y bacterias del
anodo a la camara del catodo y ayuda a mantener la pureza del hidrégeno gaseoso generado
en el céatodo, sino que también funciona como separador para evitar cualquier cortocircuito.
Sin embargo, el inconveniente de usar una membrana en una MEC es que puede afectar la
transferencia de protones y/o iones hidroxilo a pH neutro y, por lo tanto, aumentar la
resistencia interna. El principal desafio de usar este tipo de MEC (Figura 14) es la alta
resistencia de la membrana, que puede contribuir a las bajas densidades de corriente (0,2-0,3
A/m?) y la tasa de produccion de hidrégeno (0.015-1.1 m*/dia/m?) cuando se utiliza este tipo
de MEC. Se desarrollé un sistema MEC de una sola camara recientemente sumergiendo tanto
el anodo como el catodo en la solucién en una camara (Figura 13B y 13C). El cuerpo se
puede hacer con un frasco de vidrio (Figura 13B) o una caja rectangular de acrilico (Figura
13C). Una de las ventajas de usar MECs de una sola camara es que la eliminacion de la
membrana puede reducir la pérdida de potencial causada por la resistencia de la membrana,
lo que aumenta la densidad de corriente y la alta tasa de produccion. Las densidades de
corriente (4.2-12 A/m?) generadas por las MEC de una sola camara fueron generalmente mas
altas que las de los MEC de doble camara con membranas (0.4-3.3 A/m?) Otras ventajas de
usar MEC de una sola cdmara incluyen la facilidad de fabricacion y esterilizacion en
autoclave (con menos partes mdviles) y la falta de problemas relacionados con las
membranas, tales como incrustaciones, degradacion y alto costo (Liu, et al., 2010).
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Figura 13. Esquemas e imagenes de MECs con membrana de separacion (A)

y sin membrana (B y C)



La mayor ventaja de usar una MEC de cadmara tnica es la reduccion de pérdidas de potencial,
como consecuencia de la eliminacion de la membrana. Esto aumenta la densidad de corriente
y la tasa de produccion de hidrogeno apreciablemente. Los datos obtenidos indican que las
densidades de corriente y las eficiencias coulombimétricas obtenidas en una MEC de una
sola cdmara (4.7-9.3 A/m?; 98—-127%) son mucho mayores que las obtenidas en una MEC
de doble camara (0.4-2.9 A/m?; 28-68%). La razon de tal diferencia estriba en la mayor
resistencia de la MEC de doble camara debido a la presencia de la membrana de intercambio
i6nico. Sin embargo, la produccion de metano por bacterias hidrogenotroficas con
recuperaciones reducidas de hidrogeno es probablemente la desventaja mas importante de
una MEC sin membrana. Incluso se inform6 que Las MECs de doble camara producen gas
de hidrégeno contaminado con gases como el CO> y el metano. Una de las estrategias que se
ha sugerido para reducir la produccion de metano en una MEC sin membranas, es la
exposicion periodica del reactor al aire entre los ciclos de alimentacion. Call y Logan 2008,
informaron que a voltajes de entrada de més de 0,2 V, la produccién de metano se limit6 a
alrededor del 4% mientras que el gas H> se produjo con mas del 87% de pureza. Con un
voltaje de entrada de 0.6 V, la concentracion de metano se redujo atin mas al 0.9%. Hu ef al,
2009, también informaron menos del 1% de concentracion de metano con 15 minutos de
exposicion del anodo al aire con un 64% de recuperacion total de hidrogeno (Parkhey, et al.,
2017).

Un enfoque novedoso para reducir la metanogénesis fue presentado por Chae et al,, 2010, en
el que utilizaron inhibidores quimicos del 2-bromoetanosulfonato y la lumazina para prevenir
el crecimiento de metanogenos. Informaron que una concentracion de 286 uM redujo las
pérdidas de electrones metanogénicas de 36.4% a 2.5% mejorando la eficiencia de
produccion de hidrogeno de 56% a 80% (Parkhey, P. ef al., 2017). Ademas, es importante
agregar que en la ultima década, las MECs como una nueva fuente de biocombustibles han
sido ampliamente revisadas. Estos incluyen informacion actualizada del inoculo, los
materiales de los electrodos, la arquitectura de la celda, rendimiento y eficiencia energética
de estos sistemas MEC, material del catodo y catalizadores adecuados para generar Hz en la
MEC, los recientes avances en el mecanismo y operacion de una MEC, los sustratos
utilizados en la misma, asi como las nuevas aplicaciones de las MEC y su rendimiento
resultante. Los mecanismos de transferencia electronica externa de dos bacterias principales
en los estudios de los Sistemas Bioelectroliticos (BES), Geobacter sulfurreducens y
Shewanella oneidensis fueron descritos con gran detalle. Sin embargo, aiin falta una revision
exhaustiva sobre las configuraciones de las MEC (Parkhey, P. et al., 2017). Hasta donde se
sabe, las tasas maximas de produccion de hidrogeno (HPR por sus siglas en inglés) de las
MEC de pequefia escala (volumen <100 ml) y talla mediana (100 ml <volumen <1 L) han
alcanzado 50 L/L d y 2.8 L/ L d, respectivamente, mientras que para los mayores de 1 L, los
HPR no han superado 1 L/L d. El bajo rendimiento de las MECs mds grandes se atribuye en
gran parte a la baja relacion existente, entre la superficie del electrodo y el volumen del
reactor, las grandes resistencias internas causadas por la alta resistencia de los electrodos de
carbono y la deficiente transferencia de masa en el reactor mas grande (Guo, et al., 2017).
De acuerdo con Sun et al, 2016, algunos factores internos que pueden deteriorar el
rendimiento de una BES son:

* (1) bioincrustacion y bloqueo de la membrana (si se usa) (obstruccion del transporte de
protones a la camara del catodo),

* (i1) crecimiento excesivo del biofilm anoddico [causando capas no conductoras (muertas)],
tasa de difusion de sustrato limitada e
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* (iii) inactivacion del catodo debido a la deposicion de agregados de sal (ocupando en parte
los sitios reactivos y bloqueando el transporte de protones a la superficie). Ademas, la
cantidad de electrones que alcanzan el anodo (como aceptor de electrones en condiciones
anaerodbicas) influird en la densidad de corriente, que es la medida comun para expresar la
actividad electroquimica de la biopelicula y determina la recuperacion catddica de Hy asi
como la tasa de produccion del mismo (Kumar, et al., 2017).

1.13.2. Materiales de construccion de los electrodos.

Muchas estrategias se han adaptado para mejorar el rendimiento del anodo en un MFC y
MEC. No obstante que muchos factores afectan la resistencia interna, reducir el espacio entre
los electrodos (Parkhey, et al., 2017) y utilizando una gran area superficial anodica, asi como
cuidar el control del oxigeno, que cruza o viene desde el catodo, podria reducir la resistencia
6hmica e incrementar la corriente en una MEC v. g. el anodo tipo brocha en una MEC, que
tuvo una gran area superficial, con un espacio entre electrodos de 2 cm, gener6é una mayor
tasa de produccion de hidrégeno y mayor eficiencia energética que una MEC con un céatodo
plano y 1 cm de espacio entre electrodos (Cheng, et al., 2011). Un pequeiio cambio en el
espaciado de los electrodos provoca una gran disminucion en la resistencia interna del
sistema con una solucién de baja conductividad. Mientras que en las soluciones de
conductividades mas altas, el efecto del espaciado de los electrodos en la resistencia interna
no fue significativo. Hutchinson et al. 2011 informé que aumentar la separacion de los
electrodos de 0.4 a 1.4 cm y reducir la conductividad de la solucién de 7.8 mS/cm a 1.8
mS/cm, incrementaba la resistencia interna del sistema (Khan, e al., 2017). No obstante, la
naturaleza del material y el disefio de los electrodos juegan un papel importante en la
definicion de la eficiencia de un reactor MEC para la produccion de hidrogeno. Los
electrodos deben ser altamente conductivos (es decir, deben tener baja resistencia eléctrica),
no deben corroerse facilmente, deben de conseguirse de manera fécil y econdmica y deben
ser escalables (ver Tabla 2 y Figura 19). Los materiales a base de carbono, como el grafito,
estan por encima de otros metales en cuestiones de menor costo, alta durabilidad y menos
corrosion. Las laminas y varillas de acero inoxidable también se utilizan como material de
electrodo, ya que son baratas, de facil acceso y se pueden personalizar en diversas formas y
disefios. Fan et al., 2011, describieron la aplicacion de dnodos de grafito recubiertos con
nanoparticulas de oro (Au) y paladio (Pd) para una generacion mejorada de corriente en una
MEC con multidnodos. Sus hallazgos, usando Shewanella onediensis MR-1 revelaron que el
anodo con nanoparticulas de Au producia 20 veces mas y los danodos con Pd producian
densidades de corriente 50-150% mas altas que los d&nodos de grafito normal. Por otro lado,
las modificaciones en el disefio y la disposicion del &nodo han mejorado sustancialmente el
rendimiento de las celdas bioelectroquimicas. Algunos de los enfoques més comunes son la
optimizacién de la disposicion del anodo, el uso de anodos porosos y anodos recubiertos de
nanoparticulas para aumentar la produccion actual. Liang ef al., 2011, estudiaron diferentes
modos de arreglo del 4nodo y concluyeron que al colocar los dnodos en disposicion de
apilamiento, la densidad de corriente y la tasa de produccion de hidrégeno aumentaron a 621
+ 20.6 A/m3z y 5.56 mz/ms/d, lo que representd un incremento de 72% y 118%
respectivamente. Sin embargo, el verdadero desafio es identificar y disefiar mejores catodos
para la produccion de hidrégeno en una MEC (Parkhey, P. et al., 2017).
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1.14. Resistividad eléctrica de los materiales conductores

Una propiedad muy importante de los materiales conductores que nos sirve para disefiar
mejores catodos, es la resistividad o resistencia especifica propia de un material. La
resistividad indica qué tanto se opone el material al paso de corriente. La resistividad es la
resistencia eléctrica especifica de un material. Se designa por la letra griega rho minuscula
(p) y se mide en ohmios por metro (Qem). Su valor describe el comportamiento de un material
frente al paso de corriente eléctrica, por lo que da una idea de lo buen o mal conductor que
es. Un valor alto de resistividad indica que el material es mal conductor mientras que uno
bajo indicara que es un buen conductor. Generalmente la resistividad de los metales aumenta
con la temperatura, mientras que la resistividad de los semiconductores disminuye ante el
aumento de la temperatura (Serway. Physics for Scientists and Engineers). En la siguiente
Tabla 2, se pueden observar las resistividades de diferentes materiales:

Tabla 3. Resistividades de diferentes materiales

p (20- 1x10 8
Resistividad 5°C) Q.m
Simbolo Metal No. Valor
Ag Plata 1 1.59
Cu cobre 2 1.7
Au oro 3 2.44
Al aluminio 4 2.82
w tungsteno 5 5.6
Zn cinc 6 5.9
Ni niquel 7 6.4
Fe hierro 8 8.9
Pt platino 9 10.6
Pd paladio 10 10.54
Sn estafio 11 11.5
Pb plomo 12 22
Cor grafito 13 60
SSs301 S steel 301 14 72

(Fuente: www.unicrom.com consultado el 8/08/2018)

Al graficar los valores de la Tabla 3, obtenemos la grafica de la Figura 14, en donde podemos
observar, que los valores de las resistividades de los materiales utilizados para la construccion
de los electrodos en una MEC (Carbono y sus derivados, Acero inoxidable (SS o Stainless
Steel por sus siglas en inglés) y platino; los dos primeros tienen mayores resistividades que
los otros materiales no utilizados en forma comun en las diferentes investigaciones. Lo
anterior nos sirve para disefiar mejores electrodos, que posean una menor resistividad, es
decir que conduzcan de mejor manera la corriente eléctrica entre los electrodos y, asi
coadyuvar a la disminucion de la resistencia interna de la MEC y mejorar el comportamiento
de la misma. Por ejemplo, si analizamos los materiales que se encuentran por debajo del
Plomo (Pb), todos tienen una menor resistividad a éste, asi como al Carbono y sus derivados,
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y aun mas al acero inoxidable (SS) que posee la mayor resistividad de toda la muestra de
materiales conductores. Por lo tanto, podemos escoger cualquiera de ellos, ya sea uno solo
para ambos electrodos, o bien, uno diferente para el anodo y otro para el catodo.
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Figura 14. Resistividades de diferentes materiales.

La presencia de catalizadores de platino reduce los sobrepotenciales catddicos al disminuir
la energia de activacion y, por lo tanto, hace que la tasa de reaccion en general sea favorable.
Por lo tanto, es necesario identificar los sustitutos de platino que sean mas baratos, pero su
eficiencia en la evolucion de hidrogeno permanezca comparable al catalizador de platino. El
mdas comun de estos materiales son los catalizadores de acero inoxidable y catalizadores
basados en el niquel. Sus ventajas mas evidentes son su bajo costo, facil disponibilidad, bajo
sobrepotencial y su estabilidad en soluciones alcalinas.

1.15. Relacion entre el darea de los electrodos y el volumen del liquido

Verea, et al., 2014, estudiaron el efecto de la proporcion entre el area de los electrodos y el
volumen del liquido en el reactor (Aeclectrodos/ Vreactor), encontrando que la relacion mayor a 1
mejora la produccion de hidrogeno.

1.16. Reaccion de evolucion del H, sobre el Ni como catalizador

Para disminuir el gasto de energia aplicada (kWh/m?® H») y aumentar la tasa de produccién
de H; (es decir, m*> Ho/m>MEC.d) de una MEC, se utiliza un catalizador en el catodo. El
catalizador disminuye el potencial de activacion de HER, es decir, la energia de activacion
para la reaccion de transferencia de carga en la superficie del catodo. Las primeras MECs
utilizaron un catodo con catalizador de Pt. Sin embargo, los altos costos de Pt han estimulado
la busqueda de catalizadores alternativos, como metales de transicion no-nobles. Estudios
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previos han mostrado que los catodos basados en catalizadores de metales no-nobles como
Fe y Ni, podrian utilizarse como catodos en una MEC y obtener buenos resultados
(Jeremiasse, et al., 2011).

Un céatodo adecuado debe tener las siguientes propiedades: gran area de superficie activa,
estabilidad electroquimica, alta area de superficie especifica, alta tasa de produccion de Ho,
excelente estabilidad de ciclo y bajo sobrepotencial de hidrogeno. Dado que el Ni tiene un
sobrepotencial mas bajo y una densidad de corriente mas alta, se considera un catalizador de
metal no-noble muy prometedor para el catodo de una MEC (Wang, et al., 2018).

La mayoria de los métodos actuales de produccion de hidrégeno utilizan procesos como el
reformado con vapor y la gasificacion del carbén que dependen de fuentes de energia no
renovables. La electrohidrogénesis utilizando células de electrdlisis microbiana (MEC) es un
enfoque prometedor para la produccion de hidrégeno a partir de materia organica, incluidas
las aguas residuales y otros recursos renovables. En un MEC, las bacterias exoelectrogénicas
oxidan la materia organica en CO», electrones y protones. Las bacterias transfieren electrones
de la reaccion de oxidacion al anodo y liberan protones a la solucion. El gas hidrégeno se
forma por la reaccién entre electrones y protones en el catodo, que se logra al agregar un
voltaje suplementario (0.114 V en teoria para el acetato como sustrato) al producido por las
bacterias (aproximadamente 0.2 V) para superar la barrera endotérmica de la formacion de
hidrégeno (0.414 V) (Selembo, et al., 2010).

La cinética de la evolucién electroquimica del hidrogeno en un medio acido se mejora
aleando Ni con un metal de transicion (hacia el lado izquierdo del Ni en la tabla periddica).
Se encontrd que dos efectos son responsables del comportamiento observado: (i) un aumento
en larugosidad de la superficie y (ii) un aumento en la actividad intrinseca del material debido
a lamodificacion de la densidad de electrones en los orbitales d sobre 0 encima de la aleacion
(Navarro, et al., 2005).

La pluralidad de fases implicadas en la reaccion de evolucion del Hz, apunta a un mecanismo
bifuncional, en el que ciertos sitios ayudan a estabilizar el agua a medida que un proton se
adsorbe en la superficie (Ecuacién 24), y diferentes sitios catalizan un paso Tafel (Ecuacién
25) 0 un paso de Heyrovsky (Ecuacién 26):

HO + & — Hygs + OH" (Ecuacioén 24)
2Has — > Ho, (Ecuacion 25)
H,O +Hyst e —> H, + OH" (Ecuacion 26)

Las aleaciones de niquel-molibdeno (Ni-Mo) en particular se han convertido en los
catalizadores de metales no preciosos de mejor rendimiento para la HER, con potenciales de
inicio competitivos con Pt electro-depositado. Sin embargo, si bien las aleaciones de Ni-Mo
co-electro-depositadas y co-sintetizadas han sido objeto de un amplio estudio, la naturaleza
del sitio o sitios activos y el mecanismo de mejora no han sido clarificados (Mckay, et al.,
2016).
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1.17. Materiales usados para los catodos
1.17.1. Catodos de malla de acero inoxidable

Un desafio para la comercializacion de la tecnologia de una MEC, es disefiar un catodo de
bajo costo y altamente eficiente. El acero inoxidable (SS) es muy econdmico, y los catodos
hechos de este material con altas areas de superficie especifica pueden lograr un rendimiento
similar al de los catodos de carbono que contienen un catalizador de platino en una MEC.
Los catodos de malla de SS dieron un area de superficie mas alta que los electrodos de placa
plana. Asi mismo, las pruebas de voltametria ciclica mostraron que el area de superficie
electroquimicamente activa de una malla de cierto tamafo podria ser tres veces mas grande
que una lamina plana.

La malla de acero inoxidable al ser plana, permite un mayor acercamiento entre el catodo y
el anodo, ademas, la malla puede producir areas de superficie mas altas que las laminas planas
de este u otro metal. Las mallas se caracterizan en términos de nimero de malla (numero de
lineas de malla por pulgada), con diferentes didametros de alambre y tamafos de poros. Si
bien, con el uso de esta malla se pueden obtener mayores tasas de evolucion del hidrogeno,
debido al aumento del area superficial, también es cierto que la evolucion de las burbujas de
hidrogeno, se afectarian por el tamafio de los poros y los alambres. La composicion quimica
de la malla (tejida o expandida) de SS utilizada en la investigacion, tuvo la siguiente
composicion: SS 304 (0.08% C, 2% Mn, 1% Si, 18-20% Cr y 8-11% Ni) (Zhang, et al.,
2010). Por otro lado, otras alternativas de catodos basadas en Co y FeCo para sustituir al Pt,
fueron examinadas por Cheng & Logan en 2008, en una celda electroquimica de tres camaras;
se encontrd que estas alternativas tenian un rendimiento 40—-80% mejor que las superficies
no catalizadas, pero estas alternativas no igualaban el rendimiento de Pt en sus pruebas
electroquimicas utilizando voltametria ciclica (Wang, et al., 2011). Para lograr una alta tasa
de produccion de H» volumétrica mediante un voltaje aplicado menor, se deben minimizar
las pérdidas de potencial. Las mayores pérdidas de potencial son causadas por el
sobrepotencial del anodo y el sobrepotencial del catodo. El sobrepotencial del anodo puede
reducirse mejorando la carga y el transporte masivo del dnodo, por ejemplo, utilizando un
flujo a través del anodo. El sobrepotencial del catodo puede disminuirse utilizando un catodo
basado en Pt (para disminuir el sobrepotencial de activacion) y mejorando el transporte de
masa (para disminuir el sobrepotencial de concentracion). Sin embargo, el alto precio de los
catodos basados en Pt aumenta los costos de capital en una MEC. Por lo tanto, es necesario
desarrollar un catodo de metal no noble que sea mas econdmico. La mayoria de los catodos
de metales no nobles investigados para una MEC se basan en Ni y sus aleaciones (Ni-P,
Cu/Ni, Ni-W-P y otros), y malla de acero inoxidable. El Ni tiene un sobrepotencial de HER
menor y es mas estable en condiciones alcalinas que la mayoria de los otros metales no
nobles, como el Fe (Jeremiasse, et al., 2010). El catodo es la parte mas importante en una
MEC donde se produce el Ha, y el precio del catodo representa aproximadamente la mitad
del costo total. La malla de acero inoxidable, tiene una gran area de superficie activa de hasta
78 m*/m>. Y asi, el catodo de malla de Ni es superior al Pt en la velocidad de produccién y
la densidad de corriente volumétrica. Un catodo adecuado para la "‘produccion de Hy, debe
tener las siguientes propiedades: gran area de superficie activa, estabilidad electroquimica,
area de superficie especifica alta, alta tasa de produccion de Hz, excelente estabilidad en
varios ciclos y bajo potencial de hidrégeno. Dado que el Ni tiene un sobrepotencial mas bajo
y una mayor densidad de corriente, se considera un catalizador de metal no noble muy
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prometedor para el caitodo MEC. La deposicion del Ni se realiza sobre una base que actia
como soporte, para ello se usan entre otros: papel carbon, cobre u otro metal, ya sea en forma
solida o en forma de malla (Wang, et al., 2018).

1.17.2. Catodos de Cobre y Niquel

Se han utilizado catodos de cobre metalico recubierto con Ni, para reducir el costo en el uso
de catodos de Pt. La produccion de hidrégeno utilizando el catodo de Ni-W-P se estudid por
primera vez en una MEC de una sola camara sin membrana. A una tension aplicada de 0.9
V, las MECs con catodos de Ni-WP obtuvieron una tasa de produccion de hidrogeno de 1.09
m?/md, con una recuperacion catodica de hidrogeno del 74%, una eficiencia coulémbica del
56% y una eficiencia de la energia eléctrica en relacion con la energia aplicada del 139%
(Wang, et al., 2011). El niquel tiene un sobrepotencial de evolucioén de hidrégeno mas bajo
y una mayor densidad de corriente que el acero inoxidable, por lo que se considera un
catalizador de metal no-noble prometedor para el catodo de una MEC. Ademads, se ha
reportado una alta actividad catalitica lograda por una pequefia cantidad de P en las
aleaciones a base de niquel. La aleacion de Ni-P no solo tiene buenas propiedades fisicas y
quimicas, sino también un rendimiento superior en la evolucion del hidrogeno (Fujian, et al.,
2017).

1.18. Analisis del deposito de Ni

La presencia de particulas de Ni depositadas se confirma mediante analisis de microscopia
electronica de barrido (SEM por sus siglas en inglés) y voltametria ciclica. La carga del
deposito de Niquel se determina por la diferencia en peso (0.1 mg) antes y después de la
electrodeposicion. El electrodo se lava, enjuaga y se seca bajo vacio a 60 °C por 1 h antes y
después de la electrodeposicion. La reproducibilidad de la técnica de electrodeposicion se
verifica midiendo las cargas de Ni (v. g. 5 electrodos diferentes preparados en las mismas
condiciones). Los resultados no deberan mostrar mucha diferencia entre si (v. g una
variacion dentro del 2%).

De acuerdo con la teoria electrocatalitica, se explica que dicha actividad, se debe al calor de
adsorcion de los intermediarios en la superficie del electrodo. Algunos metales con fuertes
enlaces de hidrégeno como el Cu, el Fe y el Ni se eligen para la preparacion de catalizadores.
El metal de cobre con una superficie porosa, se utiliza en aplicaciones de electrocatalisis,
celdas de combustible, baterias, condensadores y sensores. El beneficio de la superficie
electrocatalitica porosa es que el area de superficie verdadera por unidad de area geométrica
tiene mas pliegues que conforman el area (Telli, ef al., 2018).

1.19. Tratamientos para modificar la superficie de los electrodos
La superficie de los electrodos se modifica con tratamientos especiales que modifican su
estructura para mejorar el rendimiento en la oxidacion (caso del &nodo) de la materia orgdnica

presente en el agua residual que es usada como sustrato en una MEC o en la reaccion de
reduccion (caso del catodo) para producir hidrogeno.
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1.19.1. Tratamiento del fieltro

El fieltro de grafito se trata previamente sumergiéndolo durante 24 h, alternadamente primero
en acido clorhidrico 1 M, después se enjuaga con agua desionizada, luego se le da un
tratamiento con hidroxido de sodio 1 M, también durante 24 horas y finalmente se enjuaga
con agua desionizada (Shen, et al., 2014).

1.19.2. Tratamiento del catodo de Cobre

El catodo de cobre se trata con una solucion de HCl 1M durante la noche, para limpiar la
superficie del 6xido y otras impurezas que se le hayan formado al paso del tiempo. Después
se enjuaga con agua desionizada y se seca en la estufa (Wang, ef al,, 2011).

1.19.3. Tratamiento del catodo de Fe

La superficie de Fe generalmente se limpia con una soluciéon de HCI al 10% durante 30
minutos, luego se enjuaga con agua desionizada y se seca en la estufa.

1.19.4. Tratamiento del catodo de Malla # 60 de acero inoxidable

La malla 60 de acero inoxidable se sumerge en solucion de HoSO4 1M durante 24 horas, para
limpiar la superficie y disminuir la resistencia eléctrica (Rivera, et al., 2017)

1.20. Composicion quimica de la solucion o sustrato

Se ha determinado que un solo sustrato no puede denominarse perfecto para la produccion
de hidrogeno en un reactor MEC y no es justificable comparar la eficiencia del rendimiento
de MEC unicamente sobre la base del sustrato utilizado.

De manera similar, el desarrollo de metandgenos y produccion de metano y las altas pérdidas
O6hmicas debido a la baja conductividad de las aguas residuales son otras areas importantes
de preocupacion que deben ser clasificadas antes de desarrollar un sistema bioelectroquimico
de tratamiento de aguas residuales como un enfoque potencial para la produccion de
hidrégeno. Las aguas residuales como sustrato desempefian un papel importante en la
regulacion de la economia en el proceso de produccion de hidrogeno, ya que hacen que aquel
sea econdmicamente mas barato ya que son efluentes principalmente industriales y no tienen
ningtn valor econdémico (Parkhey, P. et al., 2017).

1.21. Operacion en modo batch o de flujo continuo de la celda

Un flujo continuo en una MEC produce un alto amperaje (1630 A/m?), usando un espacio
entre electrodos menor a 1 c¢cm, sin embargo, se obtiene una baja produccion de hidrogeno
del orden de 4.3 m*/m3d (Lee and Rittmann, 2010). Esa baja recuperacion de hidrégeno se
debe a la oxidacion bacteriana del mismo, asi como la baja eficiencia en la conversion
catodica (Cheng, S. ef al., 2011; Lee et al., 2009). Debido a lo anterior, los estudios que se
realizan en una MEC se prefieren en modo batch o por lote.
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1.22. Inéculo

El consorcio microbiano natural de muchas fuentes es ampliamente utilizado para la
produccion de hidrogeno. El tipo de sustrato y las condiciones operativas aplicadas a los
biodigestores del consorcio natural utilizado como indculo afectan la variacion de las
especies y la cantidad de microbios que inducen la formacion de biogas (Amekan, et al.,
2018). Adicionalmente, tanto la eliminacion de las bacterias consumidoras de H> (BCH)
como la no-eliminacion de las bacterias productoras de H» (BPH), es importante para
alcanzar una alta conversion de sustrato en H». En general, las BPH pueden esporular, por lo
que son estables en ambientes hostiles. Por lo tanto, los métodos aplicados al in6culo para
eliminar las bacterias indeseables son tratamientos drasticos que eliminan las bacterias en
forma vegetativa, principalmente aquellos que no producen o consumen H» permitiendo la
germinacion de las esporas de las BPH que sobreviven al proceso. Los principales
microorganismos indeseables que deben eliminarse en los tratamientos previos son las
bacterias metanogénicas, que producen metano a partir del consumo de H». Existen varios
tipos de inoculo entre los cuales se encuentran: lodo granular metanogénico de una planta de
tratamiento de agua residual (Cisneros, et al., 2015), lodo del digestor de residuos de fruta,
estiércol de vaca y rumen de vaca, lodo del digestor de residuos de tofu (Amekan, et al.,
2018) y estiércol de elefante (Fiala, et al., 2014). Por otro lado, existen varios tipos de pre-
tratamiento del inoculo para la produccion de hidrogeno, éstos pueden dividirse en
tratamientos quimicos y fisicos. Los pre-tratamientos fisicos son aquellos que usan el calor,
las ondas ultrasdnicas y la radiacion ultravioleta. Los pre-tratamientos quimicos incluyen el
choque por el pH y activacion e inhibicién quimica mediante antibidticos (Braz, e al., 2017).

1.22.1 Pre-tratamientos del inoculo
1.22.1.1. Tratamiento térmico

Varios autores han reportado las diferentes técnicas que utilizaron para dar un pre-tratamiento
térmico al indculo, en la produccion de biohidrégeno por fermentacion, entre las cuales se
reportan las siguientes: El lodo granular es disgregado en una malla cerrada, después se pone
en un recipiente con agua y se pone en ebullicion durante 45 minutos (Cisneros, et al., 2015).
O bien, el tratamiento se realiza a 93 °C por 15 min a presion atmosférica normal, después
se enfria a temperatura ambiente y finalmente se guarda en una solucion sintética (Braz, et
al., 2017). Otra técnica utilizada por Danko, et al., 2008, es pasar el lodo granular sobre una
malla de 0.2 mm de abertura, para después darle tratamiento térmico en un autoclave durante
30 min. Fiala, et al., 2014, trato el estiércol de elefante en un horno a 90 °C durante 3 h. Sin
embargo, Gonzalez, et al., 2013, utilizaron una temperatura mayor (100 °C) y mayor tiempo
de tratamiento (30 min). El tratamiento térmico es el mas ampliamente usado en los estudios
de produccion fermentativa de hidrogeno, y su objetivo es el de inhibir y/o destruir las
bacterias no productoras de hidrégeno.

1.22.1.2. Tratamiento dcido
Para el tratamiento acido se utiliza HC1 0.5 N, a un pH entre 3 y 4 por un periodo de 24 horas.

Después de ese tiempo, la solucion se neutraliza con NaOH 0.5 N y asi se desactivan los
metanodgenos hidrogenotréficos (Amekan, et al., 2018). Por otro lado, Fiala, ef al., en 2014,
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utilizaron estiércol de elefante, al cual le dieron un tratamiento con HCI1 0.1 N hasta lograr
un pH de 3.0-4.0, manteniéndolo agitado por 24 horas. Al finalizar la agitacion, ajustaron el
pH a 7.0 usando NaOH 0.1 N.

1.22.1.3. Tratamiento quimico

En el tratamiento quimico para desactivar o inhibir las bacterias metanogénicas, Danko et
al., en 2008, utilizaron bromoetanosulfonato (BES) a una concentracion de 1.25 mM/mL de
volumen del reactor. Mientras que Catal, et al., 2015, usaron diferentes antibidticos con los
siguientes resultados: 1.1 mM de sulfato de Neomicina inhibieron tanto la produccién de
metano como la de hidrégeno, mientras que el 2-Cloroetano sulfonato (20 mM), 2-
Bromoetano sulfonato (20 mM), y 8-aza-hipoxantina (3.6 mM) pueden inhibir la generacién
de metano con aumento simultaneo en la produccion de hidrogeno. El volumen del reactor
utilizado fue de 300 mL aproximadamente.

1.22.1.4. Otros tratamientos

El lavado celular del in6culo en un reactor tipo tanque agitado (CSTR por sus siglas en
ingles), es otro método para eliminar las bacterias metanogénicas. Es un proceso que requiere
de varios dias de agitacion, por lo cual no es utilizado con frecuencia. Cisneros, et al., 2015,
operaron un reactor en continuo durante 10 dias con un tiempo de retencion hidraulico (TRH)
de 8 horas el cual fue equivalente al tiempo de retencion de solidos (TRS); utilizaron 20 g de
glucosa/Lr como sustrato, una agitacion de 250 rpm, 37 °C de temperatura y un pH de 5.7.

1.22.2. Andlisis realizados a los inoculos

Otro analisis importante para la identificacion cualitativa de las cepas presentes en el indculo,
después del tratamiento para eliminar o inhibir las bacterias metanogénicas, se realiza por
medio de tincidn de Gram luego de un tiempo de incubacion de 72 horas a 37 °C, sembrados
en cajas Petri con un medio de cultivo Agar base sangre o agar base sangre + sangre fresca
de res bajo condiciones anaerobias, luego de un tiempo de incubacion de 48 horas a 37 °C,
se aislan y se identifican a través de la respuesta a la técnica de Wirtz-Conklin (verde de
malaquita) y tincion de Gram para la determinacion principalmente de Bacilos Gram
positivos esporulados (Bacillus y Clostridium) (Gonzélez, et al., 2013).

1.22.3. Relacion de indculo con respecto al volumen del sustrato

Por lo general, la inoculacion se realiza con un 10% de volumen del in6culo seleccionado,
con respecto al volumen de sustrato en el reactor (Amekan, et al., 2018).

1.22.4. Determinacion de la comunidad microbiana en el inoculo

El siguiente paso para determinar el comportamiento del in6culo, es determinar la comunidad
microbiana presente en las muestras de los reactores donde fue utilizado. Se analiza mediante
los perfiles de los genes 16S rRNA, se cortan las bandas predominantes y asi se determina
su secuencia de ADN. Clostridium y representantes de Enterobacteriaceae son especies
dominantes, con fuerte presencia del género Lactobacillus (Cisneros, et al., 2015). Los &cidos
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grasos como butirico, acético, férmico y propidnico son los principales metabolitos solubles
primarios producidos por los cultivos en la fermentacion; el resultado demuestra que una
mayor produccion de acido propionico puede disminuir el rendimiento de hidrogeno.
Clostridium perfringens y Clostridium baratii estan presentes en la mayoria de los inoculos
individuales y combinados. La evidencia experimental sugiere que el in6culo de diferentes
biodigestores puede adaptarse bien a las condiciones ambientales y al nuevo sustrato después
de un proceso de combinacion como resultado de la flexibilidad metabdlica derivada de la
diversidad microbiana en la comunidad para producir hidrogeno (Amekan, et al., 2018).
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Capitulo 2. Antecedentes

La mayoria de las investigaciones citadas en la bibliografia, se han realizado usando aguas
sintéticas, de muy variada composicion, diferentes concentraciones de los compuestos para
su conformacion y diferente naturaleza de los mismos. En gran parte de los casos, se utilizan
solamente compuestos de tipo inorganico y, en otros casos, se agregan compuestos organicos.
Sin embargo, solo unos pocos investigadores se aventuran a utilizar aguas reales, con el fin
no solo de producir hidrégeno, sino también investigar si se logra disminuir la DQO del agua
residual. Dentro de las aguas reales existen de muy variada concentracion y las llamadas de
alta concentracion o alta carga organica.

2.1. Tratamiento de Aguas Residuales

Las aguas residuales son tratadas para removerles la materia organica presente en las mismas,
la cual contiene contaminantes que pueden ser dafinos a la salud de los seres vivos que
habitan en su seno o se sirven de ella. Una vez que las aguas tratadas poseen una
concentracion aceptable de contaminantes, estas proceden a disponerlas en cuerpos de agua
o0 a reutilizarlas en actividades como la agricultura, la industria o la recreacién. El proceso de
tratamiento de aguas puede dividirse en tres pasos principales:

1. Pretratamiento. Se basa en procedimientos fisicos de separacion que permite la remocion
de solidos (basura) a través de rejas de cribado. También, en esta etapa existen los
desarenadores, los cuales permite remover particulas como arena y grava.

2. Tratamiento Primario. Es una serie de procesos fisicos o fisicoquimicos que se realizan en
un tanque de sedimentacion, donde se remueve una parte de los contaminantes presentes al
sedimentarse en forma de lodos. Este lodo puede ser reutilizado como abono.

3. Tratamiento Secundario. Es el tratamiento bioldgico en el cual, las bacterias consumen la
materia organica que qued6 después del tratamiento primario. Este es un proceso por lo
general aerobio, aunque también puede ser anaerobio, por tanto, una buena aireacion en
conjunto con otros factores como temperatura, pH y tiempo de retencidn son determinantes
para el crecimiento adecuado de los microorganismos.

4. Tratamiento Avanzado. En esta parte del proceso, se busca reducir los contaminantes
remanentes que no pudieron ser oxidados por los microorganismos. Como ejemplo de
tratamientos avanzados existen: 1) filtracion; 2) desinfeccion y 3) procesos avanzados de
oxidacion. Actualmente, cuando los costos de energia se incrementan continuamente, al igual
que la preocupacion ambiental, es necesario desarrollar e implementar procesos de
tratamiento de agua alternos a los existentes para disminuir el consumo energético y obtener
mejores eficiencias de remocion de contaminantes. Algunos estudios sobre analisis de ciclo
de vida han demostrado que los sistemas bioelectroquimicos (BES) -como es el caso de las
celdas de combustible microbianas (MEC) y las celdas de electrélisis microbianas (MFC)-
son Utiles para la obtencion de productos de alto valor agregado, como lo es el hidrogeno
(Rubén Alonso Chacén Carrera. “Tratamiento de aguas residuales y produccién de hidrogeno
con un sistema bioelectroquimico asistido con dos diferentes membranas”. Tesis CIMAV.
México. 2018).
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2.1.1. Aguas residuales y biorrefineria

Las aguas residuales se pueden considerar también como materia prima para otros procesos.
Se denomina “biorrefineria” al concepto que se ha utilizado para ver a la biomasa como una
alternativa al petr6leo como materia primay a través de diferentes procesos (fisico-quimicos,
electroquimicos y bioldgicos) se pueda transformar la biomasa en diferentes productos, tales
como biocombustibles, productos quimicos industriales y biomateriales. La biorrefieria surge
como una alternativa de tratamiento para las aguas residuales, especialmente para aquellas
que posean un alto contenido de materia organica (agroindustriales, industria alimentaria,
derivados de la produccidn de bebidas alcohdlicas y de confiteria), de este modo se obtiene
un doble beneficio: el tratamiento de las aguas residuales y la obtencion de productos de valor
agregado. En una primera etapa las aguas residuales se tratan por fermentacion oscura donde
se produce hidrdgeno, el cual se sigue produciendo en un sistema bioelectroguimico (SBE)
como lo puede ser una celda de electrolisis microbiana (MEC por sus siglas en inglés). Se
utiliza este proceso en virtud de que una gran variedad de bacterias heterétrofas tiene la
capacidad de producir hidrégeno y dioxido de carbono y a su vez pueden usar varios tipos de
sustratos orgdnicos como fuentes de carbono (René Cardena Davila “Evaluacion de los
factores que afectan la camara anddica y catodica en celdas de electrdlisis microbianas
utilizadas para la produccion de hidrogeno”. Tesis UNAM 2018, México).

2.1.2. Parametros que afectan el disefio de sistemas MEC para el tratamiento de aguas
residuales

Una de las variables mas importantes a considerar al analizar y comparar las MECs para el
tratamiento de aguas residuales y la produccion de energia es la concentracion y el tipo de
materia orgénica. La identidad de la materia orgénica tiene un gran impacto en el rendimiento
de las MECs. La concentracién de las aguas residuales se refiere al nivel de contaminacion
del agua y dicta el tiempo de tratamiento, el tamafio del reactor y el requerimiento y
produccion de energia. Las aguas residuales de alta concentracion tienen una mayor carga
organica; por lo tanto, se puede recuperar mas energia mediante otros métodos de
tratamiento. Sin embargo, las aguas residuales de alta concentracién suelen tardar mas en
tratarse, lo que conduce a mayores tiempos de retencion hidraulico (TRH). La investigacion
debe buscar optimizar el TRH para ayudar a reducir el tamafio del reactor y afectar la
produccién/consumo de energia. La carga organica cambia drasticamente segun las fuentes
de aguas residuales, lo que a su vez afecta la tasa de carga organica (OLR por sus siglas en
inglés). La Tabla 2. 1 muestra los valores de demanda quimica de oxigeno (DQO) de aguas
residuales que han sido tratadas mediante sistemas bioelectroquimicos en estudios previos.
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Tabla 2.1. Rango de la demanda quimica de oxigeno (DQO) para las aguas residuales
con el tiempo de retencién hidraulico (TRH) requerido.

Industria Rango de DQO (g/L) TRH requerido para obtener
una OLR de 1400 mg
DQO/L/h
Agua residual doméstica 0.3-0.5 5-9
Refinacién de alcohol 5-22 86-377
Cerveza y malta 2-7 34-120
Café 3-15 51-257
Proceso de la leche 1.5-5.2 26-89
Carne y aves de corral 2-7 34-120
Procesamiento del pescado 2.5 43
Residuos porcinos 18.3 314
Glicerol crudo 925-1600 15857-27429
Lactosuero 50-102.1 857-1750

(Tomado de Fudge, et al., 2021)

Las aguas residuales de alta concentracion producen mas energia, por lo que pueden ser
econdémicamente mas viables en términos de produccion de energia, ya que las cargas
organicas mas altas contienen un mayor potencial energético. Por ejemplo, se logré una
produccion de energia neta normalizada de 76,2 kWh/m®/d para agua residual del cerdo, un
agua residual de alta concentracion, a un volumen de 16 L y una superficie anddica y catodica
de 11,25 m?/m?®. Sin embargo, en cuanto a las aguas residuales de baja concentracion (<250
mg/L DQO), aunque tienen un TRH bajo, todavia es dificil que el tratamiento sea
econdmicamente viable debido a la muy baja produccion de energia asociada a su menor
contenido orgénico. La Tabla 2.1 también destaca que los flujos de desechos tienen
caracteristicas variables y, por lo tanto, el método de tratamiento de aguas residuales debe
variar. Es poco probable que haya una solucion homogénea para todos los flujos de desechos
organicos. Ademas, algunos flujos de desechos orgénicos no se pueden tratar en una MEC.
El tratamiento del lactosuero, por ejemplo, usando una MEC no produjo gas; esto sugiere
que los microorganismos presentes no pueden descomponer los desechos organicos,
posiblemente debido a que la materia prima inhibe los metandgenos (Fudge, et al., 2021).

2.2. Hidrdgeno bioldgico fermentativo

Dentro de los procesos de produccion de hidrégeno usando microorganismos, se encuentra
el proceso de produccion bioldgico fermentativo. Gonzales et al., 2014 produjeron hidrogeno
bioldgico por fermentacion anaerobia a partir de vinaza con lodos anaerobios tratados
térmicamente para eliminar los metandgenos. La fermentacion anaerdbica de las vinazas duro
70 horas en modo batch o por lote y posteriormente durante 7 dias en modo continuo en un
reactor de 5 litros tipo tanque completamente agitado (CSTR, por sus siglas en inglés).
Obtuvieron una produccion maxima de 0.33 m® de Ha/m3kd usando un pH de 5.5 y una
temperatura de 37 °C. Por otro lado, Balachandar, et al., 2020, estudiaron diferentes residuos
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organicos tales como melaza de cafa, efluentes de destileria y aguas residuales amilaceas
como sustratos potenciales para la produccién de biohidrogeno usando Enterobacter cloacae
IIT-BT 08 como in6culo. La torta desaceitada de mani, se consider6 como suplemento
nutricional para mejorar los rendimientos de biohidrogeno. El rendimiento maximo de
hidrogeno fue de 1.9 m3de Hz/m3&d utilizando melaza de cafia y torta desaceitada de mani,
como cosustrato a escala piloto (50 L). La temperatura se fijo en 37 °C a un pH de 6.5, con
una eficiencia de remocion de DQO y conversion de energia de 18.1 kg/m® y 37.9%,
respectivamente. En otro estudio, Montoya, et al., 2017, estudiaron la generacion de
hidrogeno a partir de la fermentacion anaerdbica de residuos agroindustriales como el
corazon de pifia, utilizando como inoculo lodos pretratados provenientes de una planta de
tratamiento de agua residual del tipo UASB. Los mejores resultados se obtuvieron utilizando
un pH inicial de 5.5, con una concentracidn inicial de sustrato de 5 g de glucosa/Lr y usando
una formulacion de nutrientes basada en magnesio, hierro, zinc y sodio. Posteriormente,
utilizando las condiciones de operacion anteriores, se realizd un escalamiento de la
fermentacion en un biorreactor de 5 L y se alcanzé un rendimiento maximo en la produccion
de hidrogeno de 0.32 m® de Ho/m?:d. Este rendimiento es comparable con datos reportados
en la literatura cuando se ha usado glucosa como sustrato. Los resultados obtenidos sugieren
que los residuos de corazén de pifia podrian ser utilizados como una fuente renovable para la
produccion de hidrégeno. Vanessa Redondas Monteserin en su investigacion de tesis de
grado “Obtencién de hidrégeno mediante la fermentacion oscura de residuos de comida y
lactosuero” Tesis 2014. Universidad de Leon, Espafia, estudid la fermentacion de residuos
de comida y lactosuero para la produccién de hidrégeno. Se utilizaron recipientes de 0.25
litros con agitacion mecanica y como indculo se utilizaron lodos anaerobios procedentes de
una planta de tratamiento de aguas residuales municipales. La temperatura de trabajo fue
mantenida en 34 £ 2 °C, mientras que el pH se mantuvo entre 5 y 6 unidades usando una
solucién alcalina de NaHCO3, KH2POs y KOH. Se obtuvo una produccién méxima de
hidrégeno de 0.08 m¥m?3rd

2.3 Hidrogeno producido en una MEC mediante electro-fermentacion

La produccion de hidrégeno y metano a partir de lactosuero en un proceso de dos etapas ya
se ha estudiado a escala de laboratorio en un reactor continuo de tanque agitado (CSTR) de
3 L y un reactor anaerobico periodico con deflectores de 15 L, respectivamente.
Stamatelatou, et al., 2011, estudiaron a mayor escala el proceso de fermentacion del
lactosuero utilizando un biorreactor de 13.8 L tipo CSTR. La DQO del lactosuero alimentado
al CSTR fue de 53.3 g/L. El pH en el biorreactor se mantuvo en 5.14 con la adicion de NaOH.
El hidrégeno producido alcanz6 hasta 4.8 m3/m3zd con un tiempo de retencién hidraulico de
24 h (correspondiente a un rendimiento de 1.3 mol Hz/mol de carbohidratos consumidos),
aproximadamente el doble de lo obtenido en experimentos previos a escala de laboratorio en
un biorreactor de 3 L. Ademas, se utilizo lactosuero diluido en diferentes concentraciones
iniciales como materia prima para la generacion de electricidad, utilizando una celda de
combustible microbiana (MFC, por sus siglas en inglés) de dos camaras. Los experimentos
demostraron que el rendimiento de la MFC no estaba limitado por la fuerza de las aguas
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residuales, ya que la eficiencia de eliminacion del sustrato y la potencia méaxima no se vieron
afectadas por el aumento de la concentracion inicial. El tiempo necesario para la degradacion
completa del sustrato aumentd linealmente con la fuerza de las aguas residuales. La
temperatura se mantuvo en 35 °C mediante un bafio térmico; los electrodos usados fueron
para el anodo: tela de fibra de carbon, mientras que el catodo fue hecho de tela de carbon
recubierta con particulas de Pt (0.5 mg/cm?). Otra agua residual que ha sido estudiada es la
orina humana; Kuntke, et al., 2014, investigaron el uso de una celda de electrolisis
microbiana (MEC) de dos cdmaras, separadas por una membrana catiénica en la remocion
de amonio, remocion de DQO y produccion de hidrogeno a partir de orina diluida en cinco
veces su concentracion original. Durante la operacion con un catodo discontinuo, se logré
una densidad de corriente de 23.07 A/m? correspondiente a una tasa de produccion de
hidrégeno de 49 m® H, /mgd, una tasa de remocion de amonio de 173.4 g N/m?d y una tasa
de remocion de DQO de 171.0 g DQO/m?d. La extraccion de amoniaco no fue posible en la
MEC usada y la difusion de amoniaco desde el compartimiento del catodo al anodo condujo
aun periodo de operacion estable relativamente corto. El catodo usado consistioé de un campo
platinizado en la cdmara catodica mientras que el anodo fue de fieltro de grafito. Los
volimenes de las cdmaras fueron para la cdmara anddica de 40 mL y cdmara catodica de 10
mL. Se manejaron dos pH diferentes: pH=9.1 en la camara anddicay en la catodica el pH fue
de 7.0, la temperatura de 30 + 1°C fue mantenida mediante un bafio con controlador térmico.
El potencial adicionado se aplicé mediante una fuente de poder con un valor de 1.0 V. Por
otro lado, la molasa es un subproducto del proceso de la remolacha para producir azlcar que
luego es usada para producir etanol. No obstante, el agua residual proveniente de las molasas
posee un alto nivel de materia organica (DQO), que debe tratarse adecuadamente antes de
ser descargada en un cuerpo de agua. Wang, et al., 2014 usaron una MEC para producir Ho,
a partir de aguas residuales de melaza. En dicho estudio se evalué la factibilidad de operar la
MEC a bajas temperaturas, ya que la temperatura promedio de las aguas residuales en la
ciudad de Harbin, China, es inferior a 10 °C. Ademas, también se examind la viabilidad de
utilizar biocatodos como alternativa al costoso platino (Pt) como material del catodo. Tanto
las MEC catalizados con Pt como las MEC biocatodicas, se operaron a una temperatura de 9
°C. La recuperacion total de hidrogeno del 72.2 % (Eap = 0.6 V) se obtuvo cuando se utilizd
el catalizador de Pt. Por el contrario, cuando se utilizd un catalizador mas econémico
(biocatodo; Eap = 0.6 V), se produjo hidrégeno con una recuperacion del 45.4 %. Este estudio
demostré que se podria generar hidrogeno a partir de aguas residuales de melaza a baja
temperatura utilizando un material de catodo mas econdémico. La MEC consisti6 de una celda
de una sola camara y de forma cilindrica. El volumen de la MEC fue de 35.3 mL, el &nodo
usado fue un cepillo de grafito mientras que el catodo consistio en tela de carbén. Se alcanzé
una densidad de corriente maxima de 1.32 A/m? cuando se usd un biocatodo en lugar del
catodo de platino (2.4 A/m?). La produccion maxima de hidrégeno fue de 1.31 m®de Ha/m?:d
a una temperatura de 9 °C. Otra investigacion realizada sobre lactosuero fue hecha por
Moreno, et al., 2015, quienes investigaron la produccion de hidrogeno en una MEC de una
sola camara para reducir la carga organica del lactosuero en paralelo con la produccion de
hidrogeno. El volumen de la MEC fue de 100 mL usando un anodo de fieltro de carbon y un
catodo de difusion de gas recubierto con Ni. La temperatura fue controlada en 25 °C.
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Concluyeron que el pH (4.7) acido del efluente fermentativo alimentado al reactor
bioelectroquimico, ayudo a controlar la actividad metanogénica y homoacetogeénica en el
reactor. La produccion volumétrica de hidrégeno méaxima alcanzada fue de 0.82 m? de
H2/m3&d, una densidad de corriente maxima de 2.4 A/m?y una remocion de la DQO del 82%.

2.4. Comparacion entre la Tecnologia MEC y la Electrdlisis del Agua.

En comparacion con la electrolisis del agua, la principal ventaja de los MEC es que no
producen oxigeno (Chen et al., 2016), lo que se considera parte de la seguridad del proceso;
este activo de seguridad del proceso es esencial cuando se produce hidrégeno presurizado,
como durante la electrdlisis del agua, ya que cuando se produce hidrogeno presurizado a alta
presion, existe un mayor riesgo de cruce de hidrégeno en el compartimiento del anodo. Otra
ventaja de las MEC es que el anodo produce cloro a un potencial muy bajo, eliminando la
necesidad de que el electrolito se disocie del cloro, que se requiere para la electrdlisis del
agua, lo que es otra ventaja de las MEC. Los MEC tienen otro parametro operativo, que es el
pH. El pH del electrolito es neutro, aunque muchas biopeliculas microbianas no toleran los
extremos de pH. Ademas, el pH neutro ofrece el beneficio adicional de seguridad del proceso
de permitir que los electrolitos se manipulen sin necesidad de medidas de seguridad estrictas.
Al desechar y reemplazar un tampdén de fosfato con pH neutro, es mucho mas sencillo que al
desechar y reemplazar el hidroxido de potasio de pH 14, que se usa en la electrolisis del agua.
Comparadas en términos de rendimiento energético teorico, las MECs también son mas
eficientes que la electrolisis del agua en términos de generacién de energia. La reaccion que
produce hidrégeno en las MECs, consume una cantidad significativamente menor de energia
que la electrolisis del agua, lo que resulta en un menor consumo de energia. Es una reaccion
endotérmica que requiere calor para que la reaccion ocurra al voltaje de equilibrio de la celda
(Dange, et al., 2021).

2.5. Escalamiento

El escalamiento comprende la proyeccion de un experiment realizado a nivel pequefio (<100
mL) a una mayor del orden de 1 litro o més, donde se puedan obtener grandes volimenes de
produccidn del compuesto que se esta obteniendo. Respecto del escalamiento desde un nivel
laboratorio a nivel piloto, al estudiar la produccién de hidrégeno en una celda de combustible
microbiana usando lactosuero como sustrato, Stamatelatou, et al., 2011, concluyeron que, en
comparacién con un biorreactor a escala de laboratorio (3 L) bajo la mismo TRH pero
diferente regulacion del pH (a través de la adicion de alcalinidad), el biorreactor a mayor
escala (15 L) produjo hidrogeno a una tasa de produccion mas alta (casi el doble). La
conversion de carbohidratos fue mayor y la produccion neta de lactato fue menor. Dado que
gran parte de la materia organica (DQO) permanece en solucion después de la produccion de
hidrogeno, la formacion de metano es posible en condiciones diferentes de las seleccionadas
para la produccion de hidrogeno en un paso posterior. Es importante resaltar, que ellos en
este trabajo, pretrataron térmicamente el lactosuero para la eliminacion de las bacterias acido-
lacticas. Las bajas tasas de produccion de energia que suelen observarse en los BES a escala
pequefia, semi-piloto y piloto, junto con su bajo consumo de energia (en comparacion con
tecnologias méas convencionales como tratamientos aerobicos), sugieren que su objetivo
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principal deberia ser la eliminacion de la contaminacién organica en lugar de la produccion
de energia. Escapa, et al., 2015, en su investigacion plantearon que se requieren nuevas
experiencias de escalamiento para adquirir conocimiento en los problemas de los disefios de
las MECs. En su estudio evaluaron la capacidad de dos unidades MEC gemelas sin membrana
(que eran parte de una MEC modular a escala piloto) para tratar agua residual doméstica
(dWW). Las pruebas por lotes arrojaron eficiencias de eliminacion de DQO del 92%,
produciéndose la mayor parte del hidrégeno (>80% de la produccion total) durante las
primeras 48 h. Durante las pruebas continuas, el rendimiento de las MEC se deteriord
significativamente (el consumo de energia fue relativamente alto y las eficiencias de
eliminacién de DQO cayeron por debajo del 10% en muchos casos), lo que se atribuyd a una
configuracion inadecuada de la cAmara anddica, mezcla insuficiente dentro de esta cAmara,
ineficiente gestion de hidrégeno en el lado del catodo y finalmente al agua residual doméstica
(dWW) en si misma. Un escalamiento exitoso de una MEC sin membrana para el tratamiento
de dWW de fuerza media-baja requeriria prestar especial atencién al manejo del hidrogeno
y la dindmica de fluidos dentro de la cdmara anodica, asi como a la adaptacion de las
comunidades microbianas durante el arranque. Por otro lado, Guo, et al., 2017, en su
investigacion de un nuevo diseio de MEC tubular aseveran lo siguiente:
Desafortunadamente, la ganancia de eficiencia energética inducida por el uso de un anodo
microbiano se ve empafiada por las bajas densidades de corriente (es decir, la tasa de
produccion de Hz) en comparacion con los electrolizadores abidticos. Desde los primeros
informes sobre las MECs, numerosos estudios han investigado materiales de electrodos y
configuraciones de reactores para reducir el costo de capital y mejorar el rendimiento del
sistema. Segln nuestro mejor conocimiento, las tasas maximas de produccion de hidrégeno
(HPR) de MECs de pequefia escala (volumen <100 mL) y tamafio mediano (100 mL
<volumen <1 L) han alcanzado 50 L/Ld y 2,8 L/Ld, respectivamente, mientras que para los
mayores de 1 L los HPR no han superado 1 L/Ld. El mal desempefio de las MEC mas grandes,
se atribuyen en gran medida a) a la baja relacion entre la superficie del electrodo y el volumen
del reactor, b) las grandes resistencias internas causadas por la alta resistencia de los
electrodos de carbono y c) la mala transferencia de masa en el reactor mas grande. En la
busqueda de una mayor produccion de hidrogeno al inicio de su investigacion, plantearon
que como la conductividad del &nodo de fieltro de acero inoxidable modificado es mucho
mayor que la de los anodos tradicionales basados en carbono, la distancia media entre el
anodo y el catodo se redujo a 6 mm, ademas que la presencia de la membrana de intercambio
anionico (AEM por sus siglas en inglés) asegurd un ambiente estéril del catodo (debido al
alto pH manejado) y una alta recuperacion de hidrogeno (100%), por lo tanto, una resistencia
interna extremadamente baja, alta densidad de corriente volumétrica y alta tasa de produccion
de hidrdégeno se lograron en este nuevo reactor MEC tubular. Debido a lo anterior, el reactor
se puede escalar ain méas aumentando la longitud de los componentes tubulares o
ensamblando una serie de médulos tubulares en un tanque grande. En resumen, este disefio
de MEC tubular tiene un gran potencial de escalamiento. Sin embargo, Rousseau, et al., 2019
han argumentado que hasta ahora ha sido muy dificil aumentar la escala de los MEC
eficientes mas alla del tamario de las pequefias celdas de laboratorio. Muchos estudios han
modificado quimicamente la superficie del electrodo con el objetivo de mejorar la
transferencia de electrones interfacial desde la biopelicula al material del anodo. Este
problema ha sido objeto de varias revisiones, pero a pesar de varios esfuerzos de
investigacion, todos los intentos de escalar a una MEC de gran tamafio han encontrado
grandes dificultades. La mayoria de las MECs piloto con volimenes de al menos varios litros
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muestran una produccidn de hidrégeno muy baja, lo que corresponde a que el catodo funcione
a menos de 1 A/m?. A modo de comparacion, cabe recordar que los reactores de electrélisis
de agua alcalina comerciales suelen funcionar a varios cientos de A/m?, y las celdas de
electrolisis de membrana de intercambio de protones (PEM) pueden alcanzar los 20 000
A/m?, Incluso con densidades de corriente tan altas, se considera que la tecnologia de
electrolisis del agua necesita mejoras adicionales; esto muestra el largo camino que queda
por recorrer para que las MECs puedan escalarse a volumenes de un nivel piloto.

2.6. Anodos y catodos usados en la produccion de hidrogeno

Respecto del material usado para los electrodos, se han utilizado anodos de grafito y carbono,
asi como sus derivados (esponjas, papel, laminas). Por otro lado, para el material del catodo,
se ha utilizado una gran variedad de ellos, buscando aumentar el rendimiento de una MEC
en la produccién de hidrégeno. El platino es el metal que ha dado mejores rendimientos por
su gran afinidad con el hidrogeno, ya que es el catalizador idoneo para la reaccion de
evolucion de hidrégeno (HER por sus siglas en inglés), sin embargo, es un metal de un valor
elevado, por lo cual, se han probado otros metales que lo puedan sustituir, pero que conserven
0 se aproximen al mismo rendimiento en una MEC. Se han utilizado metales tales como el
cobre, niquel, hierro y titanio; también se han usado aleaciones, donde el elemento base es el
carbono o grafito, recubiertos con un metal en forma de pelicula, o bien, aleaciones de dos
metales, donde uno de ellos es agregado en forma de pelicula.

En la Tabla 2.2, podemos observar los diferentes tipos de anodos y céatodos que se han
utilizado en diferentes investigaciones, asi como los valores en la produccion de H, ademas
de otros parametros. Las composiciones de diferentes aguas sintéticas se reportan en la Tabla
2.3. En la Tabla 2.4, se reportan las composiciones que usaron Carrera, et al., 2013, para
determinar el comportamiento de una MEC en la produccion de Ha, al usar un agua sintética
con diferentes niveles de carga organica y conductividad eléctrica.

Tabla 2.2. Produccion de H» y valores paramétricos usados en diferentes investigaciones

Parametros medidos T°C
Referencia Vol. de H; Anodo Catodo pH  Sustrato  Voltaje Ad
(m3/m3r.d) V) An-cét

Tartakovsky 2009 6.3 Chieltro * C/Pt 7 AS! 1.15 0.3 mm 25
Selembo 2009 1.5 Gfieltro ** SS/Ni 7 AS! 0.9 - 30
Jeremiasse 2010 0.11 Gieltro Gieltro 7 AS! 0.5 0.3 mm 30
Wang 2014 1.69 Geepillo Ciela 7 melaza 0.8 4.0 cm 9
Zhang 2010 2.1 Cicla SSmaltaco 7 AS! 09-1.2 225cm 30
Wang 2011 1.09 Chapel Cu/Ni-W-P 7.0 AS! 0.9 33
Tartakovsky 2011 2.8 Crieltro Cpapel/Ni 7.0 AS! 0.4-12 0.7 mm 30
Kuntke 2014 48.6 Gieltro Ti/Pt 7.0 orina 0.6-1.0 1.0 mm 30
Jeremiasse 2011 50 Gieliro Cuw/NiNiMo 7.0 AS! 0.5 1.0 mm 30
Rlz?r;ozl(;” 024  Gpawo  SSmalla#60 7.0 AS' 0.8 4cm 32
Hrapz)vic 2010 2.29 Ceepillo SSmattatzoni  11.0 AS! 0.90 0.5cm 30
Feng 2018 1.72 SSfieltro Timallapt 7.4 AS! 1.0 I mm 30
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AS!=agua sintética S*C=carbon **G=grafito

SS=acero inoxidable

La mayoria de los &nodos que se han usado corresponden al grafito, carbon y sus derivados
con uas pocas excepciones, mientras que en los catodos hay un uso mas variado, que van
desde carbon dopado con Pt, pasando por metals recubiertos o dopados con otro elemento
que funge como catalizador (Ni, Ni-P, etc.) hasta materiales con caracteristicas muy
especificas (malla de acero inoxidable, malla de titanio dopada con Pt).

2.7. Aguas sintéticas utilizadas en la produccion de hidrégeno
Las aguas sintéticas usadas para producir biohidrdgeno electrolitico, son de muy variada
composicion (Tabla 2.3), dependiendo de varios factores deseados para el comportamiento
del sustrato como son la carga o concentracion organica, la conductividad eléctrica, uso de
compuestos quimicos inorganicos solamente o solo compuestos orgénicos o una mezcla de

ambos.

Tabla 2.3. Aguas sintéticas utilizadas por diferentes investigadores para producir H, en una

MEC
Referencia Compuestos inorganicos HPR
(g/L) Comptos. (m*/m’?
r-d)
organicos

Na-acet.  NH4Cl KCI- NaCl K»/Na,HPO, KH,PO, E. traza Levadura
Tartakovsky 2009 90.7 18.7 148.1 4 Na,HPO, 40.7 6.7 6.3
Selembo 2009 - 0.31 0.13 Na,HPO, NaH,PO4 o 1.5

4.58 245 Vits.

Jeremiasse 2010 0.1 MgS0O4-7H,0, 0.28 0.74-0.58 0.87 0.68 0.11

0.1 CaCl,'2H,O o
Ye 2010 0.20 MgS0O,-7H,0O 0.31 0.13  Na,HPO4 12H, 2.57 NaH,PO, o 1.02

011.99
Kyazze 2010 2.4 Acet-Na 0.31 0.13-26.6  4.330 Na,HPO4  2.690 NaH,PO4 o 0.2
Zhang 2010 1.0 0.31 0.13-0.0 4.58 g/L 245 g/L o 2.1
Na2HPO4 NaH2PO4

Wang* 2011 1.20 MgS0,4.7H,0 0.31 0.13-0.0 0.125 H;BO; 0.1 ZnCl,  0.07 CuCl,, 0.12 (NH,) 1.09

6M07024.4H20
Tartakovsky*** 2011 55.34 acet-Na 18.7 148.1-0.0 64.0 40.7 * 2.8

K,HPO, KH,PO4
Kuntke 2014 1.36 Acet-Na 0.74-0.58 0.87 K,HPO, 0.68 KH,PO, 48
Jeremiasse®2011 2.72 0.28 0.74-0.58 0.87 0.68 50
Rivera 2017 1.23 0.8 0.4 Vits. 0.24
Hrapovic 2010 90.7 Acet-Na 18.7 148.1-0.0 64 40.7 6.7 ext. lev. 29
Feng 2018 2.0 NaHCO; 0.1 0.24 34 44 7.72
MgSO47H2
(0]

*1.25 g/L Aly(SO4)3.18 H,0, 0.125 g/L CoCl,.6H>0, 0.125 g/L NiCl2, 1.25 g/L EDTA, 0.1 g/L FeS04.7H,0, 0.1 g/L CaCl,.2H,O

**(g/L).- Pepticasa (50), extracto res (50), extracto levadura (30), NHsHCO; (17), K,HPO, (1.5), KH,PO, (1.75)

##%(). ] mg/L MgSO,.7H,0

y 0.1 g/L CaCl2H,0, 0.01 g/L MgSO4-7H,0
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2.8. Aguas sintéticas de diferentes concentraciones y diferentes conductividades eléctricas

Carrera, et al., 2013 disefiaron varias aguas residuales sintéticas (Tabla 2.3) cuyas diferencias
fueron las diferentes concentraciones de la materia organica presente (DQO) v las diferentes
conductividades desarrolladas por las mismas. Estas aguas sintéticas sirven para llevar a cabo
estudios donde el agua residual real que se tratara en una MEC, tiene como caracteristicas la
conductividad y la concentracion de la materia organica contenida en el seno de la misma.
Ellos disefiaron estas diferentes aguas sintéticas con el objetivo de abarcar cierta gama de
aguas residuales que tuvieran en comun tanto la conductividad eléctrica como la
concentracion de la materia organica presente y de esa manera poder hacer un estudio,
primeramente con un agua sintética y después llevarlo a cabo con un agua real.

Tabla 2.4. Composiciones de agua sintética de diferentes concentraciones y conductividades
eléctricas (Modificado de Carrera, ef al., 2013)

Solucion Sucrosa  Pepticasa Ext. Ext.de  NH4HCO; KoHPOs KHPOs4 NaCl H.  DQO

(g/L) deres levadura inic.
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (gL) L/Lr

(g d (glb)

AF/AC - 2.5 2.5 1.5 0.85 0.087 0.075 2.81 1.5 6.0
BF/AC - 0.179 0.179 0.107 0.85 0.087 0.075 2.81 0.02 0.6
AF/BC - 2.5 25 1.5 0.0607 0.006 0.005 0.2 0.40 6.0
Su/AC? 6.8 - - - - 0.49 0.42 - 0.04 0.5
FM/AC® 0.22 0.046 - - 0.52 1.38 0.69 0.83 0.31 1.2

Notas: AF-alta fuerza, BF- baja fuerza. AC-alta conductividad, BC-baja conductividad, A-acetato, Su-Sucrosa, FM-fuerza media

Se agregd ademas, SMT-solucion metales traza (mL/L) para todos los tipos de aguas.

a Concentracion del influente después de diluir con agua

b También contiene (g/L): 0.26 de MgS0,.7H,0 y 0.26 de MnSO4.7H,0.

*Composicion de la solucion de elementos traza

FeCl,.4H20, 50 g/L; ZnCl,, 1.25 g/L; MnCl,.4H,0, 12.5 g/L; (NH4)sM04024.4H,0, 1.25 g/L; CoCl,.6H,0, 3.75 g/L; NiCL,.6H,0, 2.5 g/L;
CuCl,.2H20, 0.75 g/L; H3BOs3, 1.25 g/L. pH inicial=7 ajustado con 1 M HCl y NaOH (Rivera, 2017).

2.9.Antecedentes en la produccion de biohidrogeno fermentativo, biohidrégeno producido
en una MEC utilizando niquel y sus aleaciones como catodos con aguas residuales
reales y escalamiento de las MEC.

Varias investigaciones se han realizado para incrementar la eficiencia catodica en la
produccion de hidrogeno y la remocion de materia organica de diferentes aguas residuales,
ya sean sintéticas o reales, mediante fermentacion oscura o mediante electro-fermentacion
en una MEC, utilizando catodos de Niquel y sus aleacione. A continuacion se cita una
seleccién de varias investigaciones.

(a) Rivera, et al., 2017. Evaluation of various cheese whey treatment scenarios in single
chamber microbial electrolysis cells for improved biohydrogen production.

En este estudio, compararon los rendimientos de las celdas de electrolisis microbiana de una
sola cdmara (i) primero directamente alimentadas con lactosuero (LS) y luego (ii) con los
efluentes de biorreactores de fermentacion oscura metanogénicos que tratan este residuo
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particular de la industria lechera. Utilizaron malla de inoxidable tipo 304 para el catodo y
fieltro de grafito para el anodo. Los rendimientos fueron inferiores a los 120 mL en un
proceso de 50 horas. La temperatura de la MEC se mantuvo a 32 °C mediante un bafio maria.
La produccion de gas se cuantificd utilizando el método de desplazamiento de agua mediante
cilindros de medicion, colocados en forma invertida.

(b) Feng, et al., 2018 “An effective method for hydrogen production in a single-chamber
microbial electrolysis by negative pressure control”.

Construyeron una MEC tubular escalable de una sola cdmara, que usaba una presion negativa
(40.52 kPa) con el objetivo de mejorar la produccion de hidrogeno. Reportaron que la presion
negativa podria mejorar de manera efectiva la produccion de hidrégeno, asi como inhibir el
crecimiento de microorganismos metandgenos. Obtuvieron ua tasa diaria de produccion de
hidrogeno de 7.72 m® de Hz/mPrd cuyo valor se ubica dentro de los primeros diez maximos
historicos a nivel mundial. El valor fue comparado con el obtenido en un reactor que trabajo
bajo una presion normal (1.51 m® de Ha/mPgd).

(c) Fujian, et al., 2017 “Enhancing hydrogen production with Ni-P coated nickel foam as
cathode catalyst in single chamber microbial electrolysis cells”.

Utilizaron cétodos de espuma de Niquel, espuma de Niquel recubierta con aleacion de Ni-P
y malla #70 de acero inoxidable para reemplazar a los catalizadores de los metales obles tales
como el platino (Pt). EI rendimiento en la produccién de hidrégeno del catodo Ni-P fue
significativamente superior al de los otros dos catodos (espuma de Ni y malla de acero
inoxidable) en un volumen de MEC meor a 100 mL (escala laboratorio). La méaxima
produccion de hidrogeno alcanzo los 2.29 m3/m3zd a un potencial aplicado de 0.9 V usando
agua sintética como sustrato.

(d) Gupta, et al., 2015 “Design of a single chambered microbial electrolytic cell reactor for
production of biohydrogen from rice straw hydrolysate”.

El derivado de deshecho agroindustrial (hidrolizado de cascara de arroz) fue usado como
sustrato. Los electrodos consistieron en grafito plano como dnodo y malla de acero inoxidable
como catodo con un rendimiento en la produccion de hidrégeno de 0.8 m3/m?3:d, con un
potencial aplicado de 0.7 V. Como in6culo se us6 Shewanella putrefaciens, una bacteria
exoelectrogénica productora de hidrégeno.

(e) Wu, et al., 2013 “Hydrogen production with effluent from an anaerobic baffled reactor
(ABR) using a single-chamber microbial electrolysis cell (MEC)”.

Utilizaron un reactor anaerobio con deflectores acoplado a una MEC para la produccion de
hidrogeno. Los electrodos usados fueron tela de carbén como anodo y malla de acero
inoxidable dopada con nanoparticulas de Niquel como catodo. La produccion de hidrogeno
alcanzada fue de 1.31 m®/mqgd.

(F) Zhang, et al., 2010 “The use and optimization of stainless steel mesh cathodes in
microbial electrolysis cells”.

En su trabajo de investigacion reportaron el uso de malla #60 de acero inoxidable como
catodo mayor productor de hidrogeno, alcanzando una produccién maxima de 2.1 m® de
Ha/m3kd a un pH de 7.0 y un potencial aplicado de 0.9 V.
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(9) Jeremiasse, et al., 2011 “Performance of metal alloys as hydrogen evolution reaction

catalysts in a microbial electrolysis cell”.

En su estudio, demostraron que una hoja de cobre recubierta con una aleacién de Ni-Mo,
tenia una mayor actividad catalitica en la reaccion de evolucion del hidrogeno, al obtener 50
m3 Hz/m®R d, utilizando una MEC de dos camaras dividida por una membrana de intercambio
anionico.
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CAPITULO 3. Hipotesis, objetivos, Justificacion y metodologia

Este trabajo se realiz6 bajo la propuesta de incrementar la produccion de hidrégeno mas alla
de 50 m® con relacion a 1 m® de volumen de reactor durante el lapso de 1 dia (m*/m3rd)
usando agua residual de alta concentracion. Lo anterior se asent6 bajo la siguiente hipotesis:

3.0. Hipdtesis

Si se utiliza un catodo con una mayor conductividad con respecto al catodo de carbon u otro
material derivado del mismo y ademas, se incrementa la relacion de las &reas anddica entre
el area catodica (Aan/Acat) Se aumentard la produccion de hidrogeno en una MEC mas alla de
50 m® de Hao/m3:d, usando un agua residual de alta concentracion.

3.1. Objetivo General

El objetivo de esta investigacion tiene como propdésito: aumentar la produccion de hidrégeno
mas alla de 50 m¥m3d y remover la materia organica de un agua residual de alta
concentracion, asi como evaluar el desempefio electroquimico de tres diferentes catodos
metalicos, dos diferentes anodos y dos diferentes areas de un mismo tipo de anodo en una
MEC.

3.2. Objetivos especificos

1.-Evaluar tres matrices ambientales (rumen de vaca, estiércol de vaca y lodo granular
anaerobio) para desarrollar un inéculo como generador de biohidrégeno en una MEC.

2.-Determinar el desempefio bioelectroquimico de cobre recubierto con niquel, Fe sélido,
malla#60 de acero inoxidable 304 al ser usados como catodos en una MEC para la produccion
de Ha.

3.-Determinar el desempefio bioelectroquimico de una Malla plana de acero inoxidable #60
(area geomeétrica sencilla), Malla plisada de acero inoxidable #60 (doble area geométrica) y
Fieltro de grafito al ser usados como anodos en una MEC para la produccion de Ho.

4.-Evaluar el desempefio bioelectroquimico de una MEC en la produccién de hidrégeno, al
usar dos distancias de separacion (2 y 4 cm) entre los electrodos.

5.-Analizar y determinar cual o cuales de las siguientes tres aguas residuales Vinaza, Melaza
y Lactosuero, genera la mayor produccion de hidrégeno en una MEC.

6.-Analizar la morfologia superficial de los electrodos de la MEC después del tratamiento
del agua residual utilizando microscopia de barrido electrénico.

3.3. Justificacion

La generacion de subproductos o residuos agroindustriales en las diferentes etapas de los
procesos productivos es actualmente una problematica a nivel mundial, debido a que en la
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mayoria de los casos no son procesados o dispuestos adecuadamente, situacion que
contribuye al proceso de contaminacion ambiental. Los residuos agroindustriales cuentan con
un alto potencial para ser aprovechados en diferentes procesos que incluyen elaboracion de
nuevos productos, agregacion de valor a productos originales y recuperacién de condiciones
ambientales alteradas. Se identificaron cinco categorias de empleo de los residuos
agroindustriales: 1) obtencion de bioenergéticos (bioetanol, biodiésel, biogas, biomasa
energeética), 2) proceso de compostaje, 3) aprovechamiento en la produccién de alimentos
para animales, 4) elaboracion de otros productos de interés (ladrillos, compositos, estibas,
entre otros) y 5) recuperacion de medios abidticos contaminados (remocion de colorantes,
metales pesados e hidrocarburos). El aprovechamiento de estos residuos se ha convertido en
un tema de gran interés por los diversos beneficios ambientales y econdmicos obtenidos, que
promueven un desarrollo sostenible (Vargas, et al., 2018). México es un gran productor de
bebidas alcoholicas (Tequila, Brandy, Ron, etc) que generan gran cantidad de aguas
residuales (9 L/L de bebida producida) con alta carga organica, con el estado de Jalisco como
primer generador de estas aguas residuales, ademéas de Oaxaca, Guerrero, Zacatecas que
generan el mismo tipo de aguas residuales, pero generadas a través de la produccion de los
mezcales. Otra fuente generadora de aguas residuales con gran contenido de materia orgéanica
es el lactosuero, generado en el procesado de la leche para producir queso. México es uno de
los productores de quesos mas importantes de América Latina. Actualmente, el pais ocupa el
tercer lugar en la region como la nacién con mayor produccion de quesos de distintas
variedades. La industria de quesos produjo 332 mil 251 toneladas, eso genera tres veces mas
en aguas residuales (Mariana Gonzalez Herndndez. Mexicampo Internacional. 8 marzo,
2016). Otro producto residual de gran importancia es la melaza, que se genera en el procesado
del jugo de carfia para producir azlcar para el consumo humano. Se produjeron 1976000 en
la zafra 2015-2016 (CONADESUCA. Informe estadistico del sector agroindustrial de la cafia
de azlcar en México, Zafras 2016-2007/2015-2015). Estos subproductos de alta carga
organica, pueden usarse como sustrato en las MECs para producir hidrogeno, ello
contribuiria a disminuir la carga organica que contienen y al mismo tiempo, producir
hidrédgeno que se usaria como vector energético.

3.4 Metodologia
3.4.1. Plan de investigacion
El siguiente esquema muestra el plan que se sigui6 para realizar la investigacion desde el

estudio para escoger el indculo hasta finalizar con la investigacion de la produccion de
hidrogeno en el RABE.

Inoculo Agua sintética (MEC) | Aguas reales (MEC) Aguas reales
(RABE)

(escogencia de | Nivel laboratorio (¥4 L) | Nivel laboratorio (¥4 L) | Nivel piloto (15 L)
un indculo)

Estudio de Anadlisis de 11 pares de | *El mejor indculo
3 matrices electrodos _# pares de electrodos —2pares de electrodos
ambientales | * 2 mejores pares ~~~| 3 aguas reales 3 aguas reales
Figura 3.1. Esquema del disefio del plan de investigacion para la produccion de H» utilizando
agua sintética y agua residual real (Melaza, vinaza y lactosuero).
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La investigacion se dividié en cuatro etapas (Figura 3.1): la primera etapa se concreto a la
escogencia de un inéculo éptimo de entre las tres siguientes matrices ambientales: rumen de
vaca, estiércol de vaca y lodo granular anaerobio. En la segunda etapa, se evaluaron 11 pares
de electrodos tanto en condiciones abioticas (sin bacterias) asi como en condiciones bioticas
(inclusion de bacterias), para determinar el desempefio electroquimico de los mismos, usando
como sustrato agua residual sintética de alta carga organica segun la formulacion de Carrera,
et al., 2013, se uso6 un bafio térmico para mantener la temperatura controlada en 25+1 °C. Se
midieron las producciones de hidrégeno y se establecieron los dos pares de electrodos que
produjeron las dos mayores producciones de hidrégeno. Para la tercera etapa se utilizaron
aguas residuales reales (melaza, vinaza y lactosuero) y los dos mejores pares de electrodos
de la etapa dos, la temperatura se mantuvo igual que en la etapa anterior. Para la Gltima y
cuarta etapa, se determino la produccion de hidrogeno en una MEC grande (RABE de 15
litros) usando los dos mejores pares de electrodos de la segunda etapa, pero con un area
superficial mayor (60 veces la del area de la 2da. etapa), a temperatura ambiente (21-30 °C).

3.4.2. Primera etapa, obtencion del Inéculo

El objetivo del estudio fue obtener un indculo de cada una de las tres matrices seleccionadas
y, mediante cultivos de bacterias y técnicas de identificacion microbioldgica, determinar la
fuente que gener6 un mayor poder de esporulacion, es decir, la matriz que poseia una mayor
cantidad de bacterias productoras de hidrdgeno. El tratamiento elegido fue el choque o
tratamiento térmico, que se realizd a 95°C durante 30 minutos, colocando para ello el
recipiente que contenia la fuente ambiental, en un recipiente con agua. El tamafio de la
muestra fue de 4 litros aproximadamente. Una vez esterilizado, se tomd la cantidad necesaria
para la inoculacion y el restante se guardd en condiciones anaerobias a una T=5 °C para
futuras inoculaciones. Posteriormente se realiz6 el sembrado en cajas Petri, usando como
medio de cultivo agar base sangre bajo condiciones anaerobias. Luego de un tiempo de
incubacidon de 48 horas a 37 °C, se aislaron las cepas presentes, y se caracterizaron a través
de la respuesta a la técnica de Wirtz-Conklin y tincion de Gram. La técnica de Gram indica
si las bacterias son Gram+ o Gram-, es decir, determina si las bacterias son del tipo
vegetativas (Gram-) o del tipo Gram+, las cuales tienen el poder de esporular, cuando las
condiciones ambientales son adversas, lo que les da el poder de seguirse reproduciendo,
cuando las condiciones ambientales son favorables; a este ltimo tipo pertenecen la bacterias
productoras de hidrogeno. La técnica de Wirtz-Conklin sirve para confirmar la presencia de
bacterias con capacidad de esporular, al realizar la técnica sobre un frotis de un sembrado
posterior al tratamiento térmico, las bacterias esporulantes, se tefiiran de verde. Una vez
desarrollados los cultivos, se realizaron 4 aislamientos para obtener un cultivo lo mas puro
posible, y asi identificar el tipo de bacteria que di6 un mayor crecimiento, para su analisis
mediante técnica de PCR.

3.4.3. Disefio del experimento y Matriz de experimentacién

Para disefiar el experimento con agua sintética (las otras experimentaciones referentes a las
aguas reales en una MEC y en un RABE fueron consecuencia del primero) se utilizo el
programa estadistico Minitab, alimentado con 6 variables categdricas (3 catodos y 3 anodos)
y 2 variables numéricas (2 distancias) usando 2 réplicas (2 repeticiones), lo que arrojé un
total de 36 experimentos. Como 36 experimentos requeririan mucho tiempo para su
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realizacion, el experiment se fracciono a %, lo que di6 un total de 9 experimentos. El detallado
completo de la matriz de experimentacion se puede ver en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Disefio del experimento y fraccionamiento a ¥4 del total de experimentos

Resumen del disefio (programa Minitab)
Réplicas:
Corridas base: 18  Total de corridas: 36

Factores:

3

(por duplicado)

1

NUmero de niveles: 3, 3, 2 (3 catodos, 3 &nodos y 2 distancias)

Ndmero de columna
1 2 3 4 5
orden No.

aleatorio | consecutivo | 4nodo | catodo d
16 1 Malla2 | Mallal 4
14 2 Malla2 Fe 4
34 3 Malla2 | Mallal 4
23 4 FG Cu/Ni 2
4 5 FG Mallal 4
27 6 Mallal | Mallal 2
22 7 FG Mallal 4
9 8 Mallal | Mallal 2
20 9 FG Fe 4
11 10 Mallal | Cu/Ni 2
3 11 FG Mallal 2
24 12 FG Cu/Ni 4
32 13 Malla2 Fe 4
35 14 Malla2 | Cu/Ni 2
19 15 FG Fe 2
31 16 Malla2 Fe 2
13 17 Malla2 Fe 2
30 18 Mallal | Cu/Ni 4
21 19 FG Mallal 2
10 20 Mallal | Mallal 4
28 21 Mallal | Mallal 4
5 22 FG Cu/Ni 2
8 23 Mallal Fe 4
36 24 Malla2 | Cu/Ni 4
15 25 Malla2 | Mallal 2
1 26 FG Fe 2
7 27 Mallal Fe 2
25 28 Mallal Fe 2
29 29 Mallal | Cu/Ni 2
2 30 FG Fe 4
26 31 Mallal Fe 4
18 32 Malla2 | Cu/Ni 4
33 33 Malla2 | Mallal 2
6 34 FG Cu/Ni 4
12 35 Mallal | Cu/Ni 4
17 36 Malla2 | Cu/N 2

Disefio factorial seleccionado seglin D-optimalidad: 36 (con una
réplica). Términos del modelo fraccionado aleatorio: 9.

El disefio inicial se generé utilizando el método secuencial. Se
mejoré el disefio inicial utilizando el método de intercambio. El
namero de puntos de disefio intercambiados es 1.

Orden
O.E!  Corrida* Anodo Catodo d**

35 9 (MEC2) Malla2 Cu/Ni 2
34 1(MEC]) Malla2 Mallal 4
12 6 (MECS6) Mallal Cu/Ni 4
27 3(MEC10) Mallal Mallal 2
20 13 (MEC8)  Grafito Fe 4
25 2 (MEC5) Mallal Fe 2
23 14 (MEC3) Grafito Cu/Ni 2

3 20(MEC4) Grafito Mallal 2
31 31(MEC9) Malla2 Fe 2

*El cambio de nomenclatura a MEC fue hecho de acuerdo a la tasa de
produccion de hidrogeno (HPR), asi la MEC1 corresponde a la mayor
produccion de hidrgeno.

d**.-Es la distancia de separacidn entre los electrodos.

O.E.1.-Se refiere al orden consecutivo estadistico calculado por
el programa Minitab

Orden de corrida.-Se refiere al orden aleatorio de los
experimentos escogido del orden consecutivo por el programa
Minitab.
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Como se puede observar en la Tabla 3.2, el programa Minitab selecciond en forma aleatoria
los 9 experimentos del total de los 36 que se realizaron con los pares de electrodos y su
distancia de separacion seleccionados (remarcados en gris).

3.4.4. Materiales de los electrodos

Los materiales de los electrodos que se utilizaron en esta investigacion fueron: Acero
inoxidable 304 (SS) malla plana# 60 (M1) (17,5-19,5 % Cr, 8-10,5 % Ni, 2 % Mn, 1 % Si,
0,1% N, 0,07 % C y 0,045 % P), Malla plisada #60 acero inoxidable304 (M2) y fieltro de
grafito (GF) (> 97% C) utilizados como anodos. Barra de Cu dopada con Ni (Cu/Ni), M1
(arriba mencionado) y barra de Fe como céatodos. Estos materiales fueron previamente
tratados antes de ser utilizados en las MECs segun Zhang et al., 2010.

3.4.5. Tratamiento de los electrodos

La malla de doble longitud del &nodo M2 se plisé a lo ancho de la malla, de manera que los
dobleces quedaron de manera horizontal. Los &nodos M1y M2 fueron previamente lavados
con agua desionizada y sumergidos en una solucion de H.SO4 1 M por 24 h. Posteriormente,
los electrodos se lavaron con agua desionizada. ElI GF se sumergi6 en H.SO4 1 M durante 12
h, luego se enjuagd con agua desionizada. Posteriormente, se sumergio en hidroxido de
amonio al 10% durante 12 ha pH 7 (Yu, et al., 2021). Los &nodos M1, M2 y GF se secaron
en un horno a 105 °C durante 2 h. Los anodos de SS fueron adquiridos en Anhesheng Mesh
Co., Ltd., China. El electrodo GF fue adquirido en Brunssen de Occidente, S.A. de C.V,
Guadalajara, México.

Las barras-catodos de Fe y Cu (pureza 99.5%) fueron adquiridas en Proincomm S. A. de C.
V. Xochimilco, México. Los catodos de M1, barra de Fe y Cu/Ni se lavaron con solucion 1.0
M HCL por 15 min, se enjuagaron con agua desionizada hasta alcanzar un pH de 7 y
finalmente los electrodos se secaron en estufa a 105°C por 1 h. La barra de Cu se revistio con
Ni mediante un proceso electroquimico. La soluciéon de recubrimiento electroquimico
contenia 180 g/L de NiSOa, 25 g/L de NH4Cl y 30 g/L de H3sBOz a un pH=4. La temperatura
se control6 a 65 °C. El tiempo de metalizado fue de 4 min aplicando un voltaje de 5V y una
corriente eléctrica de 1.3 A. Durante la técnica de metalizado electroquimico se utilizo solera
de Cu y arandelas de Ni como catodo y anodo. La diferencia en la masa del catodo entre
antes y después de la deposicion del catalizador sobre la superficie expuesta del catodo se
consider6 como carga de catalizador en g/cm? (0,018 g/cm?).

3.4.6. Segunda etapa: produccién de hidrégeno usando agua sintética

Se utilizé como reactor bioelectroquimico una MEC de camara Unica de V=0.250 L
con tapa de plastico (Figura 3.2). Como inoculo se utiliz6 lodo granular anaerobio
obtenido de un reactor UASB que trataba aguas residuales de la industria papelera. El
agua residual sintética se preparo segun Gil-Carrera et al., 2013 usando pepticasa (4.17
g/L), extracto de carne (4.17 g/L), extracto de levadura (2.5 g/L), NaHCO3 (1.84 g/L),
K2HPO;4 (0.145 g/L), KH2PO4 (0.125 g/L), NaCl (4.68 g/L) agregando 1 mL/L de
solucion de oligoelementos (Wang, et al., 2011): (NH4)CI 0.31 g/L, KCI 0.13 g/L,
H3:BOs 0.125 g/L, MgS04.7H.O 1.0 g/L, ZnCl, 0.125 g/L, CuCl> 0.075 g/L,
MnSO4.H20 1.0 g/L, (NH4)sM07024.4H.0 0.125 g/L, Al2(SO4)3.18H20 1.25 g/L,
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CoCl,.6H,0 0.125 g/L, NiCl, 0.125 g/L, EDTA 1.25 g/L, FeS04.7H20 (0.10 g/L) y
CaCl, (0.10 g/L). El agua residual sintética tuvo una DQO de 18.0 g/L y conductividad
eléctrica de 16.20 mS/cm. A las MECs se les agregaron 145 ml de agua residual
sintética a pH=5.2 se utiliz6 HCl 1 N y NaOH 1 N para ajustar el pH. Se utilizaron
electrodos M1, M2 y FG como &nodos con un area de superficie proyectada de 4.25
cm? (1.7 x 1.25 cm?x 2 caras). El anodo M2 tuvo una superficie de proyeccion de 8.5
cm? (3.4 x 1.25 cm? x 2 caras). Se utilizaron electrodos de Cu/Ni, M1y Fe como
catodos con la misma area superficial proyectada de los anodos (4.25 cm?). Se prob6
una distancia entre los electrodos de 2 y 4 cm en la MEC. Se aplicd a este trabajo un
disefio de experimentos con fraccionamiento a un cuarto (Tabla 3.1). Las MECs se
operaron con la siguiente configuracién de electrodos (anodo-catodo): M2-M1
(MEC1), M2-Cu/Ni (MEC2), GF-Cu/Ni (MEC3), GF-M1 (MEC4), M1-Fe (MEC5),
M1-Cu/Ni (MEC6), GF-GF (MEC7 d=4 cm), GF-Fe (MEC8), M2-Fe (MEC9), M1-
M1 (MEC10) y GF-GF (MEC11 d=4 cm). Los electrodos no estuvieron separados por
ningun tipo de membrana o cualquier otro tipo de separador. Se aplicé un voltaje de
0.8 V a las MECs utilizando una fuente de alimentacion UNIT-T UTP3313TFL DC.
Todas las MECs se operaron en modo por lotes. Los ensayos se realizaron por
triplicado. El analisis de varianza se aplicdé para comparar la produccion de
biohidrégeno con una configuracion de electrodos de matriz diferente. Los valores de
p inferiores a 0.05 se consideraron estadisticamente significativos. Con el objetivo de
comparar las producciones de biohidrogeno generadas por las MECs durante el
tratamiento de aguas residuales de alta fuerza, un reactor sin electrodos Ilamado
"reactor de fermentacion oscura™ (reactor FO) fue probado simultdneamente.

Fuente de poder (@)

Potenciostato-Galvanostato

(N
° (b
Malla plisada #60 de
Salida acero inoxidable 304 Malla plana #60 de
nara ol i e i --»-I»———‘A acero

Alambre de titanio

Bacterias productoras /
de H» /
,/&; T

Cétodo

Anodo
Bacterias electroactivas

. Fieltro de Grafito

U/NI_ Barra de Fe

Barra de

<

Agua residual de alta
concentracion

Figura 3.2. Arreglo del experimento en una MEC sin membrana y de una sola camara (a) y
materiales de los electrodos (b). Usada tanto para la experimentacion con agua sintética
como con aguas reales (Melaza, vinaza y lactosuero).



Todas las conexiones eléctricas se realizaron con alambre de titanio. Los experimentos
(bidticos y abioticos) se realizaron a 25 + 1 °C y se agitaron a 25 rpm con un agitador orbital.
Las MECs se esterilizaron en una estufa a 105 °C durante 60 min, antes de agregarles el
indculo y el agua residual sintética. Luego se les burbujed gas nitrogeno a un flujo de 30
ml/min durante 1 min para lograr condiciones anaerdbicas. El lodo fue tratado previamente
a 95 °C durante 30 min para inhibir el crecimiento de metandgenos y reducir la formacion de
CO2 (Wang, et al., 2011). Posteriormente, los lodos pretratados se aclimataron en
condiciones anaerobicas con agua residual sintética a un valor de DQO de 9 g/L durante siete
dias y luego se introdujeron en las MECs, para arrancar la produccién de biohidrégeno. Las
MECs abioticas (sin inoculo) se montaron simultaneamente durante la produccion de
biohidrogeno trabajando en las mismas condiciones que las MECs inoculadas con lodo
pretratado (MEC bidticas).

3.4.7. Analisis fisico-quimico, cromatografico y calculos

El analisis de DQO se midié utilizando la prueba HACH (HACH Odyssey DR/2500). El
biogés producido por las MEC se determin6 mediante el método de desplazamiento de agua
y se tomé una muestra de la cabeza de la MEC para su posterior analisis. La composicion del
biogas (H2, CHa4 y CO>) del espacio de cabeza de las MEC fue analizado en un cromatografo
de gases SRI 8610C equipado con un detector de conductividad térmica. La columna
utilizada fue una Micropacked Colum 2 m 1 mm/16" OD SILCO (RESTEK). Se utilizé helio
como gas portador a una presion de 60-80 psi. La temperatura de la columna y del horno se
mantuvieron a 50 °C durante 2 min, luego se aument6 a 120 °C con una rampa de 20 °C/min.
Los acidos grasos volatiles (VFAS) se analizaron con un cromatografo de gases SRI 8610C
equipado con un detector de ionizacion de llama [34]. La columna de GC utilizada fue una
Stabilwax®-DA de polietilenglicol Crosshond®Carbonwax®, 30 mx 0,25 mm de D.I., con
un espesor de pelicula de 0.25 um. La temperatura del horno fue de 145 °C y se mantuvo
durante 6 min, se utiliz6 helio como gas portador.

3.4.8. Célculos energéticos

La eficiencia culombica (CE), la recuperacion de energia general (nE+S) y otros pardmetros
se calcularon para ilustrar el rendimiento de las MEC de acuerdo con Kadier et al. 2022. La
recuperacion de biohidrdgeno catddico (rcat) en % se calculé mediante la ecuacion rcat =
nH./nce, donde nH, es el nimero de moles de biohidrégeno producido nH,(mol de H,) =
VH,P/RT, donde VH, es el volumen de biohidrégeno generado por la MEC (L), P es la
presion (1 atm), R es la constante de los gases (0,08 L-atm/mol-°K) y T es la temperatura
termodinamica (298,15 °K). Los moles tedricos de biohidrdégeno debido al voltaje aplicado

son 1ce (Mol Hy) = fot Idt/2F, donde I es la corriente eléctrica (A), t es el tiempo de operacion

(s) y F es la constante de Faraday (96 485 C/mol e—); se generan 2 mol de electrones por mol
de biohidrogeno. La recuperacién de energia total (%) se calculé con la siguiente ecuacion

ne.s = Wu/Weg,Ws, donde WH estd dada en kWh y corresponde a la recuperacion de
2 2
energia a partir del Hy (Wu = AZZOT)” ), WEe en kWh es la energia eléctrica aplicada

(We=I*E*At), y Ws en kWh es el contenido energético de la DQO consumida (Ws =
ADQO * AHpeo/3600). EIl kilojulio (kJ) se convirtié a kilovatio-hora (KWh) usando la
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unidad de conversion de 3600 kJ/kWh. E es el voltaje aplicado (V) en la MEC, At es el tiempo
de operacion (h), AHDQO es el calor de combustion de DQO (17.6 kJ/mol) y AHH, es el calor
de combustion de hidrogeno (876.34 kJ/mol). ADQO (DQOi- DQOT) es la fraccion eliminada
de DQO (g/L) donde DQOi es la DQO inicial (18 g/L) y DQOf es la DQO final después del

tratamiento. La eficiencia culombica (CE) se calcul6 mediante la ecuacion CE = (I?chl) *

100, donde nth (mol Hz) = Vr4DQO/MO,), donde MO = 32 g/mol es el peso molecular
del O, y Vr es el volumen del reactor en litros. La recuperacion total de biohidrogeno (rw,)
se calculd mediante rH, = CE * rcat.

El comportamiento cinético de la produccion de biohidrdgeno se analizd con el modelo de
Gompertz modificado (Ecuacion 27):

H = 0.0 + Hmax * (exp))) (Ecuacion 27)

donde, H es la produccion total de hidrogeno acumulado (m®), Hmax €s el potencial de
produccion maxima de hidrégeno (m®), Rmax €s la tasa de produccion maxima de hidrégeno
(m3/d), / es la duracion de la fase lag o fase latente (d), t es el tiempo de operacion (h).

la tasa de produccion de hidrégeno (HPR) en términos de m® Hz/m3g.d fue calculada
usando la Ecuacion 28:

HPR = VH,/tVr (Ecuacion 28)

donde, V. es el volumen de biohidrogeno producido en la MEC (m®), t es el tiempo de
operacion (d), y Vres el volumen de la MEC (m?).

DQO remocion (%) fué calculada con la Ecuacion 29:
DQOrem = (DQOi — DQOS) * 100/DQOi (Ecuacién 29)
3.4.9. Caracterizacion electroquimica

Se utilizé voltamperometria de barrido lineal (LSV), potencial de circuito abierto (OCP) y
espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) para evaluar el rendimiento de las
reacciones de evolucion de hidrogeno (HER) en diferentes materiales de electrodos utilizados
en este estudio. Las pruebas de LSV, EIS y OCP se realizaron con el
potenciostato/galvanostato/ZRA de Interface 1000™, modelo 09097. Las mediciones de
LSV se realizaron utilizando un rango de potencial de -0,8 V a 1,0 V, con una velocidad de
exploracion de 10 mV/s y un tamaiio de paso de 5 mV. Para EIS, el rango de frecuencia fue
de 10 kHz a 1,0 Hz, con una sefial de CA de amplitud de 5 mV usando un sistema de dos
electrodos, donde los catodos MEC y los anodos MEC eran los electrodos de trabajo y
contraelectrodo, respectivamente. El sistema de tres electrodos se utilizd para la
determinacion del potencial de inicio de HER y OCP, donde los catodos fueron los electrodos
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de trabajo, los anodos fueron los contraelectrodos y el electrodo Ag/AgCl fue el electrodo de
referencia que se coloco a un costado del electrodo de trabajo. El potencial de inicio de HER
se determiné utilizando el grafico LSV segln Zhang et al., 2010 y Jafary et al., 2017. Una
vez estabilizada la produccion de biohidrdgeno en todas las MEC (fase estacionaria), se
midieron LSV y OCP tras desconectar la tension de entrada. La corriente se registro una vez
al dia, utilizando un multimetro digital (herramientas de calidad Bork, multimetro digital,
México). La caracterizacion electroquimica fue realizada en las mismas condiciones y de la
misma manera tanto para los experimentos a nivel laboratorio (segunda y tercera etapa),
como la experimentacion a un volumen mayor (RABE de 15 litros).

3.4.10. Microscopia de barrido electrénico (SEM)

El andlisis superficial de los electrodos se realizO mediante un microscopio electronico de
barrido ambiental (ESEM) FEI - ESEM-QUANTA 200. Mediante un cafion termoidnico, que
genera el haz de electrones a partir de un filamento de tungsteno (W), ofrece una resolucién
nominal de 10 nm. El analisis SEM se realiz6 en la malla plisada de acero inoxidable SS304
y el electrodo de Cu/Ni ya que, segun los resultados obtenidos, estos dos materiales
presentaron alta actividad electrocatalitica y bajo sobrepotencial.

3.4.11. Tercera etapa, arranque y operacion de la MEC con aguas reales (Melaza, Vinaza'y
Lactosuero)

Como celda de electrolisis microbiana (MEC) se utilizé un frasco de vidrio con camara Unica
sin membrana con un volumen de 0.250 L, cubierto con una tapa pléastica (el mismo que para
el agua sintética Figura 3.2). Como inoculo se utilizé lodo granular anaerobio (AGS)
obtenido del reactor UASB que trata aguas residuales de una industria papelera. Las MEC
fueron alimentadas con aguas residuales reales (melaza, vinaza y suero), los pH fueron
ajustados a 5.0 para las 3 aguas, con una conductividad medida de 4.97, 4.12 y 8.86 mS/cm,
respectivamente. Las MEC se llenaron con 145 mL de agua residual real y 25 mL de AGS,
las DQOy los pH iniciales se reportan en la tabla 6.5. El electrodo M2 utilizado como anodo,
tuvo una superficie proyectada de 8.50 cm? (2 x 3.4 cm x 1.25 cm) y los electrodos Cu/Ni y
M1 como céatodos, tuvieron una superficie proyectada de 4.25 cm2 (2 x 1.7 cm x 1.25 cm)
utilizando ambas caras de los electrodos (anodo y catodo). Las MEC se operaron con la
configuracién de matriz de electrodos que se muestra en la Tabla 3.1. No se utiliz6 ninguna
membrana de separacion entre los electrodos. Se aplicd un voltaje de 0.8 V a las MECs
utilizando la fuente de alimentacion UNIT-T UTP3313TFL DC. Todos las MEC se operaron
en modo por lotes. Los ensayos se realizaron por triplicado. Se aplicé el analisis de varianza
para comparar la produccién de biohidrdgeno del estudio y los valores de p inferiores a 0.05
se consideraron estadisticamente significativos. Todas las conexiones internas de las MECs
se realizaron con alambre de titanio y todos los experimentos se realizaron a una temperatura
de 25+ 1 °C, utilizando un bafio térmico con agitacion reciprocante. Se fijé una tapa de goma
a la parte superior de las MECs para fijar el electrodo de referencia y un puerto de muestreo
de la MEC para la toma de biogas. Todas las MECs se esterilizaron en una estufa a 105 °C
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durante 60 min antes de agregar el AGS'y el agua residual real, posteriormente se burbujearon
con 30 ml/min de gas nitrégeno durante 1 min para lograr las condiciones anaerobias. Previo
al inicio de la operacion de MEC alimentada con agua residual real, el AGS fue tratado a 95
°C durante 30 min para inhibir el crecimiento de metandgenos y reducir la formacién de CO>
y luego fue aclimatado en condiciones anaerobias con agua residual real al 50% de dilucién
durante siete dias.

3.4.12. Cuarta etapa. Produccion de hidrogeno en un RABE

Como reactor bioelectroquimico se utilizo un RABE monocamara sin membrana con un
volumen de 15 L (Figura 3.4). EI RABE estaba hecho de acrilico (18x20x42 cm) con puertos
en la parte superior, cubiertos con una tapa de plastico utilizada para obtener muestras de
liquido y gas. Se utilizé como indculo (1.5 L) lodo granular anaerobio (AGS) obtenido de un
reactor UASB que trataba aguas residuales de la industria papelera. Los RABEs se
alimentaron con agua residual real (melaza, vinaza y suero) con un volumen de 8.5 L, el pH
inicial fue de 3.6 para la melaza, 3.5 para la vinaza y 4.1 para el suero. Para el ajuste del pH
se utilizo acido clorhidrico 1 M e hidréxido de sodio 1 M. Los RABES se operaron con la
siguiente configuracion de electrodos de matriz que se muestra en la Tabla 7.1. Cada
electrodo se separ0 del otro 2 cm de distancia para el par M2-Cu/Ni, y 4 cm para los
electrodos M2-M1. Los electrodos no estaban separados por una membrana o cualquier otro
tipo de separador. Se aplicé un voltaje de 0.8 V a los RABE utilizando la fuente de
alimentacion UNIT-T UTP3313TFL DC. Todos los RABES se operaron por lotes.

18 cm i
Salida d
et M T e | [ |
A A 1 | ________________ — —
20em | | |

___________________________

Hc=10.5cm
Cémara de
. gases

Hc=10.5

Camara de gases

6 cathodes
] R HL=27.3 cm

s2em |:| Eannd?s Altura liquido

P o b S . i

Hinoc=4.2 cm

H=315cm

Figura 3. 3. Esquema de los RABEs y el arreglo de los electrodos con los pares de electrodos
usados M2-ML1 (izquierda) y M2-Cu/Ni (derecha) (Tomados de Posadas, et al., 2023).
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Capitulo 4. Resultados. Investigacion del inéculo
4.1. Inoculo, plan de trabajo

El estudio del indculo se realizé en base al siguiente diagrama:

Esquema general de trabajo

Estiércol de vaca
“€— Rumen de vaca
Lodo granular anaerobio

Obtencion del
in6culo

100°C

Tratamiento ;
30 min

térmico

BPH.-Bacterias
productoras
de hidrogeno

Aislamiento de
BPH

Identificacion
microscopica

T - . d )
ecnicas de | [

Identificacion
biologia molecular
. J

bacteriana

Figura 4.1. Diagrama de flujo para el tratamiento del indculo

4.2. Obtencion de las fuentes ambientales del inoculo

Las muestras de rumen de vaca (RV) y estiércol de vaca (EV), fueron obtenidas en el Rastro
Municipal de Temixco, Morelos (Figuras 4.2 y 4.3), mientras que la muestra de lodo granular
anaerobio (LGA) se obtuvo de una planta de tratamiento de aguas residuales de la empresa
Unipak S.A. de C.V.




4.3. Pretratamientos para el inoculo

Una vez obtenidas las muestras del indculo, se guardaron en un cuarto frio a temperatura
controlada de 5 °C. Posteriormente, se les agregé 1 L de agua desionizada, tanto al rumen
como al estiércol, para tener un mayor volumen de liquido, pues el contenido era casi sélido
en su totalidad, mientras que para los lodos que estaban en estado solido, se les agregd un
50% en volumen de agua desionizada, con respecto al volumen aparente del lodo. Se
colocaron en una olla con agua, para calentarlos en bafio maria a temperatura de ebullicién
durante 20 minutos, esto se logro a una temperatura de 95 °C. El tiempo de 20 minutos, se
empez0d a contar hasta que se alcanzo la temperatura de ebullicion.

Estiércol de vaca L . Rumen devaca

Figura 4.3. Aspecto fisico de las tres fuentes ambientales para usarse como indculos.

Posteriormente se tomaron muestras de menor tamano (Figura 4.4), para de ellas realizar las
diluciones necesarias y hacer los cultivos en los agares preparados previamente. Las muestras
se transportaron en tubos de 50 mL de capacidad al laboratorio de microbiologia para
continuar con el proceso.

Figura 4.4. Muestras del extracto de estiércol de vaca,
rumen de vaca y lodo granular anaerobio.



4.4. Identificacion de bacterias esporulantes productoras de hidrogeno

El objetivo del estudio fué¢ obtener un indculo de cada una de las matrices seleccionadas y,
mediante cultivos de bacterias y técnicas de identificacion microbioldgica, determinar la
fuente que posee mayor poder de esporulacion, es decir, la matriz que posee una mayor
cantidad de bacterias productoras de hidrogeno. El tratamiento elegido fué¢ el choque o
tratamiento térmico, que se realizd6 a 95°C durante 30 minutos, colocando para ello el
recipiente que contenia la fuente ambiental, en un recipiente con agua (bafio maria). El
tamafio de la muestra fué de 4 litros aproximadamente, una vez esterilizado, de alli se tomd
la cantidad necesaria para la inoculacion y el restante se guardé en condiciones anaerobias a
una T=5 °C para futuras inoculaciones. Una vez realizado el tratamiento térmico, se procedid
a realizar el sembrado en cajas Petri, usando como medio de cultivo agar base sangre bajo
condiciones anaerobias. Luego de un tiempo de incubacion de 48 a 72 horas a 37 °C, se
aislaron las cepas presentes, y se caracterizaron a través de la respuesta a la tincion de Gram
(Figura 4.5) y técnica de Wirtz-Conklin (Figura 4.6).

4.4.1. Pasos para el sembrado de bacterias

1.-Verter el medio de cultivo en cajas Petri en condiciones asépticas.

2.- Sembrar bacterias en las cajas con medio agar base sangre, a partir de las muestras pre-
tratadas.

3.- Colocar las cajas Petri en una camara de anaerobiosis (agotar el oxigeno con el uso de un
mechero de alcohol) sellar herméticamente, incubar a 37 °C por 48 horas.

Crecidas las bacterias, se procedera a realizar cultivos de las diferentes colonias presentes,
para aislar las que esporularon en mayor cantidad

4.4.2. ldentificacion microbiologica

Utilizando las técnicas de tincion de Gram y tincion de Wirtz-Conklin, se realizo la
identificaciéon microbioldgica de las bacterias sembradas, que consiste en determinar,
mediante la técnica de Gram si las bacterias son Gram+ o Gram-, es decir, determinar si las
bacterias son del tipo vegetativas (Gram-) o del tipo Gram+, las cuales tienen el poder de
esporular, cuando las condiciones ambientales son adversas, lo que les da el poder de seguirse
reproduciendo, cuando las condiciones ambientales son favorables; a este ultimo tipo,
pertenecen la bacterias productoras de hidrégeno. La técnica de Wirtz-Conklin sirve para
confirmar la presencia de bacterias con capacidad de esporular, esta técnica se realiza,
después de que el indculo ha sido sometido a un tratamiento previo para eliminar las bacterias
que no tienen capacidad de esporular, por lo cual al realizar la técnica sobre un frotis de un
sembrado posterior al tratamiento, las bacterias esporulantes, se tefiirdn de verde. En caso de
que las bacterias que no esporulan, aun estén presentes después del pre-tratamiento, éstas se
teflirdn de color rosa-rojo. Se preparan tinciones Gram y verde de malaquita, para determinar
el tipo de bacterias que se generaron en los cultivos (Gram+ o Gram-), asi como saber si
fueron del tipo que producen esporas. Y de esa manera, saber si pertenecian a las bacterias
productoras de hidrogeno, que son de tipo Gram+ y producen esporas. Para determinar si
pertenecen a las Gram+, se utiliz6 la técnica de tincion con safranina. Por lo que respecta a
la existencia de esporas, se utilizé la técnica del verde de malaquita. A continuacion se
describen ambas técnicas:
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4.5. Pasos para la Técnica de Gram

1.-Preparacion del frotis

2.-tefiido con cristal violeta durante un minuto

3.-lavado con agua destilada para eliminar el exceso de colorante

4.-cubrir la preparacion con lugol (mordente) por 30 segundos

5.-lavar con agua destilada para eliminar el exceso de lugol

6.-lavar con solucion de alcohol-acetona (15-20 segundos) para eliminar el exceso de
colorante

7.-lavar con agua destilada para eliminar los restos de alcohol-acetona

8.-teflir con safranina por 2 minutos

9.-lavar con agua destilada para eliminar el exceso de colorante

10.- secar al aire

11.- cubrir el portaobjetos con el cubre-objetos

12.-agregar una gota de aceite de inmersion y observar al microscopio con objetivo 100x

Figura 4.5. Técnica de Gram (izq.) y vista al microscopio (der.)
4.6. Pasos para la Técnica de Wirtz-Conklin (tincion con verde malaquita)

1. Material necesario.



* Cultivo de una bacteria en fase de esporulacion

* Portaobjetos limpios y desengrasados.

* Solucion acuosa de Verde de Malaquita (5 % en agua)

* Solucion de Safranina al 0.25% en agua

2. Técnica (Método de Wirtz, modificacion del método de Couklin).

* Preparar una extension seca y fijada por calor

* Cubrir las extensiones con la solucion de Verde de Malaquita, y calentar hasta emision de
vapores durante 10 minutos (cuidar que la preparacion no se deseque y que no hierva, evitar
crepitaciones).

* Lavar con agua abundante

* Contrastar con safranina durante 15 segundos

* Lavar y secar

3. Observacion

Examinar al microscopio con objetivo de inmersion (100x) depositando una pequeiia gota de
aceite de inmersion sobre la preparacion tefiida.

4.7. Agares para el cultivo de bacterias provenientes del indculo

Para el cultivo de de bacterias del indculo, se usaron dos tipos de agares: Agar base sangre y
agar base sangre + sangre humana (Figura 4.7)

El agar base sangre se preparo de la siguiente manera:

En un matraz Erlen Meyer se agregd 1 L de agua destilada, posteriormente se agrego el polvo
de agar base sangre, agitando continuamente para disolver el contenido agregado. El otro
agar se prepard con agar base sangre y se le agreg6 sangre humana: se utilizé para cultivar
las bacterias de la fuente pre-tratada que generd un mayor poder de esporulacion (en este
caso el LGA).



Figura 4.7. Preparacion de los agares. A) Polvo de agar, B) agar base sangre, C) muestras de
sangre humana, D) agar base sangre +sangre humana

4.7.1. Esterilizacion de los agares

Una vez disuelto el polvo de agar en el agua destilada se procedio6 a su esterilizacion en un
autoclave a una temperatura de 121 °C y una presion de 21 psi (Figura 4.8) durante 15
minutos, al término de los cuales, se introdujo en un bafio maria a 47 °C, para que se enfriara
paulatinamente.

4.8. Diluciones para el cultivo bacteriano utilizadas

Se utilizaron 5 diferentes diluciones preparadas segun la siguiente Tabla 4.1, Figuras 4.9 y
4.10:
Tabla 4.1. Diluciones usadas para el cultivo bacteriano en agar.

No. de dilucion | Preparacion Concentracion
1 1 mL de muestra original + 9mL agua de dilucién 1x10*
2 1 mL de muestra dilucién 1 + 9mL agua de dilucién 1x102




3 1 mL de muestra dilucién2 + 9mL agua de dilucion 1x1073

4 1 mL de muestra dilucién 3 + 9mL agua de dilucién 1x10*

5 1 mL de muestra dilucién 4 + 9mL agua de dilucién 1x10°

Férmula de Agua de dilucion: Peptona 1 g, cloruro de sodio 8.5 g, Agua destilada 1L.

Figura 4.9. Preparacion del agua de dilucion. Figura 4.10. Preparacidn de las diluciones.
4.9. Sembrado de los agares (sembrado por dilucién)

Los sembrados se realizaron agregando primero 1 mL de muestra en el centro de la caja Petri
y a continuacion se agreg6 la solucion de agar atn caliente (aproximadamente 37 °C), de tal
manera que se cubriera con una capa homogénea todo el fondo de la caja Petri (Figura 4.11):

: , I
Figura 4.11. Sembrado de agares: A) agregado del in6culo, B) agregado del agar base sangre +
sangre humana, C) agregado del agar base sangre.

4.10. Incubacién de los agares inoculados con las fuentes ambientales pretratadas

Una vez que los agares solidificaron (Figura 4.12), se colocaron en la incubadora a 37 °C
para obtener el crecimiento bacteriano a 72 horas, en condiciones anaerobias, para ello se uso6
una camara sin oxigeno (anaerobiosis) (Figura 4.13):



Figura 4.13. Camara de anaerobiosis (Agares en incubacién a 37 °C)
4.11. Poder de esporulacion de los tres diferentes indculos estudiados.

El in6culo que generod el mayor poder de esporulacion fue el lodo granular anaerobio (LGA),
ya que de las 10 cajas Petri sembradas, la esporulacion se desarroll6 incluso en la 3 dilucidn,
es decir, que atin con una dilucién de 1x1073, el LGA genera una gran esporulacion. Total de
cajas Petri esporuladas=50%. Por lo que respecta al rumen de vaca, genero la esporulacion
incluso hasta la segunda dilucion de 1x1072, con 4 cajas Petri esporuladas, es decir, un 40%.
Por ultimo, el estiércol de vaca, es el inoculo con menor poder de esporulacion, ya que solo
gener6 esporulacion en la primera dilucion, con solamente dos cajas Petri, es decir un 20%
del total de cajas sembradas. Tales comportamientos, se pueden apreciar en las siguientes
Figuras 4.14, 4.15,4.16,y 4.17:




Figura 4.15. Crecimiento bacteriano de LGA

(®

Figura 4.16. Cajas Petri sin creci

T e
miento bacteriano. Figura 4.17. Cajas Petri con

gran crecimiento bacteriano.
4.12. Tincion Gram vista al microscopio

Las observaciones en el microscopio de las muestras tefiidas con el colorante safranina,
dieron positivas para bacterias Gram+ en su gran mayoria, solo una minoria resultaron Gram-
, como se puede observar en la siguiente Figura 4.18 y Figura 4.19:




Figura 4.19. Bacterias con Tincién Gram, A) LGA, B) estiércol de vaca, C) rumen de vaca. 100x.

4.13. Técnica Wirtz-Conklin vista al microscopio

La identificacion de las bacterias esporulantes se realizd mediante la técnica de Wirtz-

Conklin y su posterior vista en el microscopio como se puede observar en Figura 4.20 y
Figura 4.21.

Q

L.

Figura 4.21. Lodo granular anaerobio, tincion de esporas con verde de malaquita. 100x.

4.14. Aislamiento e identificacion bacteriana

4.14.1. Aislamiento bacteriano para purificar la colonia



Para el ler. aislamiento bacteriano, se tomo
un frotis de la zona con mayor crecimiento
bacteriano, que fue la de color perla (Figura
4.22). El objetivo de este aislamiento se
realizo para obtener un cultivo lo més puro
posible, y asi identificar el tipo de bacteria
que dio un mayor crecimiento, para su
analisis mediante PCR (Figura 4.23, Figura
4.24, Figura 4.25 y Figura 4.26).

Figura 4.22. Primer aislamiento bacteriano a partir de la muestra
de LGA con mayor crecimiento

Figura 4.23. Crecimiento bacteriano del primer  Figura 4.24. Crecimiento bacteriano del
2do.

aislamiento (obsérvese que ain no se obtiene Aislamiento (Frotis tomado del ler.
aislamiento)

una colonia aislada)

Figura 4.25. Crecimiento bacteriano el 3er. aislamiento.
(frotis tomado del 2°. Aislamiento)



Figura 4.26. Crecimiento bacteriano en el 4° aislamiento
para su identificacion mediante técnica de PCR

4.14.2. Identificacion del género bacteriano de las bacterias predominantes.

A partir de cultivos bacterianos puros, se amplificaron los aislamientos de interés en caldo
nutritivo, incubando a 30°C por 24 horas. Posteriormente, se extrajo del DNA genoémico de
cada uno de ellos utilizando el kit Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega, Cat.
A1125), de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Posteriormente, se amplifico el gen
16S utilizando los oligonucleétidos fD1 (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y P2 (5'-
ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3") (Weisburg et al., 1991). Se utiliz6 el reactivo PCR
Master Mix 2X (K0171, ThermoFisher Scientific) empleando un volumen de reaccion de
50 pl. El programa de PCR consistié en una etapa inicial de desnaturalizacion a 94°C por 2
min, una etapa de desnaturalizacion consistente en 35 ciclos, cada uno consistiendo en 15 s
a94°C, 1552 59°C, y 1 min 30 s a 72°C, con una etapa de elongacion final a 72°C por 5
min. Para evaluar la obtencion del amplicon deseado, el producto de la reaccion de PCR se
sometio a una electroforesis en un gel de agarosa al 1% (90V/60 min) tefiido con bromuro de
etidio, usando un marcador de peso molecular como referencia (ThermoFisher Scientific
SM1373, ladder 2). Finalmente, se utilizo el kit DNA Clean and Concentrator-5 (Zymo
Research, United States), para purificar el producto de PCR, el cual se cuantifico y se envio
al Instituto de Biotecnologia de la UNAM (Cuernavaca, México) para secuenciarse por el
método de Sanger. Las secuencias obtenidas se analizaron con el software Chromas
(http://technelysium.com.au/wp/chromas/). Las secuencias en formato fasta se sometieron a
una andlisis de similitud utilizando la herramienta BLAST (Altschul et al., 1990) para
determinar el género de los microorganismos.

4.15. Analisis del ADN en la muestra de cultivo bacteriano aislado

El analisis realizado a las muestras para verificar la diversidad microbiana con el uso de los
genes de ARNT 16s indicaron la presencia de especies procariotas pertenecientes a los género
Bacillus y Anoxybacillus para ambas muestras. Los resultados de la identificacion bacteriana
se reportan en la siguiente Tabla 4.2, el estudio se realiz6 a dos muestras, identificadas como
Muestra 1 y Muestra 2:


http://technelysium.com.au/wp/chromas/

Tabla 4.2. Identificacion de los géneros y especies bacterianas encontrados en el Lodo
granular anaerobio, después de recibir un pretratamiento térmico y cultivado en agar sangre.

Electroferograma | Calidad Género(s) Especie(s) con la(s) que
presenta mayor similitud
Bacterianos
20052.R1 Adecuada, se | Bacillus Bacillus paralicheniformis
resuelven
Bacillus licheniformis
794 bases
Muestra 1 Anoxybacillus | Bacillus sonorensis
Bacillus haynesii
Bacillus glycinifermentans
Anoxybacillus sp.
20053.R2 Adecuada, se | Bacillus Bacillus licheniformis
resuelven
Bacillus paralicheniformis
884 bases
Muestra 2 Bacillus sonorensis
Bacillus haynesii
Bacillus glycinifermentans
Bacillus aerius

4.16. Conclusiones del inéculo

El pre-tratamiento térmico que se le realizo a las tres fuentes ambientales (LGA, RV y EV),
elimind casi en su totalidad a las bacterias metanogénicas, permaneciendo las bacterias
productoras de hidrdégeno, que son las que liberan esporas, después de morir, cuando son
sometidas a factores de estrés ambientales.

De las tres fuentes ambientales estudiadas, se concluye que el lodo granular anaerobio
(LGA), es el que posee el mayor poder de esporulacion, debido a que aun a diluciones del
orden de 1x10 3 continia en esporulacion, lo que indica que contiene gran cantidad de
bacterias productoras de hidrogeno.

La tincion Gram realizada al lodo granular anaerobio (LGA) ayudd a determinar que la
mayoria de las bacterias presentes en el lodo son Gram positivas en forma de bacilos. El
rumen de vaca posee una cantidad mediana de bacterias productoras de hidrégeno, con
respecto al LGA. De igual forma, el estiércol de vaca tiene poca capacidad de esporulacion;
en el caso de que sea usado como indculo, debera de agregarse directamente de la fuente
original, es decir, sin realizarsele ninguna dilucion.
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Capitulo 5. Produccién de hidrégeno en una MEC con un agua residual sintética

5.1 Resultados y discusién
5.2. Produccién de biohidrégeno y remocion de la DQO en la MEC usando diferentes
materiales y configuraciones de los electrodos

Las producciones acumuladas de biohidrégeno y HPR obtenidas de las MEC mostraron que
la MEC1, MEC2, MEC3 y MEC4 generaron las producciones de biohidrogeno mas altas en
comparacion con las otras MEC (Figura 5.1). Se utiliz6 el modelo de Gompertz modificado
para determinar el comportamiento cinético de la produccion de biohidrogeno en la MEC y
los datos se analizaron con el software Statistica 7.0. Los valores de lambda (A) indicaron
que las producciones de biohidrogeno fueron lentas en los primeros dias debido al alto
contenido de materia orgénica generando un periodo de adaptacion de los microorganismos
a las aguas residuales de alta concentracion. Los valores del modelo de Gompertz modificado
se pueden encontrar en la Tabla 1A. La produccion maxima de biohidrégeno se produjo el
dia 22 de funcionamiento, aunque los experimentos se realizaron durante 27 dias. EI HPR
maximo fue de 314 m® Ha/m3z.d para la MEC1 (M2-M1), mientras que el HPR minimo
generado fue de 1.0 m* Hz/m®&.d, que corresponde a la MEC11 (GF-GF) (Fig. 5.1b). EI SS
plano y el SS304 plisado utilizados como céatodo y anodo fueron los mejores electrodos
durante la produccion de biohidrogeno. Sin embargo, el electrodo de Cu/Ni utilizado como
catodo (MEC 2 y MEC 3) mostro altas actividades electrocataliticas en HPR, obteniendo
valores altos en comparacion con las otros MEC. La combinacién de diferentes materiales
de electrodos y la distancia entre los mismos, influyd en la produccion de biohidrogeno en
las MEC. EIl éarea del electrodo también fue un factor importante en la produccién de
biohidrogeno. Las mayores producciones de biohidrégeno se observaron cuando el area del
anodo era mayor que el area del catodo (8.5 cm? frente a 4.25 cm?). La forma “plisada” del
electrodo M2 fue un factor muy importante durante la produccion de biohidrdgeno ya que
ayudo a aumentar el area superficial del &nodo y los espacios disponibles para la fijacion de
bacterias electroactivas (EAB) conteniendo las mismas dimensiones geométricas que los
otros materiales de electrodos, mejorando el transporte de electrones y reduciendo el
sobrepotencial en la MEC. Los HPR maximos obtenidos en este trabajo superaron de 6 a 300
veces las producciones de biohidrogeno obtenidas en diferentes MEC alimentados con
diferentes aguas residuales de alta concentracion (hidrosilato, suero de queso, aguas
residuales sintéticas, efluentes de molino de aceite de palma, aguas residuales de azucar,
aguas residuales de cerveceria, aguas residuales de yuca, aguas residuales de licuefaccién
hidrotermal, aguas residuales de efluentes de fermentacion y aguas residuales de molinos de
arroz) que contenian DQOs por encima de 1000 mg/L y probaron diferentes materiales de
electrodos (Ni, Ni-Co y Ni-Co-P electrodepositados en la superficie de SS316, Cu rod, Cu
barra, Cu-Ni-Mo, Cu-Ni-Fe-Mo, aleacion de Co-Mo, grafito, papel carbén-Ni, carbon-Ni-
Co, carbon-Co, SS316 barra, SS-Ni, Ni-Co-P como recubrimiento en SS316 y Cu,
(Keruthiga, et al., 2021; Chaurasia, et al., 2022; Jeremiasse, et al., 2011; Feng, et al., 2018;
Qyyum, et al., 2022; Fudge, et al., 2021; Muddasar, et al., 2022; Gupta, et al., 2015;
Jayabalan, et al., 2021). EI HPR obtenido en el reactor FO fue de 0.25 m® de Hz/m3&.d, lo
que demuestra que las producciones de biohidrogeno en las MEC fueron mayores que en el
reactor FO durante el tratamiento de aguas residuales de alta concentracion. Esta gran
diferencia entre la MEC y FO se debe a la combinacion de los metabolismos microbianos de
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las bacterias productoras de hidrégeno y la reaccion bioelectroquimica de los electrodos que
superan las barreras termodindmicas para la produccion de hidrogeno en el proceso de
fermentacion anaerobia (Chandrasekhar, et al., 2021). Las eficiencias de eliminacion de
DQO en los experimentos variaron entre 5y 79 % (Figura 5.1c). La maxima remocion de
DQO la gener6 la MEC1 (M2-M1) con una DQO consumida (ADQO) de 14.1 g/L. Los
valores minimos de eliminacién de DQO (inferiores al 6 %) fueron generados por la MEC
10, MEC 11y el reactor de FO. Estas bajas remociones estaban relacionadas con el bajo HPR
obtenido en estos reactores. Se encontrd una relacion significativa entre la remocion de DQO
y HPR. Como se puede observar en la Figura 5.1b y c, las altas remociones de DQO obtenidas
en la MEC1, MEC2, MEC3 y MECA4 estan relacionadas con un alto HPR. Se observé que un
alto consumo de materia organica en las MECs alimentadas con aguas residuales de alta
concentracion mostraron una alta produccion de biohidrogeno. Se observé una mayor
actividad bacteriana en las MEC debido a la gran cantidad de materia organica consumida,
lo que contribuy6 a la produccién de biohidrogeno. De acuerdo a esto, se observo que el
biofilm se adhirié a los electrodos (biodnodo y biocéatodo), influyendo también en la
remocion de la DQO. Existen diferentes estudios que demuestran la capacidad de la MEC
para eliminar materia orgéanica. Se han obtenido remociones de DQO en un rango de 25 a
97% en las MECs alimentadas con aguas residuales con alto contenido de materia organica
(Keruthiga, et al., 2021; Chaurasia, et al., 2022; Jeremiasse, et al., 2011). La eficiencia de
eliminaciéon de DQO en las MECs es variable y es dificil hacer una comparacion, ya que
dependen de varios factores, como la carga organica, el tipo de celda (de una o dos camaras),
el modo por lotes o continuo, el tipo de agua residual, el tipo de materiales de los electrodos,
el pH y el tipo de in6culo. La alta conductividad eléctrica de las aguas residuales de alta
concentracion no afecto las actividades de los microorganismos durante la degradacion de la
materia organica ya que los VFAs generados en los reactores son los principales metabolitos
de la degradacion anaerdbica de la materia organica (Figura 5.2). La alta conductividad
eléctrica en las aguas residuales favorece la electrosintesis microbiana y mejora la migracion
de electrones y protones al catodo para la produccion de biohidrégeno y electricidad y, por
lo tanto, también reduce el sobrepotencial del catodo en los BES (Satar, et al., 2020; Gul, et
al., 2021). Este comportamiento se observo principalmente en la MEC1 a la MEC7. En el
caso de la MEC8 a la MEC11, la conductividad eléctrica no fue un factor limitante, ya que
se determind que la disposicidn de los electrodos, el tipo de material de los electrodos y las
distancias de los electrodos afectaban la HER y el sobrepotencial, méas para cuando las MECs
trabajaban con &nodos y catodos del mismo material, por ejemplo, M1-M1 (MEC10) y GF-
GF (MEC11). La resistividad eléctrica de los materiales jugé un papel muy importante en la
produccion de biohidrégeno ya que el valor mas bajo de HPR se obtuvo con los electrodos
GF-GF cuya resistividad eléctrica es mucho mayor, en comparacion con los otros materiales
(2.7x10-3 Q. .mGF>0.072x 10-6 Q.m SS > 1.72 x 10-8 Q.m Cu > 6.99x10—8 Q .m Ni >
9.71 x10-8 Q.m Fe).

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, se demostré claramente que el
proceso de electrofermentacion (EF) realizado en las diferentes MEC alimentadas con aguas
residuales de alta concentracion, mostré una mayor produccion de biohidrégeno y remocion
de DQO, en comparacion con el reactor de FO convencional. ElI concepto de
electrofermentacion se refiere a la interaccion de electrodos y microorganismos donde se
integran el metabolismo microbiano con reacciones electroquimicas para llevar a cabo todas
las reacciones redox electroquimicas para superar las barreras termodinamicas durante la
produccién de biohidrdgeno en el proceso de fermentacion anaerdbica (Chandrasekhar, et

87



al., 2021). La alta produccion de biohidrégeno obtenida en este trabajo se debi6 a las altas
concentraciones

de DQO disponible para las bacterias. También se debi6 a la alta conductividad del electrolito
y la produccion de protones, electrones y VFAs generados por las EAB adheridas al anodo
(bioanodo), la produccién de biohidrdégeno generada por bacterias productoras de hidrégeno
suspendidas en el electrolito y el hidrégeno generado a traves de la HER en el catodo. Las
MECs en este estudio se operaron en una sola cdmara sin ninguna membrana utilizada como
separador entre el anodo y el catodo (MEC de una sola camara sin membrana). Por lo tanto,
los catodos funcionaban como biocéatodos ya que estaban sumergidos en el indculo para que
las bacterias adheridas a la superficie del electrodo catddico sirvieran como biocatalizadores
y maximizaran la produccion de biohidrégeno. Rozendal et al., 2008, Jeremiasse et al., 2010
y Yuany He, 2017, reportaron que la HER puede ser catalizada por microorganismos (cultivo
puro o cultivo mixto) adheridos al catodo (biocatodo) para la produccion de hidrégeno en la
MEC y que puede ser una alternativa viable para aumentar la HPR vy reducir los
sobrepotenciales. Se ha propuesto que la HER es catalizada por hidrogenasa
principalmentepor la actividad catalitica de NiFe-hidrogenasas y proteinas involucradas en
la transferencia extracelular de electrones (Jeremiasse, et al., 2010)
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Figura 5.1. Produccién de biohidrégeno en una MEC usando diferentes configuraciones
de electrodos. a) production de H> acum, b) HPR y ¢) remocion de DQO



Las bacterias electroactivas unidas al catodo en una MEC son responsables de catalizar la
reduccidn de protones a biohidrdgeno. Jafary et al., 2017, mostraron que la resistencia a la
transferencia de carga catddica en un biocdtodo MEC se redujo 300 veces y que la produccién
de biohidrégeno aument6 6 veces, en comparacion con una MEC de catodo sin biopelicula.

5.3. Produccion de VFAs y contenido de biogas.

Los VFAs generados en la fermentacion anaerobica o por el proceso EF pueden servir como
sustrato ideal para las bacterias electroactivas. El proceso EF genera una mayor cantidad de
biohidrogeno con respecto a la fermentacion oscura. También permite la metabolizacion de
VFAs entre otros metabolitos generados en la fermentacién oscura por la produccion de
biohidrogeno (Gupta, et al., 2015; Zhi, et al., 2019). Por lo tanto, la presencia o ausencia de
VFAs en el efluente de una MEC, luego de la EF, mostraré el grado de conversion de la
materia organica en biohidrogeno. La Figura 5.2a) muestra la generacion de VFAS en una
MEC. Como puede verse, la MEC7 y MECL11, que tenian &nodos y catodos de fieltro de
grafito, fueron los unicos MEC donde se encontraron altas concentraciones de VFAs. El
principal VFA que se detectd en ambas MEC, fue el &cido acético con concentraciones de
2294-2378 mg/L. Para la MEC7 se encontrd acido butirico con una baja concentracion de 47
mg/L. Para las MECs que trabajaron con electrodos metélicos o con un arreglo de electrodo
metalico y electrodo de carbdn, no se detectaron VFAS, lo que indica que los subproductos
generados por el proceso EF posiblemente se transformaron en biohidrégeno. Las aguas
residuales sintéticas compuestas de pepticasa, extracto de carne y extracto de levadura, que
eran los principales sustratos orgénicos, fueron transformadas en VFAs, biohidrégeno,
diéxido de carbono, electrones y protones por Paralicheniformis, Licheniformis, Sonorensis,
Haynesii, Glycinifermentans y Anoxybacillus. El biohidrogeno generado en las MECs se
gener0 por cuatro vias: 1) por la accion de bacterias productoras de hidrégeno (Ecuaciones
27,29y 31); 2) por la accion de las EABs adheridas al anodo (bioanodo) (Ecuaciones 28, 30
y 32); 3) por las HER en los materiales del catodo que recibieron protones y electrones
liberados de reacciones electroquimicas (Ecuacion 33) y por la FO (Ecuacion 27); 4) por la
reduccion de protones realizada por las EABs unidas al catodo (biocatodo) (Ecuacion 34 y
Ecuacion 35).

Reaccion anddica:

Acetato;

CeH1206 + 4H,0 — 2CH3COO" + 2HCO;3 + 4H, + 4H* (Ecuacion 27)
CoH40, + 2H,0 —EAE—-8H* + 8¢~ + 2CO, (EcuaCién 28)
Butirato;

Ce¢H1206 + 2H,0 ——» CH3CH,CH,>COOH + 2HCO3 + 2H, + 2H* (EcuaCién 29)
CsHgO, + 6H,O0 —EAB—p 20H* + 20e™ + 4CO» (EcuaCién 30)
Propionato;

CeH1206 + 2H, ———» 2CH3CH,COOH + 2H,0 (ECU&Cién 31)
CsHgO2 + 4H,0 —EAB— 14H* + 14e~ +3CO; (Ecuacion 32)
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Reaccion catodica;
Reaccion de evolucion de hidrogeno (HER)

8H*+ 8e 0510V 4 H, (Ecuacion 33)

Reaccion de evolucion de hidrogeno (HER)

2H* + 2e” —EAB . H, (pH 4cido) (Ecuacion 34)
H,0 + 2e- —AB—» H, + 20H" (pH alcalino) (Ecuacion 35)

Estos resultados demuestran una mejor actividad electrocatalitica de los electrodos metalicos
en comparacion con los electrodos carbonosos y una mejor actividad metabolica de EAB.
Asimismo, los resultados muestran que en todas las MECs, el acido acético fue el principal
subproducto de la degradacién de la materia organica. La produccion de biohidrégeno siguio
la ruta del acido acético, que fue facilmente oxidado por las bacterias de respiracién anddica
(Yang, et al., 2015). La presencia de VFAs en la MEC7 y MEC11, indica que cuando se
utilizan electrodos de grafito simultdneamente en el anodo y el catodo, independientemente
de la distancia entre los electrodos, se reduce la actividad de los exoelectrégenos para
oxidarlos, de modo que la transferencia de electrones y las actividades electrocataliticas del
anodo y el catodo (reduccion de protones) se ven afectados negativamente, lo que influye en
las condiciones termodinamicas de la MEC, reduciendo la HER en el catodo y generando
menores acumulaciones de HPR y mayor de VFAs en las MECs. La acumulacién de VFAs
indica una transformacion parcial en biohidrogeno de estos subproductos. Los HPRs
obtenidos para estas dos MECs fueron menores a 45 m?® de Hao/m®:.d, en comparacion con
los obtenidos por las MECs que utilizaron electrodos metalicos o electrodo metéalico-
electrodo carbonico, que fueron de 73 a 314 m® Ho/m3z.d. En el reactor de FO se encontraron
acido acético y acido propionico con una concentracion de 1.845 y 490 mg/L,
respectivamente. La presencia de acido propiénico en la fermentacion oscura puede afectar
la tasa de utilizacion del sustrato en la conversion de biohidrégeno, por lo que la HPR se ve
afectada negativamente (Yang, et al., 2015). Este comportamiento se observé en el reactor
de FO. El contenido de hidrogeno y dioxido de carbono (COz) en el biogéas estuvo en el rango
de 93-99% y 1-7%, respectivamente (Figura 5.2b). No se detecté metano en el biogas. Esto
se debi6 a que en el indculo pretratado no se encontraron metandgenos, lo que ayudé a
aumentar el contenido de hidrégeno en el biogas. Podria suponerse que los homoacetégenos
utilizaron materia organica para producir principalmente acido acético. Se determindé un bajo
contenido de CO; en el biogéas en todas las MEC, lo que demuestra que el CO> se redujo casi
por completo en compuestos multicarbonados (principalmente acido acético) con electrones
donados desde el anodo que sirvié como donante de electrones para la reduccién de CO: en
el catodo (Christodoulou, et al., 2017). Esta reaccion es muy importante ya que ayudod a
obtener una alta produccion de biohidrégeno en las MEC, principalmente cuando se
utilizaron electrodos metalicos. La produccidn de acetato desde la reduccion de CO2 en un
BES, puede realizarse mediante dos mecanismos: a) bioelectroquimico (Ecuaciones 35, 36 y
37), y b) reduccion electrocatalitica del hidrogeno a través de un mecanismo mediado por el
hidrogeno (Ecuacion 38) (Batle-Vilanova, et al., 2016). En este estudio, los dos mecanismos
que posiblemente se llevaron a cabo en el CO..
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2C0; + 6H,0 + 8g Biotatalizgdor  CH,COOH + 4H,0 + 20, (Ecuacion 35)

CO; + 2H,0 + 2¢ Biocatalizadg,  COQOH + H,0 + 0.50, (Ecuacion 36)
3CO; + 10H0 + 6" Biccatlizgor - CH3CH,COOH + 7H20 + 3.50 (Ecuacion 37)
2CO; + 4H, ——» CH3COO" + H* + 2H,0 (Ecuacion 38)
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5.4. Recuperacion de energia

Las recuperaciones de energia en una MEC de una sola camara y sin membrana, durante el
tratamiento de aguas residuales de alta concentracion usando diferentes electrodos, se
evaluaron mediante varios parametros, como CE, nE+S, rcat y rHz (Tabla 5.2). Las
eficiencias culombicas en las MECs 1 a 10 estuvieron entre 9 y 36%. Para la MEC11, que
utilizo fieltro de grafito como anodo y catodo a una distancia de electrodo de 2 cm, se
determiné una alta eficiencia culémbica (44 %) en comparacion con las otras MEC. Esta alta
eficiencia culémbica observada en la MEC11 resultdé en una baja recuperacion de
biohidrégeno catddico (4%), baja recuperacion de energia general (1%) y una baja
recuperacion global de biohidrogeno (2%), por lo que se obtuvo un HPR bajo (1.0 m®
Hz/m3&.d). Esto significa que los electrones liberados durante la degradacion de la materia
organica no fueron totalmente transportados al biocatodo debido al bajo HER, el alto
sobrepotencial y la resistividad eléctrica de los electrodos de fieltro de grafito. Para la MEC9,
que usoé electrodos metalicos, las recuperaciones de energia y biohidrégeno y la eficiencia
culémbica fueron menores. Esto significa que, aunque la remocion de DQO fue
considerablemente alta (48%), la generacion de electrones liberados por la EAB
posiblemente fue baja, por lo que una menor cantidad de electrones migré al anodo. Para
MEC1, MEC2, MEC3 y MEC4, las recuperaciones catodicas de biohidrogeno fueron
superiores al 891 % con eficiencias culdmbicas de entre 18 y 23 %. Estos valores
relativamente bajos de eficiencias culombicas indicaron que la produccién de biohidrégeno
a través de vias bioelectrocataliticas fue parcial. Los valores maximos de nE+S, rcat y rH2 se
observaron en la MECL. Las recuperaciones de hidrogeno catdédico mas altas observadas en
estas MECs dieron como resultado recuperaciones de hidrogeno total mas altas (>205 %),
recuperaciones de energia total mas altas (>159 %) y HPR mas altas (>193 m® Hao/m3z.d).
Las altas eficiencias energéticas obtenidas en este estudio hacen que la energia del
biohidrogeno recuperada sea superior a la tension de entrada (0.8 V). Segin Tang et al., 2022,
la alta eficiencia energética en una MEC se debe a una entrada de bajo voltaje que aumenta
la HER con una baja pérdida de sobrepotencial utilizando catodos basados en Ni. Las altas
eficiencias energéticas obtenidas en el presente estudio se asociaron con las reacciones
bioelectroquimicas generadas en el biocatodo de las MECs. Un estudio realizado por Dai et
al., 2019 sobre la produccidn de biohidrdgeno utilizando biocatodos en una MEC de una sola
camara, informaron que la eficiencia energética, la densidad de corriente, la recuperacién de
hidrégeno, la recuperacién catodica de hidrogeno y la HPR utilizando biocéatodos de papel
carbdn operados a un voltaje de 0.7 V de entrada, fueron ligeramente mas altos que en la
MEC de camara Unica con un catodo de C/Pt. Se determind que existe una relacién directa
entre la produccion de biohidrogeno y la recuperacion de energia en todas las MEC. No existe
una relacion directa entre las eficiencias culdmbicas y las recuperaciones de energia durante
la produccion de biohidrdgeno. Esto significa que las actividades metabdlicas de las EAB y
las bacterias productoras de hidrogeno fueron diferentes en las MEC durante el tratamiento
de aguas residuales con gran contenido de materia organica. La produccién de biohidrogeno
a lo largo del tiempo (At) varié como se puede ver en el grafico de biohidrégeno acumulado
(Figura 5.1a), generando diferentes nCE y corrientes eléctricas debido a las variaciones de
HER, sobrepotenciales de los materiales de los electrodos, disposicion de los electrodos y
distancia de los electrodos. Asimismo, los altos valores de nE+S y rH2 Se relacionaron con el
alto consumo de materia organica. Por otro lado, valores de rH2 superiores al 100% indican
que la produccion de biohidrogeno estuvo relacionada con el mayor nimero de moles de
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biohidrégeno producidos en las MEC1, MEC2, MEC3 y MEC4 por las diferentes vias de
produccién de biohidrégeno (bacterias productoras de hidrogeno, EAB en el bioanodo, HER
en el catodo y EAB en el biocatodo). La Tabla 5.3 muestra una comparacion de los resultados
obtenidos en este estudio con los reportados en la literatura. Se puede observar que HPR, rcat
y ruz fueron significativamente mas altos que los reportados en la literatura. Shen et al., 2016
trataron aguas residuales de alta concentracion provenientes de un liquido hidrotermal con
una DQO inicial de 44.94 g/L para la produccion de biohidrogeno mediante una MEC de
doble camara de lecho fijo y de flujo ascendente utilizando nanotubos de carbono como
anodo y fieltro de carbono como céatodo. Estos autores obtuvieron una remocion de DQO del
80% con HPR de 0.003 m® Ho/mr.d y una CE de 7% los cuales fueron menores debido a la
mala reaccion catodica generada por los electrodos de carbon y por la complejidad de las
aguas residuales. La MEC de doble camara se ha utilizado para tratar aguas residuales de
azucar utilizando electrodos de carbono como anodos y materiales o aleaciones a base de
metales no preciosos (NiO.rGO, C0304.rGO, Nifoam/NiMoO4, Ni-Co, SS316 dopado con
Ni-Co-P usados como catodos. Se obtuvieron recuperaciones de energia del 21 al 84 % y
eficiencias culombicas del 45 al 65 % con una eliminacién maxima de DQO y HPR del 57
% y 0.24 m® Hz/m®r.d respectivamente (Chaurasia, et a., 2022; Jayabalan, et a., 2020;
Jayabalan, et al., 2021). Se han utilizado diferentes tipos de aguas residuales de alta
concentracion como sustrato en una MEC para la produccion de biohidrdgeno, obteniendo
recuperaciones energéticas entre el 23 y el 471%, densidades de corriente entre 1.3 y 500
A/m? y eficiencias culdmbicas que van del 7 al 98% (Jeremiasse, et al., 2011; Feng, et al.,
2018; Qyyum, et al., 2022; Fudge, et al., 2021; Muddasar, et al., 2022; Gupta, et al., 2015;
Jayabalan, et al., 2021; Shen, et al., 2016). Como se menciond anteriormente, los valores de
recuperacion de energia, eficiencia culombica y densidad de corriente, dependen del voltaje
de entrada aplicado a la MEC, el tipo de MEC, el tipo de aguas residuales, los materiales de
los electrodos, el pH y la comunidad microbiana, por lo que es dificil hacer una comparacion
con otras investigaciones. Se ha observado que los estudios realizados en MECs que tratan
aguas residuales de alta concentracion para la produccion de biohidrégeno, utilizan
principalmente celdas de doble cdmara, electrodos de carbén como &nodos y electrodos
metalicos como catodos generando baja reaccion HPR y HER. En este estudio se obtuvieron
altas recuperaciones de energia, HPRs y HERs en MECs monocdmara utilizando acero
inoxidable 304 malla plana 60 y barra de Cu/Ni como electrodos.

5.5. Potenciales de inicio de la HER y tasa de produccion de amperaje

Segln Zhang et al., 2010 y Jafary et al., 2017, el \Vh fue determinado por la pendiente en la
curva LSV. El mejor desempefio de una MEC en términos de HER se logré cuando se
observo un potencial de inicio de HER bajo y un Vh alto. El rendimiento de las MECs mas
efectivo fue en la MEC1 y MEC2, que lograron altas actividades electrocataliticas como se
muestra en la Figura 5.3a. Para la MEC10 y MEC11, se observé un alto sobrepotencial. Estos
resultados confirman claramente los altos HPR obtenidos en las MEC1 y MEC2, debido a un
bajo sobrepotencial y menores HPR observados para MEC10 y MEC11, debido a una
generacion de corriente significativamente menor (alto sobrepotencial). Para MEC1y MEC2,
los valores de potencial de inicio de la HER fueron -0.6 y 0.63 V, respectivamente, los cuales
fueron bajos en comparacion con los demés MEC obteniendo un valor de Vh de 12.97 mA/\V
para MEC 1y un valor de VVh de 29.01 mA/V para MEC 2. Para las MEC que generaron las
producciones de biohidrégeno mas bajas en comparacion con los otros MEC, se obtuvieron
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valores altos de potencial de inicio de HER (-0.79 v) y valores bajos de Vh (menor que 0.95

mA/V).

5.6. Valores de la Ecuacion de Gompertz obtenidos en las diferentes MECs

Tabla 5. 1. La ecuacion de Gompertz se usé para calcular los valores de maxima
velocidad de produccién de H, (Rmax), maxima produccién de H;

(Hmax) y duracion de la fase lag (£) para todas las MECs.

rewee BEOR L 0 fe w ®
MEC1 M2-M1 2367.74 0.10 11.17 99.70
MEC2 M2-Cu/Ni 2121.82 0.11 11.62 99.74
MEC3 FG-Cu/Ni 1413.76 0.13 9.95 99.74
MEC4 FG-M1 1556.85 0.10 13.02 99.69
MEC5 M1-Fe 378.45 0.15 7.45 99.66
MEC6 M1-Cu/Ni 336.18 0.11 9.95 99.74
MEC7 FG-FG* 263.43 0.52 2.73 99.20
MECS8 FG-Fe 140.99 0.11 12.27 99.80
MECI10 FG-FG** 17.64 0.51 2.78 99.60
MEC9 M2-Fe 3.71 6.82 0.19 99.23
MEC11 M1-M1 0.74 2.22 0.61 99.50

*separacion entre electrodos de 4 cm
**separacion entre electrodos de 2 cm
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Tabla 5.2. Resumen de las eficiencias energéticas de las MECs para diferentes materiales y configuraciones

de los electrodos durante el tratamiento de aguas residuales de alta concentracion

MEC Electrodos Distancia  DQO ne+s (%) reat rH, CE Densidad HPR
(4nodo-catodo)  electrodos  Remocion (OER) (%) (%) (%) de corriente (M3 Hzo/m 3r.d)
(cm) (%) (A/m?)
MEC 1 M2-M1 4 794 319+13 1785457 340+8 19+3 9145 314 +17
MEC 2 M2-Cu/Ni 2 76 £3 298 +14 167660 302+5 18+2 1833 274 +15
MEC 3 GF-Cu/Ni 2 76 +3 178£10 991445 2255 2312 2264 223 +18
MEC 4 GF-M1 2 76 +2 159+8 891438 205+7 23+2 25%2 193 +14
MEC 5 M1-Fe 2 67 1 159 +8 204 £24 70 £5 34 +3 56 £2 73 £10
MEC 6 M1-Cu/Ni 4 56 +2 40 +4 223427 6714 30+2  323t6 48 £8
MEC 7 GF-GF 4 56 +3 3144 170£20 15%2 942 17 £1 45 +8
MEC 8 GF-Fe 4 59 43 13+2 71114 25+3 36+2 28045 154
MEC 9 M2-Fe 2 48 £2 205 11 43 1.0+02 10+1 202 9+3
MEC 10 M1-M1 2 61 52 6 30 10 304 10 £1 13£1 7.4 +1
MEC 11 GF-GF 2 6+1 1+£0.02 4+1 2+0.2 44 +#3  0.1+0.03 1+0.3
DF reactor - - 542 - - - - - 0.25+0.1




Tabla 5.3. Comportamiento de las MECs durante el tratamiento de un agua residual de alta concentracion

#de  Anodo-Catodo Sustrato Voltaje ~ Distancia DQO DQO HPR Densidad de NE+s Feat CE Referencia
cémaras V) entre Inicial remocion  pH T (m*H, /m*r.d)  corriente (%) ) (%)
electrodos  (g/L) (%) oc (AIm?)
cm) Q)
2 Grafito fieltro-Cu/Ni, Agua sitética 0.5 - 1 - 6 30 50 25 - - - Jeremiasse, 2011
Ni-Mo
1 Grafito-SS malla AR Hydrosilate 0.7 25 8.2 29 Room 0.4 - 74 58 88 Gupta, 2015
2 Carbon fieltro-Carbon Agua sintética 0.9 - 71 30 2.6 3 - - 50 Carrera, 2013
paper/Ni
2 Cnanotubos-C fieltro aguas hidrotermales 0.6-1.4 - 44,940 60-80 7 25 0.003 - 106 (ng) - 7 Shen, 2016
licuadas

1 Grafito fieltro-SS304  Lactosuero - 4 1.6-19.9 24-26 7 32 0.06-0.16 1.3-15 9.5-20.8 263.7 31.8-92.7 Rivera, 2017
malla 60

1 SS316L-Pt/Ti malla Agua sintética 1 35 1.56 49-91 - 30 7.72 10.9 69 958 64-116 Feng, 2018

1 Grafito fieltro-C tela ~ AR/Aceite de palma 0.2-0.9 - 66 (9-49) 6.5 55 4.43 - 89-471 - - Khongkliang, 2019

2 Grafito- NiO.rGO and AR azlcar 1 - 44 57 7 Room 0.1 1.2 - 21 65.6 Jayabalan, 2020
C030,.rGO

1 Grafito-C tela/Pt Agua sintética 0.8 3 0.7-1.4 - 11 30 0.32 9.2 48 - - Cui, 2021

2 Grafito-Ni/NiMoO4 AR azlcar 1 - 4.2 54 45 Room 0.12 81 11.96 58.2 Jayabalan, 2021

2 Grafito- SS316/Ni-Co AR azUcar 0.6 - 4.85 45-50 7 30 0.24 3-44 - 64-84 45-62  Chaurasia, 2022

1 Grafito plano-Ni espuma AR/Aceite de palma 1.1 25 20.2 - 6.6 302 0.77-1.17 - - - - Kadier, 2022

2 C tela—C tela AR/molienda arroz - - 17.9 76.8 4-7 - 0.086 - - - - Keruthiga, 2021

1 SS304 malla 60 plisada- Agua sintética 0.8 4 18 79 5.1 25 314 91 319 1785 19 Este trabajo
SS304 malla 60 plana

1 SS304 malla 60 plisada- Agua sintética 0.8 2 18 76 5.1 25 274 183 298 1676 18 Este trabajo
Cu/Ni barra

1 Grafito fieltro-Cu/Ni  Agua sintética 0.8 2 18 76 5.1 25 223 226 178 991 23 Este trabajo
barra

1 Grafito fieltro-SS304  Agua sintética 0.8 2 18 76 51 25 193 25 159 891 23 Este trabajo

malla 60 plana

AR.-agua residual



Para determinar las actividades electrocataliticas de los materiales de los electrodos en las
MEC durante la produccion de biohidrégeno, se realizaron pruebas de LSV en condiciones
abioticas (Figura 5.3b). Se observo una mejora de los valores de Vh superiores al 100% en
las MEC con actividad microbiana (bidticas), en comparacién con las MEC abiéticas, lo que
demuestra que el EAB adherido a electrodos de anodo y catodo (biodnodos y biocatodos)
mejora la HER al obtener una alta produccion de biohidrégeno y un buen rendimiento de la
MEC. Se determind un potencial de inicio de HER de -1.26 V en un catodo de fieltro de
grafito no inoculado de MEC de doble cAmara durante la produccion de biohidrdgeno, luego,
cuando se inocul6 el catodo de fieltro de grafito con bacterias reductoras de sulfato
(biocéatodo), el potencial de inicio de HER disminuy6 a solo -1.16 V. Se observé una
disminucion significativa en el potencial de inicio de HER en la MEC del biocatodo cuando
el pH de la solucion electrolitica de la cAmara catddica se redujo hasta 4, obteniendo un
potencial de inicio de HER de -0.83 V (Jafary, et al., 2017). Los resultados de esta
investigacion fueron similares a los trabajos presentados cuando la MEC trabajaba con
electrodos de grafito. Sin embargo, cuando se utilizaron biocatodos de SS o Cu/Ni, nuestros
resultados mostraron un aumento en HER en comparacion con el catodo de fieltro de grafito
con biofilm adherido (Jafary, et al., 2017). Esta diferencia se debi0 a la alta resistencia del
fieltro de grafito en comparacion con los electrodos de SS y Cu/Ni, el tipo de MEC, el pH'y
la comunidad microbiana utilizada. La HER resultante de usar diferentes catodos de malla
SS304 fue examinado por Zhang et al., 2010 en una MEC para la produccion de
biohidrogeno, el potencial minimo necesario para iniciar la corriente de produccion fue
similar para los diferentes catodos de malla, con valores de potencial de inicio de HER en
torno a -0.67 V, que fueron ligeramente superiores a los obtenidos en nuestro trabajo. El
catodo de malla tejida de SS #44 con un diametro de alambre de 0.015 cm y un &rea de
apertura de poro de 0.0025 cm?, fue el catodo mas efectivo basado en valores de Vh mas
altos (Vh = 81.48 mA/V), mientras que para SS de malla expandida y SS plana los valores
de Vh fueron 47.64 y 32.54 mA/V, respectivamente. En el presente trabajo, los valores de
Vh estuvieron por debajo de 29 mA/V que fueron inferiores a los valores informados por
Zhang et al., 2010. Estos valores bajos se deben principalmente al alto contenido de materia
organica de las aguas residuales sintéticas, lo que limita la HER en las MECs. Las tasas de
produccién mostraron que el electrodo de malla plana de acero inoxidable y el electrodo de
Cu/Ni utilizados en este trabajo fueron los catodos mas efectivos para la produccién de
biohidrogeno en comparacion con los electrodos de hierro y grafito durante el tratamiento de
aguas residuales con alto contenido de materia orgéanica. Las aleaciones como SS tienen un
alto contenido de Ni que puede catalizar la HER de manera mas eficiente. El niquel es un
metal no precioso y econémico con una actividad catalitica HER alta, como lo muestra el
gréfico de energia libre de adsorcion de hidrogeno. La energia libre de enlace de hidrégeno
(AGH*) del Ni es de alrededor de -0.26 eV, que es ligeramente negativa (Yuan, et al., 2017).
Este AGH* indica un catalizador HER eficaz para la produccion de biohidrogeno en una
MEC, por lo que se absorbe un proton en el sitio activo de Ni. La malla plana de SS304 y la
barra de Cu/Ni utilizadas en este trabajo tienen un contenido de Ni de 8-10.5% y 0.0108 g/m?
respectivamente. Se ha demostrado que los electrodos de SS que tienen un area de superficie
especifica alta, aumentan la reaccion HER, generando altas eficiencias catddicas y HPR en
una MEC Zhang, et al., 2010). Por estas razones, en este estudio se lograron HPR vy
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recuperaciones de energia mas altas cuando se utilizaron como anodo malla plisada plana de
SS304 y como catodo SS304 malla planay barra de Cu/Ni. Las bajas densidades de corriente
obtenidas para los experimentos bidticos MEC9, MEC10 y MEC11 se asociaron con el bajo
HPR (Figura 5.1 y Figura 5.4). Para las MEC que utilizan los mismos materiales de
electrodos tanto en el anodo como en el catodo (M1-M1y GF-GF), se obtuvieron densidades
de corriente entre 0.13 y 13 A/m? demostrando asi la importancia de hacer arreglos con
diferentes materiales de electrodos en una MEC sin membrana y de una sola camara, con el
objetivo de mejorar la HER para aumentar la produccion de biohidrogeno. En cambio, para
altas producciones de biohidrogeno obtenidas en los experimentos bidticos MEC1, MEC2,
MEC3 y MEC4, las densidades de corriente fueron relativamente altas con valores de 91,
183, 226 y 25 A/m?, respectivamente. Las densidades de corriente en las MEC abidticas
estuvieron en el rango de 0.01 a 652 A/m?, mostrando diferencias en el transporte de
electrones. Este comportamiento confirma la importancia de las propiedades quimicas y
fisicas de los materiales de los electrodos utilizados como anodo y catodo, y las distancias de
los electrodos para producir biohidrogeno en una MEC. La HER catalizada por el biocatodo
de la MEC varia segun la comunidad microbiana. Geobacter sulfurreducens, Desulfovibrio
spp. Desulfovibrio paquesii, Desulfovibrio caledoniensis, bacterias sulfatoreductoras, cultivo
enriquecido con Desulfitobacterium sin mediador, Acetobacterium, Clostridium y
Shewanella oneidensis podrian aceptar electrones del biocatodo de la MEC para catalizar la
HER (Jafary, et al., 2017; Yuan, et al., 2017). En el presente estudio se observd que el
consorcio inoculado en las MEC (Paralicheniformis, Licheniformis, Sonorensis, Haynesii,
Glycinifermentans y Anoxybacillus) jug6 un papel importante en la catélisis de HER durante
la produccion de biohidrogeno.
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Figura 5. 4. Produccion de densidad de corriente en las MECs durante el tratamiento
de un agua residual de alta concentracién

5.7. Espectroscopia de impedancia electroquimica.

La Figura 5.5 muestra el analisis EIS en las MEC abidticas y bidticas. Los valores de
resistencia 6hmica se extrajeron de las graficas de Nyquist obtenidas de las pruebas EIS. Las
mayores resistencias observadas durante el tratamiento de aguas residuales se dieron en las
MEC abioticas, indicando un mayor sobrepotencial en los electrodos de material sin
biopelicula. Los valores maximos de resistencia obtenidos en las MEC abioticos fueron 4107,
3332,2766y 3240 Q correspondientes a la MEC5, MEC9, MEC11 y MECS, respectivamente
(Figura 5.5a). Para la MEC7, MEC8 y MEC10 los valores fueron entre 39 y 99 Q mostrando
una cinética de HER maés rapida, en comparacién con las otras MECs abidticas. Sin embargo,
a pesar de que las resistencias obtenidas en estas MECs abioticas fueron bajas, estas
resistencias fueron hasta cuatro veces mayores que las observadas en las MEC bidticas. La
migracion iénica entre la interfaz y los sitios activos internos de los catodos (resistencia a la
transferencia de carga catddica) se retraso, como lo muestra la baja pendiente que presentaron
las curvas antes de la transferencia de carga, especialmente en los abiéticos MEC10 y MEC?7,
lo que reduce la HER (Jayabalan, et al., 2020). Las MEC bidticas presentaron resistencias
menores a 847 Q, las cuales fueron significativamente menores, en comparacion con las
MEC abioticas (Figura 5.5b). Estos resultados concuerdan con los resultados obtenidos en el
potencial de inicio y tasa de produccion de HER, en los que se demostro que las MEC bioticas
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generaron una mejor HER para la produccion de biohidrogeno en comparacion con las MEC
abidticas. El fendmeno de migracion idnica y transferencia de carga a los catodos de MEC1,
MEC?2 y MECS3 fue significativamente rapido, como se observa en la Figura 5.5b, donde las
pendientes son muy pronunciadas, especialmente en MEC1 y MEC2 con una pendiente
menor en la MEC3. Las resistencias obtenidas de estas tres MEC fueron entre 14y 33 Q. Las
tres MEC bioticas anteriores generaron las mayores producciones de biohidrogeno, lo que
demuestra la alta actividad electrocatalitica de los catodos SS304 malla 60 y Cu/Ni frente a
los catodos de fieltro de grafito y barra de Fe. EI EAB adherido a los electrodos del anodo y
el catodo disminuyo significativamente las resistencias 6hmicas de las MECs. Los resultados
de EIS mostraron que la menor resistencia a la transferencia de carga catddica obtenida en
las MEC bioticas se asocio6 con la actividad biocatodica, la conductividad del electrolito y la
condicion de pH &cido (Jafary, et al., 2017).
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5.8. Circuito de potencial abierto (OCP)

El anélisis del OCP determina el voltaje producido en un BES o el potencial generado por
una reaccion redox durante la corrosion de materiales de electrodos sumergidos en una
solucion. La Figura 5.6 muestra los valores de OCP obtenidos durante el tratamiento de aguas
residuales de alta concentracion en condiciones bidticas y abioticas. Para el analisis de OCP,
no se suministrd voltaje externo en ninguna de las condiciones. Como se puede observar en
la Figura 5.6a, en las pruebas bidticas se generaron valores de OCP que van de -0.031 a -
0.385 V, lo que indica que se gener6 una diferencia de potencial en el reactor debido a la
presencia de las EAB adheridas a &nodos y catodos. Esto generd una cosecha de electrones
y produccion de protones en los anodos, que migraron para su reduccion a los catodos de las
MECs durante la degradacion de la materia organica de las aguas residuales de alta
concentracion. Se observaron valores de OCP por debajo de -0.043 V en la MEC10 (SS304
plana-SS304 plana) y MEC11 (GF-GF 2 cm), lo que indica una menor actividad de EAB que
corresponde a las bajas producciones de biohidrogeno obtenidas en este estudio. Para valores
altos de OCP en pruebas bidticas (-0.3 a -0.38 V), se logré un HPR mas alto. En estudios
previos, los OCP para la mayoria de los bioanodos y biocatodos en las MECs alimentadas
con aguas residuales sintéticas y reales se obtuvieron entre —0.33 y -0.76 V (Bajrachayra, et
al., 2016; Lim, et al., 2020). Los valores de OCP para la combinacion de materiales de
electrodos GF-SS304 plano, barra de GF-Fe y barra de SS304 plano-Fe en las pruebas
abioticas fueron mas propensos a la corrosion y mostraron valores de OCP que oscilaron
entre -0.53 V y -0.88 V (Figura 5.6b). Los valores de OCP mas negativos mostraron una
mayor tendencia a la corrosiéon del metal y los valores de OCP menos negativos indicaron
una baja tendencia a la corrosion (Elsener, et al., 2018). Para los electrodos GF-GF se obtuvo
un OCP menor (-0.019 V). Los valores relativamente altos de OCP en las pruebas abidticas
mostraron una produccion potencial, debido a la corrosion de los materiales de los electrodos
observada principalmente en los electrodos metalicos. Los componentes de aguas residuales
de alta concentracion utilizados en este estudio y el ambiente acido del sistema generaron
una tendencia a causar corrosion en los materiales de los electrodos. La combinacion de metal
con metal utilizado como anodo y catodo generd proteccion catddica de los electrodos,
disminuyendo los fendbmenos de corrosion de los materiales. Se observo que las biopeliculas
adheridas a los materiales de los electrodos sirven como proteccién para reducir los
fendmenos de corrosion de los materiales y asi alargar la vida dtil de los electrodos. Por lo
tanto, la produccién de biohidrégeno obtenida en este estudio tendia a hacer que las
reacciones bioelectroquimicas se derivaran principalmente de la accién de las AEB y las
bacterias productoras de hidrogeno. De acuerdo con los resultados del analisis de OCP en las
MEC, es importante seleccionar electrodos que generen valores de OCP relativamente altos,
cuidando la tendencia a la corrosion. Los catodos de malla SS utilizados en una MEC a un
voltaje aplicado de 0.9 V no mostraron evidencia de corrosion después de 15 ciclos de
operacion (Zhang, et al., 2010). En el presente estudio se observaron resultados similares.
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Figura 5. 6. Graficos de OCP vs tiempo para andlisis biotico (a), y abidtico (b) durante
el tratamiento de un agua residual de alta concentracion

5.9. Analisis de barrido electrénico (SEM)

La apariencia de la superficie del &nodo y el catodo se determind mediante SEM al final de
la experimentacién (Figura 5.7). El &nodo y el catodo que mostraron el mejor desempefio
durante la produccion de biohidrogeno fueron la malla plisada #60 de SS304 y la barra de
Cu/Ni, respectivamente. La Figura 5.7 (a) y (b) muestra la presencia de biopelicula
desarrollada sobre la barra de Cu/Ni y las particulas esféricas de Ni, asi como las grietas
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generadas por el desgaste del electrodo durante la electr6lisis. Las Figuras 5.7 (c), (d) y (e)
muestran las bacterias electroactivas adheridas al &nodo de malla plisada #60 de SS304. Estas
imagenes realizadas por SEM confirman que estos electrodos metalicos fueron colonizados
por bacterias generando un aumento en la produccion de biohidrogeno (principalmente en la
MEC1y MEC?2), generando bajo sobrepotencial debido al bajo potencial de inicio de la HER
y por lo tanto mejorando las reacciones de la HER en la MEC. La razdn principal por la cual
los sobrepotenciales fueron bajos en las MECs es que la biopelicula adherida a los electrodos
aumenta las reacciones de transferencia de electrones y acelera la reduccion de protones a
biohidrdgeno en el catodo generando asi altas actividades electrocataliticas en las MEC.

F 2

i~

Figura 5. 7. Imagenes del SEM para el catodo Cu/Ni (a, b) y el anodo SS304 malla plisada
#60 (c,d ye).

5.10. Conclusiones de la investigacion con agua sintética a nivel laboratorio

Este estudio investigd la produccion de biohidrégeno a partir de once combinaciones
diferentes de materiales de electrodos en una MEC de una sola camara y sin membrana,
usando un agua residual de alta concentracion y alta conductividad. Los mejores desempefios
de las MEC fueron la MEC1 y MEC2, que contenian los electrodos metalicos de malla
plisada SS304 #60 y barra de Cu/Ni. La forma “plisada” de SS304 malla #60 muestra una
excelente superficie para el transporte de electrones durante la degradacion de la materia
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organica, disminuyendo las resistencias internas y los sobrepotenciales en la MEC. Estos
materiales presentaron mejores actividades electrocataliticas (bajo potencial de inicio de la
HER vy alta tasa de produccion de corriente), en comparacion con otros electrodos metalicos
y de carbono. Se determind que el area del electrodo, el tipo de material, la forma del
electrodo (por ejemplo, plisado, barra, plano), las comunidades bacterianas, la distancia entre
los electrodos y las configuraciones (combinaciones de electrodos), jugaron un papel
importante en la mejora de la HER durante la produccion de biohidrogeno en una MEC
alimentada con aguas residuales de alta concentracion. También se observo que las
biopeliculas adheridas tanto al &nodo como al céatodo (bioelectrodos) influyen en el
rendimiento de MEC. En este estudio se obtuvo una produccion de biohidrégeno de hasta
314 m® de Ha/m3:d con alta recuperaciones de energia total (>319%) y una alta remocion de
DQO. Finalmente, se demostrd6 que el proceso de electrofermentacion genera
significativamente una mayor produccion de biohidrégeno, en comparacion con el proceso
de fermentacidn oscura durante el tratamiento de aguas residuales de alta concentracion.
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Capitulo 6 Produccion de hidrogeno en una MEC con agua residual real

6.1. Resultados y discusion para la experimentacion en una MEC utilizando aguas reales

6.1.1. Configuracion de los electrodos y valores paramétricos de la Ecuacién de Gompertz en una
MEC con aguas residuales reales

Las producciones acumuladas de biohidrogeno y HPR obtenidas de las MEC muestran gque la MEC1
genero la mayor produccidon de biohidrégeno en comparacion con las otras MECs (Tabla 6.1 y Figura
6.2). Se utilizo el software Statistica 7.0 para analizar los datos obtenido durante la experimentacion
en la MEC y la Ecuacion modificada de Gompertz para analizar la cinética de la reaccion (Tabla 6.2).
La méxima produccion de biohidrégeno ocurrié a los 39 d de operacion, aunque los experimentos se
realizaron durante 45 d. EI HPR méaximo fue de 392 m3 Ho/m3:d para la MEC1 (M2-Cu/Ni), mientras
que el minimo HPR generado fue de 16.0 m® Ha/m3:d correspondiente a la MEC6 (M2-M1) (Figura
6.2). ElI Cu/Ni y el SS304 plisado utilizados como céatodo y anodo fueron los mejores electrodos
durante la produccién de biohidrégeno. Sin embargo, el electrodo de Cu/Ni utilizado como catodo
(MEC1, MEC4 y MEC5) mostro actividades electrocataliticas altas en HPR solo en la MEC1 donde
se utilizd melaza, obteniendo el valor méas altos en comparacién con las demés MEC. La combinacion
de diferentes materiales de electrodos y la distancia de los electrodos influy6 en la produccién de
biohidrégeno en las MECs.

Tabla 6.1. Configuracion de los electrodos en la MECs con agua residual real

d (cm)
Agua entre HPR
MECs residual Electrodos electrodos (m¥m3gd) pHi pHf
MEC1 Melaza M2-Cu/Ni 2 392 441 814
MEC2 Lactosuero M2-M1 4 79 4.08 6.90
MEC3 Melaza M2-M1 4 71 4.54 7.80
MEC4 Vinaza M2-Cu/Ni 2 65 4.38 7.92
MEC5 Lactosuero M2-Cu/Ni 2 18 3.72 7.49
MEC6 Vinaza M2-M1 4 16 4.30 7.60

Tabla 6.2. Valores paramétricos de la Ec. de Gompertz para las MECs con aguas residuales reales

Hmax (L) Vmax (mL/min) fase lag (V) (h)
MelazaNi  (MECL1) 7749 0.28 20
Lactosuero Ni (MEC5) 1036 0.01 26
Vinaza Ni (MEC4) 918 0.05 17
MelazaM1 (MEC3) 407 0.05 9
Lactosuero M1 (MEC2) 324 0.06 8
Vinaza M1 (MECS6) 35 0.01 3

Las eficiencias de remocion de la DQO en los experimentos variaron entre 26 y 82% (Figura 6.2). La
maxima remocion de DQO la gener6 la MEC4 (M2-Cu/Ni) con una DQO removida (ADQO) de 16.92
g/L. Los valores minimos de remocion de DQO (menores al 26%) fueron generados por la MEC2.
Estas bajas remociones generadas se relacionaron con los HPR bajos de las MECs analizadas. Como
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se puede observar en la Figura 6.3, la mayor remocién de DQO en las MEC2 y MEC1, se relaciona
con la mayor HPR. Sin embargo, el HPR de la MEC1 fue mucho mejor que que HPR de la MEC2y
las otros MEC. Se encontr6 una relacion significativa entre la remocion de DQO y el HPR. La mayor
produccién de hidrégeno fue generada en la MEC1 (392 m®m?3zd), con una remocién de 73%
mientras que la MEC4 termind solo con 65 m®m?3:d con una remocién de 82% lo que indica que con
el mismo par de electrodos (M2-Cu/Ni), la misma distancia (2 cm) y las mismas condiciones de
reaccion, la melaza gener6 una mayor cantidad de hidrégeno que la vinaza en las MEC alimentadas
con aguas residuales de alta concentracion. Se observé alta actividad bacteriana solo en la MEC1
debido a la gran cantidad de materia organica consumida que contribuyd a la produccion de
biohidrégeno. De acuerdo a esto, se demostr6 que los electrodos adheridos con biofilm (biodnodo y
biocatodo) influyeron también sobre la remocion de DQO.

La alta conductividad eléctrica de las aguas residuales de alta concentracion no afectd las actividades
de los microorganismos durante la degradacién de la materia organica ya que la presencia de VFAs
(principales metabolitos de la reaccion) en los reactores, mostré la actividad microbiana en la
degradacion anaerobia de la materia organica. Una alta conductividad eléctrica en el agua residual
favorece la electrosintesis microbiana y aumenta la velocidad en la migracion de electrones y protones
hacia el catodo durante la produccion de biohidrégeno y electricidad y por lo tanto, también reduce
los sobrepotenciales del catodo en los BES (Satar et al. , 2020; Gul et al., 2021). Este comportamiento
fue principlamente observado para la MEC1. Para el caso de las otras MEC, la conductividad eléctrica
no fue un factor limitante, sin embargo, el arreglo de los electrodos, el material y las distancias entre
los electrodos afect6 las HER y el sobrepotencial, més para el caso cuando las MECs trabajaron con
el catodo M1 (MEC2, MEC3 y MECSG). La alta produccién de biohidrogeno obtenida en este trabajo
se debio a las altas concentraciones de DQO disponible para las bacterias, a la alta conductividad del
electrolito y a las combinaciones de protones, electrones y producciones de VFAs generadas por las
EABs adheridas al &nodo (bioanodo), a la produccion de biohidrogeno generada por las bacterias
productoras de hidrégeno suspendidas en el electrolito y el hidrégeno generado a través de la HER
en el catodo. Las MECs operadas en este estudio, se trabajaron en una sola cdmara sin ninguna
membrana utilizada como separador entre la camara anddica y la catddica (MEC de camara Unica sin
membrana); por lo tanto, los catodos funcionaban como biocatodos ya que estaban sumergidos en el
in6culo, de modo que las bacterias adheridas a la superficie del electrodo cat6dico sirvieron como
biocatalizadores y maximizaron la produccién de biohidrégeno.

6.2. Produccion de Hz y remocion de DQO
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Figura 6.1. Produccién de hidrégeno acumulado durante el tratamiento
de un agua residual real de alta concentracion.
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Figura 6.2. Remocion de DQO y volumen de hidrégeno producido
por dia (HPR) para las seis MECs.

6.3. Generacion de VFAs y composicion del biogas

Los VFAs que se generan en la fermentacion anaerébica o mediante el proceso EF pueden servir

como sustrato ideal para las bacterias electroactivas. El proceso EF genera una mayor cantidad de

biohidrégeno con respecto a la fermentacion oscura, también permite la metabolizacion de VFAs,
112



entre otros metabolitos generados en la fermentacion oscura por la produccidn de biohidrégeno (Zhi,
et al., 2019). Por lo tanto, la presencia o ausencia de VFAs en el efluente de la MEC, luego de la EF,
mostrard el grado de conversion de materia organica a biohidrogeno. La Figura 6.3, muestra la
generacion de VFAs en las MECs. Como se puede observar, para el par de electrodos M2-Cu/Ni, el
analisis inicial mostré la presencia de acido acético en las tres MECs, desde una concentracion de
1283 mg/L (MEC5) hasta 3073 mg/L (MEC4) con una intermedia de 1518 mg/L para la MECL1. Las
remociones de los VFAs obtenidas fueron 48%, 62% y 87% respectivamente. El etanol solo estuvo
presente en la MEC4 con un 32% de remocidn. Respecto del &cido propidnico, las cantidades iniciales
fueron pequefias desde 100 a 213 mg/L, incluso en el caso de la MECS5 se observo un incremento de
100 a 433 mg/L, lo cual se debié probablemente a la baja conversion del acido propiénico en
hidrogeno. En general, de los VFAS presentes, el acido acético fue el que mas aport6 en la generacion
de H.. Para el par de electrodos M2-M1, la MEC6 present6 la mayor concentracion en los VFAS
iniciales de &cido acético, &cido propidnico y etanol. El acido acético inicial fue de 5251 mg/L,
lograndose una remocién del 31%, el acido propionico inicial fue de 2201 mg/L manteniéndose sin
remocién, mientras que en el caso del etanol la concentracién inicial de 1790 mg/L fue removida en
su totalidad. En la MEC3 las cantidades iniciales presentes de VFASs fueron minimas, como se observa
en la Figura 6.3, mientras que para la MEC2 la cantidad inicial de 2332 mg/L se incrementd en un
10% lo que indica que hubo una gran fermentacion anaerobia.

En la Figura 6.3b), se puede observar gque las cantidades iniciales de acido lactico y &cido butirico,
solo estuvieron presentes en cantidades significativas en la MECS5 (151 mg/L y 317 mg/L) y MEC2
(112 mg/L y 323mg/L) respectivamente, lograndose una remocion del 100% de ambos &cidos en la
MEC2, mientras que en la MECS5 el 4cido butirico se removi6 en un 37% vy el 4cido lctico se
incrementd en un 47% probablemente por la presencia de lactobacilos fermentadores anaerobios. Los
resultados demuestran que en todas la MEC, el acido acético fue el principal subproducto de la
degradacion de la materia organica y la produccion de biohidrégeno sigui6 la ruta del acido acético
el cual fue facilmente oxidado por las bacterias de respiracion anddica (Yang et al., 2015). La
presencia de VFAs en las MECs al final de la reaccion electroquimica, indica que hay una
disminucién en la actividad de los microorganismos exoelectrogénicos para oxidarlos, por lo que la
transferencia de electrones y las actividades electrocataliticas del anodo y del catodo (reduccion de
los protones) se ven afectadas negativamente, afectandose las condiciones termodinamicas de la
celda y reduciéndose las reacciones de evolucién de hidrégeno (HER) en el catodo generandose bajas
HPR y acumulaciones de VFAs en la MEC. La acumulacion de VFAs indica una parcial
transformacion de estos subproductos a biohidrégeno, esto se observa comparando la HPR obtenida
en la MEC1 (392 m3/m3zd) con respecto a las otras MECs (menores a 79 m*/m?3:d). En la Figura 6.3c,
se reporta el comportamiento de los valores de etanol, el cual solo estuvo presente inicialmente en la
MECS6 y en la MEC4 (ambas pertenecientes a la vinaza), se observa que hubo una remocion efectiva
del 34.57 y 42.61% respectivamente. El contenido de hidrégeno y diéxido de carbono (CO,) en el
biogas estuvo en el rango de 51-93% y 7-49% respectivamente (Figura 6.4). No se detecté metano en
el biogas, esto debido a que en el indculo pretratado no se encontraron metandgenos que ayudaran a
incrementar el contenido de metano en el biogas y se podria suponer que los homoacetdgenos
utilizaron la materia orgénica para producir &cido acético principalmente. Se detecto la presencia de
COz en el biogés de todas las MECs mostrando que el CO2 no se redujo a compuestos multicarbonosos
(principalmente acido acético) con electrones donados desde el &nodo para la reduccion del CO; en
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el catodo (Christodoulou et al., 2017), su produccion fue bastante alta en la MEC5 y la MEC2 (24 'y
49%, respectivamente).
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6.4. Recuperacion energética

Las eficiencias culémbicas de MEC1 a MEC6 estuvieron entre 6.15 y 48.71%. Las MEC2, MEC3 y
MEC6 que usaron M2 como anodo y M1 como céatodo a una distancia entre electrodos de 4 cm,
fueron las eficiencias colombicas més altas (28.05, 48.71 y 16.42%) seguidas por las MEC4 y MEC5
(6.15y 17.5%) con M2 como &nodo y Cu/Ni como catodo a una distancia entre electrodos de 2 cm.
Las menores eficiencias catodicas (de 63 a 413%), observadas en las MECs, dieron como resultado
baja recuperacion en la energia total (de 12 a 68,2 %) y recuperacion general de biohidrégeno (de 10
a 144%) y por lo tanto bajas HPR (de 16 a 79 m? de Ho/m3zd. Para la MEC 1, la recuperacion catodica
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de biohidrégeno fué de 2800% con una eficiencia culémbica de 7.2%. Este valor relativamente bajo
de eficiencia culombica indicé que la produccion de biohidrégeno a través de vias
bioelectrocataliticas fue parcial. La ne+s maxima, reat, nH. Y r+. se observaron en la MEC1. La mayor
recuperacion catddica de hidrdgeno observada en este MEC resultdé en una mayor recuperacion
general de hidrogeno (202 %), mayores recuperaciones de energia total (470 %) y mayor HPR (392
m? de H, /m3rd). Se determind que existe una relacion directa entre la produccién de biohidrégeno y
la recuperacion de energia en todas las MEC. No se demostr6 una relacion directa de las eficiencias
culémbicas y las recuperaciones de energia durante la produccion de biohidrégeno. Esto significa que
las actividades metabdlicas de las EAB y las bacterias productoras de hidrégeno fueron diferentes en
las MEC durante el tratamiento de aguas residuales de alta concentracién por lo que la produccién de
biohidrdgeno a través del tiempo (At) varid, como puede observarse en la gréfica de biohidrégeno
acumulado (Figura 6.1). Asimismo, los valores altos ne+sy r+. fueron relacionados por el alto consumo
de materia orgénica. Los valores de rH, mayores del 202% indican que la produccién de biohidrégeno
estuvo relacionada con el mayor nimero de moles de biohidrégeno producido en la MECL1 por las
diferentes vias de produccion de biohidrogeno (bacterias productoras de hidrogeno, EAB en el
bioanodo, HER en el catodo y EAB en el biocatodo). En la Tabla 6.5, se muestra un comparativo de
los resultados obtenidos en este trabajo con los de la literatura. Se puede observar que las HPR, asi
como rea, OER y CD fueron significativamente mas altas que las reportadas en la literatura.

Tabla 6.3. Principales parametros energéticos evaluados en una MEC durante el tratamiento
de una agua residual real de alta concentracién

At OER HPR
| (mA) ADQO NH2 T)ce (h) IE+S % (m3/m3Rd)
@) (mol) (mol) (%) removal
MEC1 | 3.2 12.68 40 0.014 | 239.0 470 73.05 392
MEC4 | 3.6 16.92 6.7 0.016 | 241.9 68.2 82.35 65
MEC5 4 10.6 2.9 0.028 | 380.6 18.2 65.94 18
MEC2 | 5.8 8.3 12.4 0.031 | 366.7 56.3 25.83 79
MEC3 | 4.6 7.18 12.4 0.042 | 408.0 63.8 49.35 71
MEC6 | 55 55 1.3 0.021 | 196.8 12 36.98 16
Wh, WEe W5 Eficiencia I'H2
rcat | (KWh) | (KWh) | (KWh) | nTH  mory | culdmbica E.C. (%)
(%) (cop) (%) (mS/cm)
MEC1 | 2800 | 3.17 0.61 0.06 0.20 7.20 5 202
MEC4 | 413 | 0.53 0.70 0.08 0.26 6.15 4 25
MEC5 | 103 | 0.23 1.22 0.05 0.17 17.15 9 20
MEC2 | 392 | 0.98 1.70 0.04 0.11 28.05 5 110
MEC3 | 295 | 0.98 1.50 0.04 0.09 48.71 4 144
MECS6 | 63 0.11 0.87 0.03 0.13 16.42 9 10
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6.5. Analisis electroquimico
6.5.1. Voltametria de barrido lineal (LSV)

Las bajas densidades de corriente obtenidas por las MEC2, MEC3, and MEC6 (Figura 6.5) que tenian
el par de electrodos M2-M1 estuvieron asociadas con bajas HPR (Figura 6.2). Sin embargo, las MEC4
y MECS con el par M2-Cu/Ni y a pesar de generar densidades de corriente altas, también estuvieron
asociadas con bajas HPR, lo que indica que parte de los electrones generados en el anodo, no fueron
usados en el catodo para generar hidrégeno. Esto indica que la vinaza, melaza y lactosuero con los
electrodos M2-M1 no produjeron una cantidad significativa de hidrégeno al ser tratadas en una MEC;
de estas mismas aguas residuales reales, solo la melaza produjo una cantidad significativa de
hidrégeno (392 m%m3rd) con el par M2-Cu/Ni, la cual produjo la mayor densidad de corriente de las
seis MECs (107 A/m?) (Figura 6.5). Demostrando de esta manera, la importancia de hacer
combinaciones con diferentes materiales de electrodos en una MEC de una sola camara y sin
membrana de separacién, con el objetivo de mejorar la HER e incrementar las producciones de
biohidrogeno. Este comportamiento confirma la importancia que tienen las propiedades quimicas y
fisicas del material de los electrodos, usados tanto en 4nodo como en céatodo, y la distancia de
separacidn de los electrodos para producir biohidrdégeno en una MEC.
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Figura 6. 5. Analisis de Voltametria de barrido lineal realizado a tres aguas residuales
reales de alta concentracion durante el tratamiento en una MEC.

6.5.2. Impedancia galvanostatica electroquimica (Eisgalv)

El andlisis de la impedancia galvanostatica (EISGALV) realizada en las MECs se muestra en la Figura
6.6, donde los valores de resistencia 6hmica se extrajeron de las gréficas de Nyquist obtenidas de las
pruebas EIS. Las MEC que utilizaron el par de electrodos M2-Cu/Ni (MEC1, MEC4 y MECS5)
presentaron resistencias de 42 a 62 €, las cuales fueron significativamente mas bajas comparados con
las MEC del par M2-M1 (MEC2, MEC3 y MEC6) que fueron de 77 a 119 Q. Todas las MECs,
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excepto la MEC1, presentaron una migracion ionica y una transferencia de carga hacia el catodo
significativamente rapida, como se observa en la Figura 6.6, donde la pendiente es bastante
pronunciada. La MECL1, generd la mayor produccion de biohidrégeno, lo que demuestra la alta
actividad electrocatalitica del catodo de Cu/Ni frente al citodo SS malla plana #60. El par de
electrodos M2-Cu/Ni (MEC1, MEC4 y MECS5) presentd las menores resistencias 6hmicas. Sin
embargo, la MEC1 presentd la mayor resistencia 6hmica de todas las MECs, lo que indica que no
hubo una relacién directa entre la produccidn de biohidrdgeno y la resistencia 6hmica. Los resultados
de laimpedancia mostraron que las mas bajas resistencias de transferencia de carga catddica obtenidas
en las MECs estuvieron asociadas a la actividad biocatddica, la conductividad del electrolito (agua
residual) y al pH (Jafary et al., 2017).
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Figura 6 .6. Valores de Impedancia galvanostatica electroquimica (Eisgalv)
obtenidas en el tratamiento de un agua residual en una MEC.

6.5.3. Potencial de circuito abierto (OCP)

La Figura 6.7, muestra los valores de OCP obtenidos durante el tratamiento de las aguas residuales
reales en una MEC. Como puede observarse en la Figura 6.7, los valores de OCP entre -0.02 a -0.51
V indican una produccion de electricidad in situ debido a la la diferencia de potencial generada entre
los electrodos y a la presencia de las EAB adheridas al &nodo y al catodo, lo que generd una cosecha
de electrones en los anodos y una produccién de protones que migraron para su reduccion en los
catodos de las MECs durante la degradacion de la materia orgénica de un agua residual real. Los
valores de OCP por debajo de -0.29 V fueron observados en las MEC2, MEC3 y MEC6 (par M2-M1)
indicando una menor actividad de los EAB y que corresponde a las bajas producciones de hidrégeno
obtenidas en este estudio. No se encontrd una relacion directa entre los valores de OCP y la HPR. Sin
embargo, la MEC1 logré el HPR maés alto (392 m? de Ha/m3:d) y el segundo OCP mayor con respecto
a las demas MECs (-0,51 V). En estudios anteriores, los OCP para la mayoria de los bioanodos y
biocatodos en MEC alimentados con aguas residuales sintéticas y reales se informaron entre -0,33 y
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-0,76 V (Bajracharya et al., 2016; Lim et al., 2020). Los valores de OCP méas negativos muestran una
alta tendencia a la corrosion del metal y los valores de OCP menos negativos indican una baja
tendencia a la corrosion (Elsener y Rossi, 2018). Los componentes de suero y vinaza utilizados en
este estudio y el ambiente &cido del sistema generaron una tendencia a causar corrosion en los
materiales de los electrodos. La combinacion de un metal con el metal utilizado como anodo y catodo
generd una proteccién catddica de los electrodos disminuyendo los fenémenos de corrosién de los
materiales. Se observd que las biopeliculas adheridas sobre los materiales de los electrodos sirven
como proteccion para reducir los fendmenos de corrosion de los materiales y asi alargar la vida Gtil
de los electrodos. Por lo tanto, las producciones de biohidrogeno obtenidas en este estudio tuvieron
una tendencia que hizo que las reacciones bioelectroquimicas se derivaran principalmente por la
accion de las AEB y bacterias productoras de hidrégeno. De acuerdo con los resultados del andlisis
de OCP en las MECs, es importante seleccionar electrodos que generen valores de OCP relativamente
altos cuidando la tendencia a la corrosion.
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Figura 6. 7. Valores de Potencial de circuito abierto (OCP) para seis
MECs durante el tratamiento de un agua residual real.

6.6. Valores de pH obtenidos en la MEC durante el tratamiento de un agua residual real
El pH inicial para las diferentes MECs cambi6 de un valor &cido hacia un valor alcalino por la
formacion de bicarbonatos que posteriormente fueron transformados a gas CO, (Figura 6.8), excepto

en la MEC2 que dio un valor de 6.90 por debajo de las otras MECs. En general no se encontr6 una
relacion directa entre el pH y la produccion de hidrogeno (HPR).
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Figura 6. 8. pH inicial y final de un agua residual real durante el tratamiento en una MEC
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Tabla 6. 4. Parametros energéticos de las MECs durante el tratamiento de un agua residual de alta concentracion.

At OER WH: WEe Ws Eficiencia HPR V de

H2/d

MEC I ACOD NH2 T|CE Ith (h) TE+S rcat | (kwh) | (kwh) | (kwh) | culémbica | (m® Ha/msrd) (I2_)

(mA) (9 (mol) | (mol) | (DQO) (%)

MEC1 3.2 12.7 39.94 | 0.014 0.20 239.0 | 470.10 | 2799 | 3.17 0.61 0.06 7.20 392 98
MEC4 3.6 16.9 6.70 0.016 0.26 2419 | 68.20 | 413 0.53 0.70 0.08 6.15 65 16
MEC5 4 10.6 2.92 0.028 0.17 380.6 | 18.25 | 103 0.26 1.22 0.05 17.15 18 5
MEC2 5.8 8.3 12.35 | 0.031 0.13 366.7 | 56.27 | 392 0.98 1.70 0.04 28.05 79 20
MEC3 4.6 7.2 12.35 | 0.042 0.11 408.0 | 63.79 | 295 0.98 1.50 0.04 48.71 71 18
MEC6 55 55 1.34 | 0.021 0.09 196.8 | 11.93 63 0.11 0.87 0.03 16.42 16 4
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Tabla 6. 5. Desemperio de las MECs durante el tratamiento de diferentes aguas residuales reales

Vol DitanGa DQO ol
MEC # ; Agua Aplicado  electrodos DQOi removid HPR CD recuperada Eficiencia
camaras Anodo-Catodo Resid. ) cm) (L) a(%) pH T(EC) (m¥mid) (A/M?) (OER) (%) Fe(%) culémbica Referencias
2 Cpapel-C tela/Pt LS 0.9 - 0.8 85 5.7 30 0.03 4.0 27 52 58.1 Apostolopoulos, 2021
1 FG-SS malla #60 LS 0.8 4 19.9 - 7.0 32 0.16 1.2 - 263.7 - Rivera, 2017
1 G cepillo-G tela/Pt LS 0.8 2.5 4.0 - 6.3 37 0.8 0.065 - 35 120 Rago, 2016
2 G lamina-NiO.rGO* Melaza 1.0 - 4.4 56.6 7.0 ambiente 0.10 12 - 20.8 56.64  Jayabalan, 2020
2 G lamina-Niespuma/NiM0Os  Melaza 1.0 - 4.2 5438 4.5 ambiente  0.12 81.0 11.96 30 58.20 Jayabalan, 2021
2 C fieltro-Pt-Ir malla Vinaza 0.45 - 3.0 36.7 7.0 37 0.24 34 - - 74.00 Marone, 2016
1 M2-Cu/Ni Melaza 0.8 2 172 73.05 44 25 392.0 107 470.1 2800 7.20 Este trabajo
1 M2 -Cu/Ni Vinaza 0.8 2 205 8235 44 25 56.0 68 68.2 412.57 6.15 Este trabajo
1 M2-Cu/Ni LS 0.8 2 16.1 6594 3.7 25 18.0 89 18.25 102.82 17.15 Este trabajo
1 M2-M1 LS 0.8 4 21.3 2583 41 25 79 2 56.27 392.42 28.05 Este trabajo
1 M2-M1 Melaza 0.8 4 16.8 4935 45 25 71 4.47 63.79 294.97 48.71 Este trabajo
1 M2-M1 Vinaza 0.8 4 194 36.98 43 25 16 1.75 11.93 63.03 16.42 Este trabajo

LS.-Lactosuero  *NiO.rGO.-

Oxido de Niguel-6xido de grafeno

M2.-malla plisada #60 de acero inoxidable 304; M1.-malla plana #60 de acero inoxidable 304
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6.7. Conclusiones de la investigacion con aguas reales a nivel laboratorio

Este estudio investigd la produccion de biohidrogeno a partir de dos combinaciones diferentes de
electrodos en una MEC de una sola camara y sin membrana, utilizando tres aguas residuales reales
con alta conductividad. EI mejor desempefio de las MECs fue el de la MECL1 que tenia los electrodos
metalicos SS304 malla plisada #60 (anodo) y barra de Cu/Ni (catodo). La forma “plisada” de SS304
malla #60 mostrd una excelente superficie de electrodo para el transporte de electrones durante la
degradacion de la materia organica disminuyendo las resistencias internas y los sobrepotenciales en
la MEC, ademas mostr6 una excelente superficie colonizadora para las bacterias electroactivas
(EAB). Estos electrodos presentaron mejores actividades electrocataliticas (bajo potencial de inicio
de HER vy alta tasa de produccion de corriente) en comparacién con otros electrodos metalicos y de
carbono. Se determind que el area del electrodo, el tipo de material, la forma del electrodo (por
ejemplo, plisado, barra, plano), las comunidades de bacterias, la distancia entre electrodos y las
configuraciones (combinaciones de electrodos), juegan un papel importante para mejorar el HER
durante la produccién de biohidrégeno en una MEC alimentada con aguas residuales reales. También
se observo que las biopeliculas adheridas tanto al &nodo como al catodo (bioelectrodos) influyen en
el rendimiento de la MEC. En este estudio se obtuvo una produccién de biohidrdégeno de hasta 392
m? Ha/m3:d con una mayor recuperacion de energia total (470%) y una alta remociéon de DQO
(73.05%).

6.8. Referencias

Bajracharya S, EIMekawy A, Srikanth S, Pant D. Cathodes for microbial fuel cells. K.Y. Scott, Hao Eileen
(Eds.), Microbial electrochemical and fuel cells, Woodhead Publishing, Boston 2016 pp. 179-213.

Christodoulou X, Okoroafor T, Parry S, Velasquez-Orta SB. The use of carbon dioxide in microbial
electrosynthesis: Advancements, sustainability and economic feasibility. J. CO, Util. 2017, 18, 390-399.
https://doi.org/10.1016/j.jcou.2017.01.027

Elsener B, Rossi A. Passivation of steel and stainless steel in alkaline media simulating concrete. Klaus Wandelt
(Eds.), Encyclopedia of Interfacial Chemistry, Elsevier 2018 pp. 365-375. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-
409547-2.13772-2.

Gul H, Raza W, Lee J, Azam M, Ashraf M, Kim KH. Progress in microbial fuel cell technology for
wastewater treatment and energy harvesting. Chemosphere 2021, 281, 130828.
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2021.130828

Jafary T, Wan Daud WR, Ghasemi M, Kim BH, Carmona-Martinez AA, Abu Bakar MH, Jahim JM, Ismail
MA. Comprehensive study on development of a biocathode for cleaner production of hydrogen in a microbial
electrolysis cell. J. Clean. Prod. 2017, 164, 1135-1144. https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2017.07.033.

Lim SS, Fontmorin JM, Izadi P, Daud WRW, Scott K, Yu EH. Impact of applied cell voltage on the performance
of a microbial electrolysis cell fully catalysed by microorganisms. Int. J. Hydrog. Energy 2020, 45 (4), 2557-
2568. https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2019.11.142.

Satar |, Abu Bakar MH, Wan Daud WR, Mohd Yasin NH, Somalu MR, Kim BH. Feasibility of Ni/Ti and
Ni/GF cathodes in microbial electrolysis cells for hydrogen production from fermentation effluent: A step
toward real application. Int. J. Energy Res. 2020, 44, 7464-7476. https://doi.org/10.1002/er.5466

Yang N, Hafez H, Nakhla G. Impact of volatile fatty acids on microbial electrolysis cell performance.
Bioresour. Technol. 2015, 193, 449-455. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2015.06.124

123


https://doi.org/10.1016/j.jcou.2017.01.027
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-409547-2.13772-2
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-409547-2.13772-2
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2021.130828
https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2017.07.033
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2015.06.124

Capitulo 7 Obtencion de hidrogeno en un RABE usando aguas residuales reales
7.1. Resultados y discusion
7.2. Produccion de biohidrogeno y remocion de DQO en los RABES

Las producciones acumuladas de biohidrégeno y HPR obtenidas en los RABES mostraron
que los RABE RMNi y RVNi generaron las mayores producciones de biohidrogeno en
comparacion con los otros RABEs (Tabla 7.1 y Figura 7.1). La maxima produccion de
biohidrégeno se produjo a los 23 dias de operacion, aunque los experimentos se realizaron
durante 28 dias. EI HPR maximo fue de 156 m® de Ho/m3:d para el RABE RMNi y 124 para
RVNi, mientras que el HPR minimo generado fue de 1.3 m® Ha/m3:d que correspondio al
RMM1 (Figura 7.2). EI Cu/Ni y el SS304 plisado, utilizados como catodo y anodo, fueron
los mejores electrodos durante la produccion de biohidrégeno. Sin embargo, el electrodo de
Cu/Ni utilizado como catodo (RMNi, RVNi y RWNIi) mostro actividades electrocataliticas
altas en HPR solo en dos RABE: RMNi y RVNi donde se utiliz6 melaza y vinaza, obteniendo
valores altos en comparacién con los otros RABE. La combinacion de diferentes materiales
de electrodos y la distancia de los electrodos influyd en la produccion de biohidrogeno en los
RABE.

Tabla 7.1. Arreglo de los electrodos en los RABES

RABE Agua Electrodos d (cm) HPR
residual (m® Ha/m3:d)
RMNIi Melaza M2-Cu/Ni 2 156
RVNi Vinaza M2-Cu/Ni 2 124
RWNi Lactosuero M2-Cu/Ni 2 10.3
RMM1 Melaza M2-M1 4 1.3
RWM1 Lactosuero M2-M1 4 2.6
RVM1 Vinaza M2-M1 4 10

Las eficiencias de remocion de la DQO en los experimentos, variaron entre 24,1 y 48,8%
(Figura 7.2). La remociéon maxima de DQO fue generada por RVNi con una DQO consumida
(ADQO) de 8.92 g/L. El valor minimo de remocion de DQO (menor a 24.10%) fue generado
por RVML1. Esta baja eliminacidn generada se relacion6 con un HPR bajo, determinado en
estos RABE. La mayor remocién de DQO fue en los RABEs RMNi y RVNIi, ademas, tuvo
una relacién directa con las mayores HPR. Sin embargo, el HPR de RMNi fue mejor que el
HPR de RVNi usando el mismo par de electrodos (M2-Cu/Ni), la misma distancia entre
electrodos (2 cm) y las mismas condiciones de reaccion y ademas, fue mejor que los otros
RABE. Lo que significa que las bacterias aprovecharon mejor la materia organica de la
melaza que la vinaza, en la produccion de hidrégeno, con un menor consumo en la DQO. La
alta conductividad eléctrica de las aguas residuales de alta concentracién (8.86 para el suero,
4.97 para la melaza y 4.12 mS/cm para la vinaza) no afectd las actividades de los
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microorganismos durante la degradacion de la materia organica, lo demuestra la presencia de
los VFAs que son los metabolitos primarios en los RABES, pero probablemente el pH acido
si afect0 las actividades bacterianas (Satar et al., 2020; Gul et al., 2021). La alta produccion
de biohidrdgeno obtenida en este trabajo se debié a las altas concentraciones de DQO
disponible para las bacterias, la alta conductividad del electrolito y las combinaciones de
produccion de protones, electrones y VFAs generadas por las bacterias electroactivas (EAB)
adheridas al &nodo (biodnodo) y al la produccion de biohidrdégeno generado por bacterias
productoras de hidrogeno suspendidas en el electrolito. Los RABEs fueron operados en una
sola cdmara sin ninguna membrana utilizada como separador entre la cAmara anddica y la
catddica (RABE de camara Unica sin membrana). Por lo tanto, los catodos funcionaban como
biocatodos ya gque estaban sumergidos en el indculo, de modo que las bacterias adheridas a
la superficie del electrodo catddico, sirvieron como biocatalizadores y maximizaron la
produccidn de biohidrégeno.
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Figura 7. 1. Volumenes de hidrégeno acumulado en los RABESs durante el tratamiento
de un agua residual real.
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Figura 7.2. HPR y % de remocion de DQO obtenida en los RABES
durante el tratamiento de un agua residual real.

7.3. Generacion de VFAs y contenido de biogas.

El monitoreo de los VFAS se realiz6 Gnicamente sobre la produccion de hidrégeno del RABE
correspondiente al par de electrodos M2-Cu/Ni con Melaza, Vinaza y Suero, que fue el que
generd los mayores HPRs (Figura 7.3). Los resultados mostraron que los VFAs iniciales
fueron utilizados por bacterias electrogénicas y, al mismo tiempo, los VFAs fueron
producidos por bacterias anaerobias en la fermentacion oscura (DF). Los VFAs fueron
consumidos y producidos en todo el proceso experimental de los RABES. Sin embargo, el
acido acético fue el VFA que mas influyo en la produccion de biohidrégeno, por los niveles
de concentracion elevados (Figura 7.3a) que mantuvo con respecto al &cido propidnico

(Figura 7.3b) y al acido butirico (Figura 7.3c).
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Figura 7. 3. VFAs generados durante el tratamiento en un RABE de un agua residual



7. 4. Analisis electroguimico
7.4.1. Voltametria de barrido lineal (LSV)

El RABE RLNi desarrollé la densidad de corriente mas alta (242 A/m?), mientras que el
RMNi y RVNi desarrollaron 63 y 18 A/m? respectivamente, esto se debié a que el RLNi
(lactosuero) tuvo una conductividad eléctrica mas alta (8.86 mS/cm), en comparacion con la
melaza y la vinaza (RMNi y RVNi) de 4.97 y 4.12 mS/cm respectivamente (Figura 7.4). Las
bajas densidades de corriente obtenidas para los demas RABE (RLM1, RVM1y RMML1) de
2 a 22 A/m? se relacionaron con un HPR maés bajo (Figura 7.2), lo que indica que parte de
los electrones generados en el anodo no fueron utilizados en el catodo para generar
hidrogeno, sélo la melaza y la vinaza (RMNi y RVNi) produjeron una cantidad significativa
de hidrogeno (156 y 124 m3/m3gd) utilizando M2-Cu/Ni como electrodos. Demostrando de
esta forma la importancia de realizar combinaciones con diferentes electrodos en un RABE
con el objetivo de mejorar la HER y aumentar la produccion de biohidrégeno.
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Figura 7.4. Densidades de corriente desarrolladas en los RABES durante
el tratamiento de un agua residual real.

7.4.2. Impedancia galvanostética electroguimica (Eisgalv)

La Figura 7.5 muestra los analisis de impedancia en los RABEsS, de los valores de resistencia
ohmica extraidos del grafico de Nyquist. Los RABESs que usaron el par de electrodos M2-
Cu/Ni (RVNi, RLNi, and RMi) presentaron resistencias desde 43.8 a 86.6 Q las cuales fueron
significativamente mas bajas comparados con el par M2-M1 (RVM1, RLM1y RMM1) que
fueron de 60.3 a 105 Q. No obstante, todos los RABES presentaron una migracion iénica y
una transferencia de carga hacia el catodo muy parecidas, como se observa en el inserto de
la Figura 7.5, donde todas las pendientes son bastante pronunciadas. Los RABEs RMNi y
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RVNi generaron las mayores producciones de biohidrogeno, lo que demuestra la alta
actividad electrocatalitica del catodo Cu/Ni frente al catodo SS malla #60 plana. Los
resultados del EIS mostraron que la menor resistencia a la transferencia de carga catodica
obtenida para los RABEs se asoci0 con la actividad biocatddica, la conductividad del
electrolito y la condicion de pH &cido (Jafary et al., 2017).
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Figura 7.5. Valores de Impedancia galvanostatica electroquimica (Eisgalv) generados
en el tratamiento de un agua residual real realizados en un RABE.

7.4.3. Potencial de circuito abierto (OCP)

Para determinar el voltaje que podria generar la MEC, se realizé el anélisis del potencial de
circuito abierto. La Figura 7.6 muestra los valores de OCP obtenidos durante el tratamiento
de un agua residual real en un RABE. Para el analisis OCP, no se suministro voltaje externo.
Como se puede observar, en los RABE analizados se generaron valores de OCP de -0,02 a -
0,51 V, lo que indica una produccion eléctrica in situ por la presencia de las EABs adheridas
a los anodos y catodos, los cuales generaron una cosecha de electrones en los anodos y una
produccidn de protones que migraron para su reduccion en los catodos de los RABES durante
la degradaciéon de la materia organica. EI menor valor de OCP (-0.51 V) fue generado en el
RABE RLNI, que correspondié al lactosuero, el cual tuvo la mayor conductividad eléctrica
(8.86 mS/cm) en comparacion con la melaza y la Vinaza (RMNI y RVNi) con valores de
4.97 y 4.12 mS/cm, respectivamente. Los valores observados indican la superioridad del par
de electrodos M2-Cu/Ni con respecto al par M2-M1 (RLM1, RMM1 y RVM1) en la
generacion de electricidad en el RABE, indicando una mayor actividad de los EAB y que
corresponde a las altas producciones de biohidrégeno obtenidas en este trabajo. Ademas, se
encontrd una relacion directa entre los valores de OCP en las pruebas y el HPR. En trabajos
anteriores, los OCP reportados para la mayoria de los bioanodos y biocatodos en las MECs
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alimentadas con aguas residuales sintéticas y reales fueron entre -0,33y -0,76 V (Bajracharya
etal., 2016; Lim et al., 2020). Los valores de OCP mas negativos muestran una alta tendencia
a la corrosion del metal y los valores de OCP menos negativos indican una baja tendencia a
la misma (Elsener y Rossi, 2018). Los componentes de suero y vinaza utilizados en este
trabajo y el ambiente &cido del sistema generaron una tendencia a causar corrosion en los
materiales de los electrodos a diferencia de la melaza. Se observo que las biopeliculas
adheridas sobre la superficie de los electrodos, sirven como proteccion para reducir los
fendmenos de corrosion de los materiales y asi alargar la vida util de los mismos. Por lo tanto,
las producciones de biohidrogeno obtenidas en este trabajo tuvieron una tendencia que hizo
que las reacciones bioelectroquimicas se derivaran principalmente por la accién de los AEB
y las bacterias productoras de hidrégeno.
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Figura 7.6. Valores de OCP generados en un RABE durante
el tratamiento de un agua residual real

7.5. Recuperacion de energia

Las recuperaciones de energia en un RABE de una sola camara y sin membrana, durante el
tratamiento de aguas residuales de alta concentracién con diferentes combinaciones de
electrodos, se evaluaron mediante diferentes parametros, como CE, ne+s, rcat, nn2, NCE Y 'H2
(Tabla 7.2). Las eficiencias culombicas en los RABE estuvieron entre 1.09 y 5.1%, lo indica
gue a pesar de que hubo remociones de materia organica desde 24 hasta 48.8%, la generacion
de electrones por EAB posiblemente fue baja, y asi una menor cantidad de electrones
migraron hacia el catodo. Estos valores relativamente bajos de eficiencias culémbicas
indicaron que la produccion de biohidrogeno a través de vias bioelectrocataliticas fué parcial.
Los valores maximos de ng+s, fcat, nH. y 1cE, Se observaron en los RABES RMNi y RVNi. Las
mayores recuperaciones catodicas de hidrdégeno observadas en estos RABES dieron como
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resultado mayor recuperacién energética de hidrogeno (182,5 y 139 %), mayores
recuperaciones de energia total (1732 y 1582 %) y mayor HPR (156 y 124 m® Ha/m3&d). Las
mayores eficiencias energéticas obtenidas en este trabajo significan que la energia de
biohidrégeno recuperada fue superior a la tension de entrada (0.8 V). Segun Tang et al., 2022,
la alta eficiencia energética en una MEC o en un RABE se debe a una entrada de bajo voltaje
que aumenta la HER con una baja pérdida de sobrepotencial utilizando catodos basados en
Ni. Se encontr6 que hubo una relacion directa entre la produccién de biohidrogeno y la
recuperacion de energia total en todos los RABE. Sin embargo, no se observé una relacion
directa entre eficiencias culombicas y recuperacion de energia total durante la produccion de
biohidrogeno en este trabajo. Esto significa que las actividades metabdlicas de las EAB y las
bacterias productoras de hidrogeno fueron diferentes en los RABE durante el tratamiento de
aguas residuales de alta concentracion por lo que la produccion de biohidrégeno a través del
tiempo (At) varid, como puede observarse en la grafica de biohidrégeno acumulado (Figura
7.1) generando diferentes nce y diferentes valores de corriente eléctrica debido a las
variaciones de las HER, sobrepotenciales de los electrodos, combinaciones de electrodos y
distancia entre los mismos. Asimismo, los altos ne+sy ry2 fueron relacionados con el alto
consumo de materia organica. Los valores de ry2 superiores al 100 % indicaron que las
producciones de biohidrégeno estubieron relacionadas con el mayor nimero de moles de
biohidrégeno producido en los RABE RMNi y RVNi debido a las diferentes formas de
produccion de biohidrégeno (bacterias productoras de hidrégeno, EAB en el biodnodo, HER
en el catodo y EAB en el biocatodo). En la Tabla 7.3, se muestra una comparacion de los
resultados obtenidos en este trabajo con los de la literatura. Se puede observar que las HPR
asi como reat Y ru2 fueron significativamente mas altas que las reportadas en la literatura.
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Tabla 7.2. Parametros energéticos de los RABESs durante el tratamiento de un agua residual de alta concentracion.

ADQO OER Eficiencia

I @L)  nee(Mol) (mopiolaje Mthdebido  At(h)  pes WH: We  Ws culdmbica HPR  (Vacumiciclo)
RABE (mA) removida medidas apiicad)) aADQO  1ciclo (%) rcat (kwWh) (kwWh) (kwh) (%) (m¥m3gd) (L)
RMNi  22.8 6.3 2298.2 0.25 5.9 576 1732 9381 1825 1051 0.03 4.18 156 56160/125
RVNi  19.8 8.9 1750.7 0.20 8.4 552 1582 8586 139.0 8.74 0.04 2.44 124 42780/95
RLNi 6.5 6.9 151.7 0.07 6.4 576 398 2173  12.0 3.00 0.03 1.09 10.3 3708/8
RVM1 225 4.3 85.9 0.14 4.0 336 112 609 6.8 6.05 0.02 3.50 10 2100/5
RLM1 26 55 36.7 0.27 5.2 552 25 137 2.9 11.48 0.03 5.19 2.6 897/2
RMM1 7.4 5.9 184 0.08 5.5 552 44 241 15 3.27 0.03 1.38 1.3 449/1
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Tabla 7. 3. Rendimiento de los RABESs durante el tratamiento de aguas residuales reales

) d DQOi Remocion HPR CD (OER) EC
Anodo Cétodo AR \Y (cm) (g/L) (%) pH T(°C) (M¥mkd) (A/IM?) (%)  rea(%) (%) Referencias
Apostolopoulos,
C papel C tela/Pt LS 0.9 - 0.8 85 5.7 30 0.03 4.0 27 52 58.1 2021
G fieltro SS malla #60 LS 0.8 4 19.9 - 7.0 32 0.16 1.2 - 263.7 - Rivera, 2017
G cepillo  Grafito telarpt LS 0.8 2.5 4.0 - 6.3 37 0.8 0.065 - 35 120 Rago, 2016
G plano NiO.rGO* Melaza 1.0 - 4.4 56.6 7.0 ambiente 0.10 1.2 - 20.8 56.64 Jayabalan, 2020
Gplano  NiwmNiMoo,  Melaza 1.0 - 4.2 54.4 4.5 ambiente 0.12 81.0 11.96 30 58.20 Jayabalan, 2021
C fieltro Pt-Ir malla Vinaza 0.45 - 3.0 36.7 7.0 37 0.24 3.4 - - 74.00 Maron, 2016
G fieltro TilPt Orina  0.6-1.0 - 0.6 46.1 9.1 30 48.6 25 - 87.3 97.1 Kuntke, 2014
G plano malla SS 304 HA 0.7 25 8.2 72 7 23 6.56 - 51.2 58.1 88.1 Gupta, 2015
SS plisado Cu/Ni Melaza 0.8 2 18.0 36 3.6 ambiente 156.0 63 4.81 2606 4.18 Este trabajo
“ Cu/Ni Vinaza 0.8 2 18.0 48.8 3.5 ambiente 124.0 18 4.58 2489 2.44  Este trabajo
« Cu/Ni LS 0.8 2 20.0 35.7 4.1 ambiente 10.3 242 11 603 1.09 Este trabajo
“ SS plano LS 0.8 4 20.0 27.6 4.1 ambiente 2.6 22 0.07 40 5.19 Este trabajo
« « Melaza 0.8 4 18.0 31 3.6 ambiente 1.3 2 0.13 70 1.38 Este trabajo
“ « Vinaza 0.8 4 18.0 24 3.5 ambiente 10 2 0.54 290 3.50 Este trabajo

*Oxido de Niquel-Oxido de grafeno; V.-voltaje; AR.-Agua residual; LS.-Lactosuero; HA.-Hidrolizado de arroz; EC.-Eficiencia culémbica; OER.-Recuperacion de energia total; I.-eficiencia catodica

G.-grafito
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7.6. Conclusiones de la investigacion con aguas reales utilizando un RABE

En este trabajo se investigo la produccion de biohidrégeno a partir de dos combinaciones
diferentes de electrodos en un RABE de una sola camara, sin membrana y con un volumen
de quince litros, utilizando tres aguas residuales reales con una alta conductividad. Los
RABEs de mejor desempefio fueron los identificados como RMNi y RVNi que contenian el
par de electrodos metélicos 304SS malla plisada #60 como anodo y barra de Cu/Ni como
catodo. La forma “plisada” del &nodo SS304 malla #60 mostr6 una excelente superficie para
el transporte de electrones durante la degradacion de la materia organica mejorando las
resistencias internas y disminuyendo los sobrepotenciales en el RABE, ademas mostrd una
excelente superficie para la adhesion de las bacterias electroactivas (EAB). Ademas, el
acomodo en forma de multielectrodos aumento la relacién del area del anodo con respecto al
area del catodo, lo que aumenté la velocidad de reduccion en el catodo para obtener
hidrogeno. Estos materiales presentaron mejores actividades electrocataliticas (alto potencial
de inicio de HER y alta tasa de produccion de corriente) en comparacion con el otro par de
electrodos (304SS malla plisada #60 y 304SS malla plana #60). Se determind que el area del
electrodo, el tipo de material, la forma del electrodo (por ejemplo, plisado, barra, plano), las
comunidades de bacterias, la distancia entre los electrodos y las configuraciones
(combinaciones de electrodos), jugaron un papel importante para mejorar la HER durante la
produccién de biohidrégeno (HPR) en un RABE alimentado con aguas residuales reales.
También se observo que las biopeliculas adheridas tanto en el anodo como en el catodo
(bioelectrodos) influyeron en el rendimiento del RABE. En este trabajo se obtuvo una
produccion de biohidrdgeno de hasta 156 m® de Ha/m3®:d con una mayor recuperacion de
energia total (1732 %) y una eliminacién de DQO media (36%).

7.7. Conclusiones generales

El objetivo fundamental de esta investigacion fue el de lograr una produccién de hidrégeno
que superara los 50 m3/m3:d; para ello se estudiaron 3 fuentes o matrices ambientales (lodo
granular anaerobio, rimen de vaca y estiércol de vaca) y de alli, escoger la que produjese la
mayor cantidad de hidrégeno, usando varias combinaciones de electrodos, de diferente
material, diferente area geométrica y diferente arquitectura, para posteriormente tratar un
agua residual de alta carga organica (melaza, vinaza y lactosuero) en una MEC vy, al mismo
tiempo, producir biohidrégeno primeramente a un nivel laboratorio (0.250 L) y después
escalarlo a un nivel mayor (RABE de 15 L) para evaluar el comportamiento del tratamiento
del agua residual, los mejores pares de electrodos y la produccién de hidrégeno. El analisis
de los resultados obtenidos arrojé que se logro obtener una produccion de hidrogeno muy
superior a los 50 m®m3:d (314 m*/m3:d a nivel laboratorio usando agua sintética, 396
m3/m3rd para la melaza a un nivel laboratorio y 156 m®m?3zd para la melaza a un nivel mayor
(RABE). Encontrandose que, de los once pares de electrodos estudiados, el mejor desempefio
electroquimico fue realizado por el par de electrodos: malla plisada #60 acero inoxidable -
Cu/Ni, seguido por el par malla plisada #60 acero inoxidable304 - malla plana #60 acero
inoxidable304. El mejor sustrato fue la melaza, seguido de la vinaza y por ultimo el
lactosuero. De las tres matrices ambientales estudiadas, la mayor generadora de hidrégeno,
fue el lodo granular anaerobio. De las dos distancias (2 y 4 cm) de separacién entre



electrodos estudiadas, la que generd las mayores densidades de corriente, las menores HER
y las mayores producciones de hidrégeno fue la distancia de 2 cm.
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