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RESUMEN

En la presente tesis se presenta el disefio, construccion y caracterizacion de una
celda de combustible enfocada a la oxidacion de excipientes de medicamentos, esto
mediante una serie de analisis electroquimicos vy fisicoquimicos, evaluando asi el

rendimiento y estabilidad de la celda en la obtencion de energia.

El principal objetivo de la tesis fue el aprovechar los azucares complejos vy
biopolimeros presentes en los excipientes de medicamentos como combustible y
unica fuente de carbén de las celdas de combustible microbianas, para la
generacion energia eléctrica como resultado del proceso de oxidacion de los

sustratos.

Mediante el uso de simulacién en COMSOL se optimizaron las condiciones de
operacidon de las celdas para proponer el prototipo mas éptimo a implementar. El
sistema propuesto consistio en celdas de combustible microbianas con un volumen
de 200 mL, usando platino como catodo y fieltro de carbén como anodo, el sistema
fue monitoreado de forma constante respecto a su temperatura y voltaje mediante
un sistema de control y adquisicion de datos, basado en la tarjeta programable
Arduino.

Los resultados indican que las celdas son poco estables a lo largo del tiempo, sin
embargo las potencias obtenidas y los porcentajes de remocion de contaminantes
obtenidos a 22°C, son comparables a los resultados obtenidos en investigaciones
similares, con parametros por optimizar se espera mejorar el desempefo de las

celdas en futuras investigaciones.
Palabras clave:

Celdas microbianas de combustible, energias renovables, degradacion de residuos.



ABSTRACT

The present thesis shows the design, construction and characterization of a
microbial fuel cell focused on the oxidation of drug excipients. Through a series of
electrochemical and physicochemical analyzes, the performance and stability of the
cell to obtain energy were evaluated

The main objective of this work was the using of complex sugars and biopolymers
present in drug excipients as fuel and only carbon source in microbial fuel cells, in
order to generate electrical energy as a result of the oxidation process of the
substrates.

Through the use of simulation in COMSOL, the operating conditions of the cells were
optimized to propose an optimal biocell prototype. The proposed system consisted
of an arrange of microbial fuel cells with a volume of 200 mL, using platinum as the
cathode and carbon felt as the anod. The system was continously monitored with
respect to its temperature and voltage through an Arduino based control and data

acquisition system.

The results obtained indicate that the cells are not very stable over time, however
the power and percentages of removal of pollutants obtained at 22 °C were
comparable to those results obtained in other reported works. In future researches,
the improving and optimization of parameters is required in order to increase the

performance of biocells.
Keywords:

Microbial fuel cells, renewable energy, waste degradation.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios ha surgido un especial interés por encontrar fuentes alternas de
energia, las cuales presenten menores o nulas emisiones de Gases de Efecto
Invernadero en comparacion con a las fuentes convencionales, esto ha permitido
que se empiece a presentar atencion a fuentes de energia basadas en métodos
electroquimicos y biomasa, como lo son las celdas de combustible bioldgicas, y en

este caso en particular celdas microbianas de combustible.

Como una tecnologia emergente y con gran potencial en el area del tratamiento de
residuos y la produccion de energia, las celdas de combustible microbianas (CCM)
son dispositivos bioelectroquimicos que permiten convertir la energia quimica de los
sustratos en energia eléctrica, contando una gran gama de compuestos que se
pueden utilizar como sustratos las CCM son una opcidn que permitirian degradar
los excipientes e implementarlos como unicas fuentes de carbon, obteniendo al
mismo tiempo una ganancia energética en forma de electricidad y, adicionalmente

degradando los compuestos activos de los farmacos.

La amplia variedad de sustratos que pueden ser tratados en las CCM presentan una
interesante ventana de oportunidad de aprovechamiento en el tratamiento de
residuos de la industria farmacéutica, ya que ésta utiliza cerca de 4 000 ingredientes
activos y mas de 2000 tipos de excipientes a través de medicamentos con

prescripcion, medicamentos sin prescripcion y medicamentos veterinarios -2

Los ingredientes activos asi como los excipientes usados en estos abarcan una
amplia variedad de productos quimicos sintéticos fabricados por empresas
farmacéuticas a un ritmo de mas de 100 000 toneladas anuales, siendo los
excipientes el componente que representa la mayor parte del volumen de los
medicamentos comercializados mundialmente, estos generalmente son, polimeros
y azucares de cadena larga®, los cuales pueden ser utilizados por los
microorganismos presentes en las CCM como fuente de carbon durante el proceso
de tratamiento de residuos y generacion de energia.



ANTECEDENTES

2.1 La salud en México.

A medida que el tiempo avanza las condiciones sociales, econdmicas y de salud
cambian en una poblacion, teniendo un efecto directo en la esperanza de vida y las
enfermedades que aqueja a una poblacion en especifico. En México estos cambios
han sido beneficiosos para la sociedad y a partir de la creacion programas de salud
publica y la generacion de nuevos medicamentos se ha logrado un incremento en
las condiciones, calidad y esperanza de vida del mexicano. Simultaneamente, se ha
visto un cambio paulatino en las enfermedades y padecimientos mas comunes que
aquejan a la sociedad mexicana, lo que ha significado un cambio en los

medicamentos para atender a las necesidades médicas de la sociedad.
2.1.1 Principales enfermedades y padecimientos en México

Desde principios del siglo XX, en México se han manifestado cambios
trascendentes en el comportamiento epidemiolégico de las enfermedades, esto
aunado a los cambios ambientales, demograficos, econdmicos, sociales, culturales
y los avances en el campo de la atencion a la salud que han ido transformando las
caracteristicas del pais y han influenciado el perfil epidemiolégico, asi como las
caracteristicas relacionadas con la presencia de enfermedad o muerte en la

poblacion mexicana®.

Como se puede observar en el Tabla 1, en 1922 las primeras causas de mortalidad
correspondian a enfermedades infecciosas o transmisibles y este patron se
conservo hasta los afios cincuenta, es a partir de esta fecha que se comenzé a
observar una transicion en las causas de muerte, ya que las enfermedades cronicas
0 no transmisibles comenzaron a posicionarse en los primeros lugares, situacion

que ocurre hasta la fecha 8.



Tabla 1. Principales causas de muerte en México °°

1922 1950 1970 1990 2000 2013
11 Neumonia, Gastroenteritis, | Neumonia, | Enfermedades Diabetes Diabetes
influenza colitis influenza del corazén mellitus mellitus
2 Diarreas, Gripe y Enteritis y Tumores Enfermedades | Enfermedades
enteritis neumonia otras malignos del corazén isquémicas del
enfermeda corazon
des
3 Fiebre y Enfermedades | Enfermeda Accidentes Cirrosis y otras Tumores
caquexia perinatales des enfermedades malignos
paludica del del higado
corazon
4| Tos ferina Accidentes, Enfermeda Diabetes Enfermedades Accidentes
envenenamient des mellitus cerebrovascul
0s perinatales ares
y violencia
5 Viruela Paludismo Tumores Enfermedades | Enfermedades | Enfermedades
malignos perinatales perinatales del higado
En la Tabla 2 se observa que los primeros puestos los poseen afecciones

consideradas como comunes, como las infecciones de intestino, vias respiratorias

y urinarias, asi como ulceras y gastritis, padecimientos para los cuales cada vez

mas personas recurren a la automedicacion, en parte alentada por gobiernos y

aseguradoras en salud como una forma de limitar las tasas de crecimiento del

aporte financiero federal y de terceras partes en el cuidado de la salud '°. De

acuerdo a algunos estudios epidemioldgicos realizados en México, la autoatencion

a la salud se manifiesta a través de la autoprescripcion y la automedicacion,

principalmente "'




Tabla 2. Principales enfermedades en México °

Orden de Causas Casos Tasa por
importancia 1000
habitantes

1 Infecciones respiratorias 27493239 228.7
2 Infecciones intestinales por otros organismos 4941427 41.3
3 Infeccione de vias urinarias 4244053 35.5
4 Ulceras, gastritis y duodenitis 1497802 12.5
5 Gingivitis y enfermedades periodontales 1119159 9.3
6 Otitis media aguda 639625 5.3
7 HAS 480332 4.0
8 Conjuntivitis 456283 3.8
9 Diabetes mellitus tipo 2 381099 3.2
10 Obesidad 356712 3.0
11 Vulvovaginitis aguda 355600 3.0
12 Asma y estado asmatico 304480 25
13 Intoxicacién por picadura de alacran 300515 2.5
14 Amibiasis intestinal 299242 2.5
15 Candidiasis intestinal 234969 2.0
16 Sindrome febril 239913 2.0
17 varicela 239535 2.0
18 Otras helmintiasis 230001 1.9
19 Neumonia y bronconeumonias 174748 1.5
20 Faringitis y amigdalitis estreptococia 160506 1.3

Total de 20 principales causas 44158240 368.9

Otras causas 2037413 17.0

Total 46195653 385.9

En la Tabla 3 se muestras los medicamentos mas recetados para las 5 afecciones

mas comunes en México, los cuales se calificaron como viables o inviables para los

propdsitos de la investigacion, descartando aquellos que pudieran afectar el

correcto desempefio de las celdas por sus caracteristicas antibidticas, asi como

medicamentos de venta restringidos, siendo solo el Paracetamol, Naproxeno,

Omeprazol, Pantoprazol y Sales de Bismuto, los cuales no son medicamentos

controlados o antibidticos.




Tabla 3. Medicamentos recetados para las 5 afecciones mas

México.

comunes en

Orden

Causas

Tasa por 1000
habitantes

Tratamiento

Viable

Si No

Infecciones respiratorias

228.7

Paracetamol?

X

Naproxeno'?

X

Amoxiciclina™

Cefalosporina'

Cindacimina'®

Penicilina G
Benzatinica'

Eritromicina™

Infecciones intestinales
por otros organismos

41.3

Ciprofloxacino™

Trimietropin'

Sulfametoxazol™

Doxiciclina™

Metronidazol'

Lodoquinol™

Infeccione de vias
urinarias

35.5

Nitrofuratonia™

citrofluxacina, '°

sulfametoxazol,

amoxicilina™

XIX|XIX[ XXX XXX X | X[ X]| X

Ulceras, gastritis y
duodenitis

12.5

Omeprazol'®

Pantoprazol '

amoxicilina, '

X

claritromicina, '®

sales de
bismuto'®

Gingivitis y
enfermedades
periodontales

9.3

Amoxicilina, 7

Trimetropin, "’

sulfametoxazol 7

X
X
X

El no exigir o retener recetas, a excepcion

de sustancias psicotropicas o

estupefacientes, el bajo control en la distribucion de los medicamentos, asi como

una pobre educacion en salud, que no considera el riesgo que representa la

utilizacion de los farmacos, los cuales son distribuidos sin ningtn control 19, y son

eliminados de igual forma en basureros o en alcantarillas, provoca que un gran flujo

de medicamentos, de los cuales se desconocen sus impactos, se integren a cuerpos

de agua y medio ambiente.



2.1.2 Impacto ambiental de los excipientes.

Los excipientes tienen diferentes funciones en los medicamentos, desde agregar
color y sabor hasta el liberar de forma controlada algun ingrediente activo, los cuales
son generalmente inertes y rara vez tienen efectos secundarios en el humano, la
Tabla 4 muestra algunos de los excipientes multifuncionales mas comunes en la
industria, donde se pueden observar azucares complejos como el almidon y la
celulosa, compuestos que por si solos no representan un riesgo ambiental, aun asi
se han realizado multiples evaluaciones de riesgo que buscan determinar si los

excipientes tienen o no un impacto negativo en el ambiente.

En la Figura 1 se muestran las estructuras de algunos de los excipientes que se
presentan en la Tabla 4, donde puede apreciarse que la glucosa es el monosacarido
que compone tanto al almidon, latosa y celulosa, polisacaridos que como muestra
la Tabla 1, son ampliamente usados en la industria farmacéutica como excipientes
multifuncionales en varias formulaciones, al ser la glucosa el monémero principal de
estos polisacaridos, comparten grupos funcionales y enlaces como grupo hidroxilo
y en laces diester en los diferentes carbones del anillo.

OH

HO
OH OH OH

(o) HO OH O O O
HO 0 d HO
OH HO Q OH

Figura 1. Estructura de algunos de los de los excipientes multifuncionales en el mercado a)

Lactosa'® b) Almidén'® c) Celulosa microcristalina.



Tabla 4. Ejemplos de excipientes multifuncionales que se encuentran en el

mercado?’.
Nombre Componentes Beneficios
comercial

Ludipress® Lactosa pvp Baja higroscopicidad Buena capacidad de

flujo, peso constante de la tableta, baja
higroscopicidad, buena funcionalidad
desintegrante.

F-MELT® Sacaridos, agente | sensacion agradable en la boca, una ruta
desintegrante y | no complicada para desarrollar tabletas
excipientes desintegrantes orales, buena propiedad de
inorganicos. moldeo

Pharmatose® R-lactosa Lactitol Buena fluidez, alto potencial de dilucién,

DCL40 baja absorcion de agua a alta humedad,

alta compresibilidad.

MCC SANAQ® | Celulosa Mayor compatibilidad, fluidez del polvo y

Burst17 microcistalina desintegrabilidad.

FUJICALIN fosfato de calcio | Excelentes propiedades de compresion,
dibasico anhidro Facilita la mezcla / mejora la fluidez,

Buenas propiedades de desintegracion,
Baja abrasion

StarAc Almidon de maiz, | Buena fluidez, utilizada en compresion
goma de acacia, directa de comprimidos.

MCC 102 Celulosa simple casle | Proporciona una alta resistencia de
1 adhesion, se utiliza como relleno pero

carece de multifuncionalidad.

UICEL XL Clase 4 (modificacion | Utilizado como relleno, ligante y buen
de celulosa reticulada) | caracter compatible.

Aerosil ®972 Silica coloidal | Estabilizador para agua en emulsion de
hidrofébica aceite, ajustador de viscosidad.

Syloid® FP Geles de silice | Agente humectante capilar para una mejor
amorfos sintéticos | liberacion y desintegracion.
micronizados.

Polacrilin Resina modificada Gran capacidad de hinchamiento.

Potassium

Orocell 200 & | Manitol modificada Carpeta, relleno, portador en la formulacién

OroCell 400 de ODT

TAP® Pelets de acido | Utilizado para formulaciones de pellets de
tartarico liberacion prolongada.

En 2006 Carina Carlson?? y colaboradores realizaron una Evaluacion de Riesgo
Ambiental (ERA) en 5 excipientes usados en la industria farmacéutica de Suecia,
mostrando que no se presentan riesgos significativos por parte de estos excipientes,

sin embargo, es sefalado que el docusato de sodio presenta un posible riesgo para



los organismos presentes en los lechos y sedimentos de rios y lago a los cuales
estas sustancias puedan llegar. Demostrando que si bien es bajo el riesgo por la
presencia de excipientes en rios y lagos, el riesgo existe y deberia de tomarse en

cuenta.

En 2015 Catharina Wirz Kim y colaboradores®® realizaron una ERA para 35
excipientes usados en las farmacéuticas Roche Basle y Roche Kaiseraugst, ambas
en Suiza, concluyendo que ninguno de estos excipiente representaban un riesgo
significativo para el ambiente puesto que casi la totalidad de estos productos eran
eliminados por las Plantas Tratadoras de Aguas Residuales (PTARS).

Aurora Silva®* realizo un estudio en donde comparé el efecto toxicologico de la
Fluoroxitina en algas (Chlorella vulgaris), medicamento enfocado al tratamiento de
la depresion principalmente, esto mediante 5 diferentes formulaciones, dos de
patente y tres genéricas, encontrando que la concentracion efectiva de inhibicion al
50% (ECso) fue 100 veces mas baja a la reportada para la Fluoroxitina sola, bajando
de 15mg L' a 0.25mg L™, por lo que este decremento en la ECs es atribuida a la
presencia de los excipientes empleados.

Chloe J. Yuan y Yusuke Marikawa?® evaluaron los efectos toxicoldgicos en el
desarrollo cuerpos embroides (CE) tras la exposicion a 6 diferentes excipientes
usados en medicamentos comerciales, tres agentes colorantes (rojo de alura, azul
brillante y tartrazina) y tres conservantes (hidroxianisol butilado, metabisulfito y
metilparabeno), realizando un analisis del nivel mas bajo de efecto adverso
observado (LOAEL). El andlisis de exposicion se determind utilizando el modelo de
morfogénesis in vitro basado en células madre (cuerpos embroides (CE)),
finalmente el analisis LOAEL determind las concentraciones en las cuales se da una
alteracion en la morfogénesis de los CE fue de 200 mM para metilparabeno, 400
mM para hidroxianisol butilado, 600 mM para rojo de alura y azul brillante, y 1000
mM para metabisulfito. Un analisis de la expresion génica de los CE tratados reveld
que el hidroxianisol butilado y el metilparabeno alteraron significativamente los



perfiles de los reguladores del desarrollo involucrados en la elongacion axial y el
disefio del cuerpo.

2.1.3 Impacto ambiental de los farmacos

Los farmacos son sustancias biologicamente activas que afectan a los mecanismos
de control de organismos vivos de forma especifica en busca de un efecto
terapéutico, por ejemplo, regulando el metabolismo, influenciando el equilibrio
hormonal o mitigando la transmision intercelular de sefiales'. Cuando los farmacos
se liberan en el medio ambiente, esta actividad biolégica puede tener consecuencias
negativas para la flora y la fauna, estos efectos son variados y pueden tener un gran
impacto en la salud del ecosistema, mermando la poblacion de alguna especie e

incluso la tasa de natalidad de alguno de los sexos de las poblaciones’.

A finales de los afios 90 y principies de los 2000 se reporté una disminucion en la
poblacion de buitres de espalda blanca oriental (OWBV; Gyps bengalensis) en la
India, entre 2000 y 2003, la alta mortalidad en adultos y subadultos fue de entre 5-
86% vy la disminucion de la poblacion resultante fue de entre un 34-95%, mermando
su poblacién y llevandolos al borde de la extincion, esto se debié a que los buitres
se alimentaban de cadaveres de ganado tratado con diclofenaco, lo que provoco
una insuficiencia renal y gota visceral, este efecto se replico en buitres al exponerlos

directamente con el antiinflamatorio diclofenaco 26.

En 2006 R. Triebskorn y colaboradores?’ realizaron un estudio sobre el efecto del
Diclofenaco, Carbamazepina, Acido Clofibrico, Metroprolol, en truchas arcoiris,
donde se determiné que la exposicion a estos medicamentos, en especial al
diclofenaco provocaba una grave glomerulonefritis, el efecto citotoxico se llegd a
presentar incluso con concentraciones de 1 ugL™’, la cual se considera como una

concentracion ambientalmente relevante?’.

Como parte de los esfuerzos para colocar al diclofenaco como sustancia prioritaria
en la Directiva marco del agua de EUA, Schwarz y colaboradores?® evaluaron el
efecto del diclofenaco en truchas marrones (Salmo trutta f. fario), exponiendo sus
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embriones a 0.1, 0.5, 1, 10, 100 ug L' de diclofenaco, a especimenes jovenes (6
meses de edad) a 0.1, 1, 10, 100, 200 ug L' de diclofenaco revelando dafio en
organos como branquias higado y rifidn, asi como un aumento en la mortalidad de
especimenes mayores en concentraciones superiores a los 10 ug L™, clasificando

al diclofenaco como un microcontaminante que requiere atencion especial.

Schmitz y colaboradores?® realizaron un experimento donde expusieron a truchas
arcoiris a una mezcla de farmacos (Paracetamol, Carbamazepina, Diclofenaco,
Ibersartan y Naproxeno) en concentraciones reales detectadas en aguas
superficiales del rio Meseu en Bélgica, asi como a concentraciones 10 y 100 veces
mas altas de las reales, como resultado los niveles plasmaticos de hormonas
sexuales, especificamente la 11-ketotestosterona, se vieron alterados
incrementando su concentracidn, asi como la sobre expresion de genes en ovarios
a los 7 dias de exposicidn, concluyendo que las concentraciones de estos

medicamentos tienen un efecto disruptor en el sistema endocrino de las truchas.
2.1.4 Tratamiento y disposicion de los residuos de medicamentos en México.

En México el organismo que se encarga de recolectar y disponer de los residuos de
farmacos y farmacos caducos o danados es el SINGREM (Sistema Nacional de
Gestion de Residuos de Envases y Medicamentos), el cual mediante mas de 4 600
contenedores especializados recolecta los medicamentos caducos y dafiados de
los hogares y farmacias mexicanas, estos medicamentos son trasladados a su sitio
de disposicion final, en donde junto con sus envases sometidos a procesos fisicos
de trituracion y mas tarde enviados a destino final por coprocesamiento en Hornos
Cementeros. El concepto de coprocesamiento consiste en la destruccion térmica
con ganancia de energia, esto es, que a la par que el material es destruido, la

energia contenida en el mismo es aprovechada para otro fin*°.

Sin embargo este organismo no trabaja con las farmaceéuticas, por lo que dentro de
estas los productos rechazados por control de calidad y los medicamentos caducos
se manejan en forma diferente segun las operaciones propias de cada industria. Los
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productos rechazados por control de calidad que no pueden ser reciclados en el tren
de produccion normal, son triturados y moldeados en una especie de torta de
filtracidn que se envia a relleno sanitario para su disposicién final. También pueden
ser incinerados in situ, molidos y disueltos en agua para ser tratados junto con las

aguas residuales de la planta industrial a través de procesos biologicos.

Aunado a esto también existen otros métodos de tratamientos segun el tipo de
medicamentos que se quiera tratar, teniendo asi 8 principales categorias de
medicamentos (Vitaminicos, Biologicos, Analgésicos, Antibidticos, Amebicidas,
Tranquilizantes, Ansioliticos, Vaso dilatadores y Otros) los cuales pueden ser
tratados mediante vias quimicas, fisicas, térmicas y biologicas. En la Tabla 5 se
muestran los tratamientos sugeridos para los medicamentos de las diferentes

categorias 3'.

Tabla 5. Tratamiento recomendado para las diferentes categorias de

medicamentos.

Categoria Tratamientos
Vitaminas Bioldgico, lodos activados
Biologicos Quimicos, fisicos y térmicos que aseguren la eliminacion
de los agentes bioldgicos
Analgésicos Reacciones de N-dealquilacién para analgésicos fuertes,

como la morfina, y tratamientos bioldgicos para
analgésicos débiles como el paracetamol aspirina.

Antibidticos Térmicos e hidrodlisis basadas en metales pesados,
acidos y bases
Amebicidas Halogenacion en medio acido e hidrdlisis acida o basica

Algo a resaltar sobre estos métodos de tratamiento es el que la mayoria de éstos
son destructivos y carecen de alguna forma de aprovechamiento energético, por lo
que en un mundo con una creciente demanda de energia es necesario el empezar
a implementar métodos de tratamiento que tengan un potencial energético aunado.
En este ambito, las celdas de combustible microbianas representan una tecnologia

en desarrollo, las cuales potencialmente pueden emplear como combustible una
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gran variedad de sustratos, mientras que se tiene una recuperacidon energética en

forma de corriente eléctrica32.
2.2 Energias renovables

La demanda de energia y de servicios, con miras al desarrollo social y econémico y
a la mejora del bienestar y la salud de las personas, va en aumento. Todas las
sociedades necesitan de servicios energéticos para cubrir las necesidades
humanas basicas (Alumbrado, cocina, ambientacién, movilidad y comunicacion), y
para los procesos productivos 33, Desde 1850, aproximadamente, la utilizacion de
combustibles de origen fésil (carbon, petrdleo y gas) en todo el mundo ha
aumentado hasta convertirse en el suministro de energia predominante, situacion
que ha dado lugar a un rapido aumento de las emisiones del didéxido de carbdn
(CO2).

Las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) que genera la produccion de
energia, ha contribuido considerablemente al aumento de las concentraciones de
los GEIl en la atmésfera. En el Cuarto Informe de Evaluacion (CIE) del Panel
Intergubernamental para el Cambio Climatico (IPCC por sus siglas en inglés) se
concluy6é que, "la mayor parte del aumento observado en el promedio de las
temperaturas desde mediados del siglo XX, se debe muy probablemente al

incremento observado en las concentraciones de GEI antropogénicas" 3.

Hay diversas opciones para disminuir las emisiones de GEI por parte del sector de
produccion de energia, sin dejar por ello de cubrir la demanda del recurso. Dentro
de las alternativas se encuentran: el adoptar medidas de conservacion y eficiencia
energética, el reemplazo de combustibles de origen fosil, implementacién mas
amplia de la energia nuclear, la captura y almacenamiento del COz y las energias
renovables 3. Dentro de estas Ultimas se encuentran: la energia solar, edlica,
hidraulica, undimotriz, mareomotriz, geotérmica y biomasa. Sin embargo, la mayoria
de estas energias solo estan disponibles en lugares especificos, como las costas,

zonas geotérmicamente activas o cercanas a cuerpos de agua y son intermitentes.
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Por otra parte, la biomasa es una fuente de energia a la que es mas facil acceder a
ella dada su gran disponibilidad, ya que puede usarse casi cualquier material
organico disponible, como madera, desechos agroindustriales, residuos urbanos de
caracter organico, asi como aguas residuales. En paises desarrollados llega
representar hasta un 35 % del suministro total de energia. La biomasa es una fuente
de energia muy versatil, ya que es faciimente almacenada y transformada en
energia y calor, asi como en biocombustibles o diversos productos quimicos. Posee
una capacidad de produccioén que va desde las escalas pequefias hasta los Mega
Watts 34,

Dentro del aprovechamiento de la biomasa, la obtencion de energia eléctrica
representa una tecnologia innovadora y atractiva, en la que la materia organica

soluble genera una diferencia de potencial traduciéndose en una corriente eléctrica.

Las celdas de combustible microbianas (CCM) figuran como una tecnologia
emergente que posee un gran potencial para contribuir al desarrollo de la sociedad,
principalmente por su capacidad de generar electricidad a partir de diversos
sustratos organicos e inorganicos, e incluso algunos compuestos recalcitrantes
como celulosa vy lignina, asi como su capacidad de tratar residuos, ofreciendo al

mismo tiempo beneficios energéticos y ambientales®®.
2.2.1 Celdas de combustible

Las Celdas de combustible (CC) son dispositivos electroquimicos que convierten la
energia quimica intrinseca de los combustibles directamente en energia eléctrica.
Los pasos intermedios de produccion de calor y trabajo mecanico de la mayoria de
los métodos convencionales de generacion de energia se evitan en las CC, por lo
gue estas no se ven afectadas por las limitaciones termodinamicas de los motores

térmicos convencionales, definidos por la eficiencia de Carnot 6.

Como tales, las CC prometen generar energia con una alta eficiencia y bajo impacto
ambiental (es decir, contaminantes minimos) ya que las CC pueden, en principio,
procesar una amplia variedad de combustibles y oxidantes, aunque lo mas
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interesante en la actualidad son los combustibles comunes, como el gas natural (y

derivados) o el hidrégeno, en los que se utiliza aire como oxidante 3.

En una CC, el combustible se alimenta continuamente al anodo (electrodo negativo)
y un oxidante (a menudo oxigeno en el aire) se alimenta continuamente al catodo
(electrodo positivo). Las reacciones electroquimicas tienen lugar en los electrodos
para producir una corriente eléctrica a través de un electrolito, mientras se conduce
una corriente eléctrica complementaria que realiza el trabajo en la carga. En la
Figura 2 se presenta una representacion esquematica de un CC de hidrégeno y
oxigeno (basado en un electrdlito acido) .

Anode current collector
Cathode current collector

- »
Membrane electrode

assembly
(MEA)

Figura 2. Principio de operacién de una CC basada en el intercambio de protones®’.

En el anodo de la CC, el gas de hidrogeno se ioniza, liberando electrones que
significan energia eléctrica y creando iones H* (protones), como se ilustra en la

ecuacion 1.
2H, - 4H* +e~ (1)

En el catodo, el oxigeno reacciona con protones y electrones tomados del anodo

para formar agua, como en la ecuacion 2.
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O,+H*+e - 2H,0 (2)

Los electrones (carga negativa) fluyen del anodo al catodo en el circuito externo y
los iones H* pasan a través del electrolito.

Es importante destacar que el electrolito solo permite la transferencia de protones
(u otros iones en el caso de otros tipos de CC) y no la transferencia de electrones.
De lo contrario, los electrones no pasarian por el circuito externo y, por lo tanto,
“cortocircuitarian” a la celda y la funcién del CC se perderia. En teoria, cualquier
sustancia capaz de oxidase quimicamente (el reductor) se puede suministrar de
forma continua y puede usarse "galvanicamente" como combustible en el anodo de
una CC. De manera similar, el oxidante puede ser cualquier fluido que pueda
reducirse a una velocidad suficiente. Por razones practicas, el oxidante mas comun
es el oxigeno gaseoso, que esta facilmente disponible en el aire. Ademas, debido a
las limitaciones cinéticas en los catalizadores para la oxidaciéon del combustible, los
combustibles utilizados tipicamente son los que tienen moléculas simples como el
hidrégeno, el metano y el metanol. Es la limitacion cinética en las quimicas de las
CC lo que ha ayudado a estimular un mayor interés en los CC bioldgicas para utilizar

una gama mas amplia de combustibles 3.
2.2.2 Celdas de combustible biolégicas

Las celdas de combustible biolégicas (CCB) funcionan de manera similar a las CC
alimentadas con hidrégeno con un suministro de combustible en el anodo y un
suministro de oxidante en el catodo. Las CCB convierten la energia quimica de
carbohidratos, lipidos y otros compuestos usados como combustibles. En el anodo,
un combustible (por ejemplo, glucosa) se oxida (asumiendo un electrolito acido) de

acuerdo con la reaccion ilustrada en el ecuacion 3 97.
C¢H,,06 + 6H,0 —» 6C0O, + 24H* + 24e~,  E,=0.014V  (3)

En el catodo, el oxidante se reduce sobre un catalizador (o enzima) especifica para

el oxidante (por ejemplo, oxigeno) ver 4:
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60, + 24H* + 24e~ > 12H,, E, =123V (4)

La reaccion electroquimica resultante crea una corriente a medida que los

electrones y los protones se producen a partir de la oxidacion del combustible. Los

potenciales teoricos para tales reacciones son similares a los de las CC

convencionales. La caracteristica distintiva, fundamental para una CCB, es el uso

de un organismo vivo. En general, una CCB funciona usando como

biocatalizadores, enzimas o células enteras ¥’.

1.

El biocatalizador genera como resultado de su metabolismo un compuesto
que sirve como combustible para la celda electroquimica. Asi el
biocatalizador no participa directamente en la transferencia de electrones.

2. El biocatalizador participa directamente en el proceso de generacion de

electrones catalizando la oxidacion del sustrato y transfiriéendolos al anodo.

En general, los microorganismos dentro de las celdas se pueden usar de cuatro

diferentes maneras para producir energia eléctrica:

1.

Producir sustancias electroquimicamente activas mediante fermentacion o
metabolismo. Los combustibles se producen en reactores separados y se
bombean al anodo de una CC convencional, para generar energia eléctrica.
En esta configuracion, el biorreactor microbiano se mantiene separado de la
CC,; El sistema no es completamente una CCB si no una celda CC asistida
por microorganismos.

El proceso de fermentacion microbioldgica se realiza directamente en el
compartimento anddico de la CCB.

Ya sea por mediadores afadidos, o los sintetizados por el mismo
microorganismo, los mediadores aceptan electrones de la cadena de
transporte de electrones de los microorganismos y los suministran al anodo
de la CCB.
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4. Bacterias reductoras de metales, con citocromos en la membrana externa
pueden comunicarse directamente con la superficie del electrodo en una

CCB sin mediadores.

El interés en las CCB se debe a su capacidad para operar en condiciones de
reaccion moderadas (es decir, temperatura y presion ambientales) y, por lo general,
emplean electrolitos neutros y catalizadores de bajo costo (por ejemplo,
microorganismos). Hay dos tipos basicos de CCB; Las celdas de combustible
enzimaticas (CCE) y las celdas de combustible microbianas (CCM) ¥’.

2.2.3 Celdas de combustible microbianas

Las celdas de combustible microbianas (CCM) son un nuevo enfoque en las
tecnologias para la generacion de electricidad por medio de bacterias 3. Las CCM
son dispositivos bioelectroquimicos que permiten convertir la energia quimica
almacenada en compuestos organicos e inorganicos en energia eléctrica a traves
de reacciones catalizadas por microorganismos bajo condiciones andxicas 2°. Las
CCM destacan por su flexibilidad al momento de usar sustratos, ya que estas
pueden usar como sustrato desde compuestos puros, mezclas y residuos
recalcitrantes, por lo que se ha empezado a investigar su aplicacion en el area del
tratamiento de aguas residuales y otros residuos, puesto que su implementacion no
solo permitiria el tratar un residuo si no también el obtener una ganancia energética,

convirtiéndola en una tecnologia con un gran potencial.

Una de las principales limitaciones electroquimicas en el desempefio de las CCM
es su resistencia interna (Rint), la cual es el resultado de las limitaciones 6hmicas
(resistencia de los electrolitos), cinéticas (resistencia a la transferencia de carga), y
de transporte (difusion). Debido a que existe una correlacion entre la produccion de
electricidad y la Rint, por ende se busca reducir la Rint mediante la optimizacion en
la configuracion del reactor. La Rint €s una de las caracteristicas esenciales de una
CCM 40,
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En una CCM los microorganismos degradan (oxidan) la materia organica (Figura 3),
durante este proceso hay una generacion de electrones que se transportan a través
de una serie de enzimas respiratorias para que la célula genere su propia energia
en forma de adenosin trifosfato (ATP). Los electrones son llevados hasta un Aceptor
Final de Electrones (AFE) el cual se reduce al aceptar los electrones. Por ejemplo,
el oxigeno puede ser reducido para producir agua mediante la reaccion catalizada
de los electrones y protones resultantes de la oxidacion de la materia organica
dentro de la celda. Existen multiples AFEs como el oxigeno, nitratos, sulfatos, entre
otros; los cuales deben difundirse dentro de la célula para poder aceptar los
electrones formando productos que después deben de ser expulsados de las
mismas. Se sabe que existen bacterias que pueden transferir los electrones fuera
de la célula a un AFE, estas bacterias se denominan exoelectrogénicas y son las
bacterias que pueden ser utilizadas para producir energia en las CCM #1:38,

El oxigeno dentro de la camara anddica puede inhibir la generacion de electricidad,
por lo que el sistema se debe aislar del oxigeno, esto se logra al colocar una
membrana entre la camara anddica y la catddica. La camara anddica es donde las
bacterias crecen y la catédica donde los electrones reaccionan con un AFE
mediante un catalizador que se soporta sobre el catodo. EI AFE puede llegar al
catodo de dos formas: de forma activa, mediante bombas y dispersores de burbujas;

o de forma pasiva, por difusion natural 3.

18



Figura 3. Esquema general de una celda de combustible microbiana.
2.2.3.1 Microorganismos utilizados en las CCM

La composicion de las comunidades que pueden estar presentes en una CCM es
variada, ya que existe un gran numero de bacterias que pueden ser electroactivas,
ya sea por ellas mismas formando relaciones simbidticas con otras bacterias. Es
sabido dentro de la comunidad dedicada al estudio de las CCM y sus aplicaciones
que Geobacter *? y Shewanella 38 son dos de las especies que predominan en las
comunidades dentro de las CCM. Sin embargo, como menciona Jung Kim*® al
realizar un analisis de las comunidades de microorganismos en la biopelicula
formada, en el anodo, no se han encontrado resultados que indique la presencia de
una sola bacteria, sino consorcios, lo que sugiere que existen diversas bacterias las
que llevan el proceso de oxidacién de la materia degradable. En la Tabla 6 se
presenta una recopilacion de los diferentes cultivos, sustratos y tipos de cedas
usados en CCM.

Tabla 6. Cultivos, sustratos y tipos de celdas usados en CCM.

Sustrato Inéculo Tipo de CCM Especie dominante
Acetato Aguas residuales Una Camara No determinada*
domésticas
Etanol Lodos de digestor Dos camaras Proteobacterium Core-
anaerobio 1 (33 %)*
Glicerina Suelo Una camara Bacillus subtillis*
Fenol Lodos de digestor Una camara No determinada®*®
anaerobio
Mezcla de Sulfato reductor Paralelepipeda Clostridia (42 %) o
solventes Proteobacteria (16 %)*’
Mezcla de Enriquecido Paralelepipeda Deferribacteres*’
solventes
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2.2.3.2 CCM en el tratamiento de residuos

Como se menciono, una gran parte de las investigaciones en el campo de las CCM
se estan enfocando en el tratamiento de diferentes residuos y aguas residuales,
mediante diferentes arquitecturas, indculos y condiciones de operacion para las
CCM, reportando diversos parametros como la eficiencia coulombimetrica (EC),
tasa de eliminacién de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y los efectos de la
concentracion de sustrato sobre la salida de voltaje maximo y la densidad de
potencia (p)*. A continuacion se presenta un resumen de algunas de las
investigaciones referentes al tratamiento de residuos mediante CCM. En la Tabla 7
se muestran diferentes residuos tratados en CCM, asi como su tasa de remocion

de DQO, catodo, tipo de celda, inéculo y potencia maxima obtenida.

Muthukumar*® evalué la eficiencia de una CCM de doble camara con puente salino,
en el tratamiento de aguas residuales del procesamiento de alimentos, obteniendo
una pmax de 123.8 mW m=2, una densidad de corriente de 54.3 mA m= con una
eliminacion del 98.9 % de la DQO.

Se evalud el tratamiento del suero de queso, mediante una CCM con anodos
preincubados en suero de un mes de edad, se logré remover 88.3 % de DQO,
obteniendo potencias maximas de 29.1 mW m>2, mientras que con un anodo
preincubado en suero de tres meses de edad, se logré remover un 92.8 % de DQO
y potencias de 1800 mW m2 %,

Alrededor del 27 % de los residuos solidos Urbanos municipales totales (RSU) se
compone de residuos de alimentos. La viabilidad de los residuos vegetales fue
evaluada en una CCM de camara simple y catodo aireado por Venkata y
colaboradores La CCM obtuvo una potencia maxima de 57.38 mWm= con una
reduccion del 62.86 % de DQO®'.

Para determinar la eficiencia de wuna celda, tanto fisicoquimica como
electroquimicamente es necesario caracterizar la celda mediante diferentes

técnicas, las cuales permitan visualizar el comportamiento de la celda en diferentes
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ambitos, como lo son el porcentaje de degradaciéon de los contaminantes, la
potencia maxima obtenible de la celda; asi como otros parametros importantes

como su estabilidad a lo largo del tiempo o su eficiencia coulombimetrica.

Tabla 7. CCM para el tratamiento de residuos.

Residuo Inéculo Tipo de | Anodo | Catodo % R | Pmax
CCM DQO | (mWm?)
ARB ARD Upa Cepll’lo de Cepll’lo de 90 21102
camara carbén carbén
Suero de | Lodos Dos Papel Cepillo de 53
, . f . 94 46
queso anaerobios | camaras carbon carbon
Glicerina Loglos Dps Platp de Platp de 90.46 | 621 15
cruda activados camaras grafito grafito
Aguas
residuales . :
Bacterias de . Cepillo de
d?od cciénla una CCM gé?riara E;?"ggon de | carbon con | 765 | 10125
proguccior anterior 0.8 mgcm™? Pt
de Penicilina
sintética
Efluentes de Cepillo de
la industria | Lodos Una Cepillo de by 56
. . ; carbén  con | 82 223
de los | anaerdbicos | camara carbén 2
. 0.8 mgem™ Pt
esteroides
Suelo y Carbon :
Pesticidas | lodos i activado | CPIo  de |74 45 | 77 557
. camara carbén
activados granular
Aguas Cultivos
residuales . . Una Plato de | Plato de 58
enriquecidos | _, ) ) 75 205.6
con . camara grafito grafito
. anaerobios
farmacos

ND, no disponible. % R DQO, porcentaje de remocion de DQO. ARB, Aguas residuales de biodiesel.

ARD, Aguas residuales domesticas

2.3 Técnicas de caracterizacion electroquimicas

Las técnicas electroquimicas empleadas para la caracterizacién son flexibles varias
pueden implementarse para evaluar diferentes aspectos de las celdas. Las técnicas

electroquimicas pueden dividirse de acuerdo a la manera en que se realizan
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mediciones, y la perturbacion del sistema de acuerdo al diagrama mostrado en la

Figura 4.

Técnicas electroguimicas

v

Imposicion de
potencial E =f(t)

!

Potenciostaticas

|

v

Imposicion de
corriente I1=f(t)

Potenciodinamicas
Barrido de potencial

Galvanostaticas
Pulsos de corriente

I

Galvanodinamicas
Barrido de corriente

pulsos de potencial

I=f(E) i=T(E) E=1(1) E=()

Figura 4. Clasificacion de las técnicas electroquimicas.

2.3.1 Voltamperometria ciclica

En una voltamperometria ciclica (VC) el potencial del electrodo de trabajo se
incrementa linealmente en funcion del tiempo, entre dos potenciales seleccionados.
Cuando la exploracién alcanza un potencial establecido, el potencial de barrido del
electrodo de trabajo se invierte; es decir, el potencial se incrementa en la direccion
opuesta hasta que alcanza el potencial de inicio. Esta inversion se puede aplicar
varias veces durante un solo experimento. La corriente en el electrodo de trabajo se

representa en funcion del voltaje aplicado para obtener el voltamperograma ciclico.

El escaneo en un determinado sentido puede producir un pico de corriente para
cualquier especie que pueda reducirse (u oxidarse, dependiendo de la direccion de
escaneo inicial) a través del rango del potencial escaneado (Figura 5). La corriente
aumentara a medida que el potencial alcance el potencial de éxido-reduccién de la
especie, pero luego disminuira a medida que la concentracion de la especie se
agote cerca de la superficie del electrodo. Si el par redox es reversible, cuando se
invierte el potencial aplicado, alcanzara el potencial que reoxidara el producto
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formado en la primera reaccion de reduccioén, y producira una corriente de polaridad
inversa desde la exploracion hacia adelante. Este pico de oxidacion generalmente

tendra una forma similar al pico de reduccion.

La utilidad de la VC depende en gran medida de las especies reaccionantes que se
estan estudiando. Incluso los pares reversibles contienen un sobrepotencial de
polarizacion. Este sobrepotencial surge de una combinacion de velocidades de
difusién de especies y la barrera de activacion intrinseca de la transferencia de

electrones de un electrodo a la especie 37,

Como resultado, se obtiene informacion sobre el potencial redox y las velocidades
de reaccion electroquimica de los compuestos, en el caso preciso de las celdas de
combustible y el cdmo se implementaran en la caracterizacion electroquimica, las
VC permiten observar picos referentes a la oxidacion y reduccion de excipientes vy,
como se modifica el area superficial de los electrodos conforme se genera la

biopelicula.

Current | 4 Increased

Voltage ; scan rate
A

/ / \ Time

» Voltage

Figura 5. Voltamperometria ciclica, a) Direccion del barrido del voltaje, b) Grafico corriente

voltaje53

Esta tecnica fue utilizada para detercatar picos de oxidacion y reduccion, y los
potenciales a los que se presentan, de los diretentes excipientes en las
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formulaciones farmaceutica a evaluar, lo que permitio elegir aquellos con los cuales

se ibtubo un mejor desempelo electriquimico
2.3.2 Voltamperometria de barrido lineal

La voltamperometria de barrido linear (VL) pertenece a las técnicas de barrido de
potencial, en ella se hace un barrido de un voltaje a otro en una sola direccion,
obteniendo una curva de corriente-potencial (i-E) en la cual el potencial varia
linealmente con el tiempo, obteniendo asi un respuesta en corriente %°, con este tipo
de experimentos se evalua una reaccion electroquimica en una sola direccion, ya
sea oxidacion o reduccion. Adicionalmente este tipo de analisis puede utilizarse para
construir curvas de polarizacion de las CCM, para ello es necesario utilizar
velocidades de barrido muy bajas, de entre 0.05 a 1 mVs™, con el fin de dar tiempo
a los MOs dentro de las celdas para que respondan a los potenciales que se les

exigen y alcanzar condiciones de estado estacionario®®.

Las curvas de polarizacion permiten caracterizar las CCM obteniendo la corriente
resultante en funcién del voltaje, lo que permite encontrar el punto en el cual se
obtienen la corriente y voltajes 6ptimos para obtener la mayor cantidad de potencia
posible3. Las curvas de polarizacion también permiten evaluar la resistencia global
interna de las CCM, que es el resultado de la suma de varias resistencias que
impiden que las CCM alcancen su voltaje ideal termodinamico de salida. Estas
resistencias generalmente estan asociadas con pérdidas de corriente debidas a: la
activacion, caidas 6hmicas y sobrepotenciales debidos al transporte de masa .

Estas pérdidas son definidas como el sobre-voltaje requerido para compensar la
corriente perdida debido a las reacciones electroquimicas, en el transporte de carga
y los procesos de transferencia de masa que suceden en las camaras anddicas y
catédicas. La caida o resistencia 6hmica es el principal componente de la

resistencia interna de una celda ©°.

Estas curvas se pueden obtener mediante diferentes métodos: a) medicién de la
descarga debido a la aplicacion de una resistencia constante, mediante la conexion
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de diferentes resistencias a la CCM y la medicion de las corrientes y voltajes
resultantes; b) polarizacion potenciodinamica, es decir, VL donde la corriente se
mide mediante una velocidad de barrido baja; c) descarga galvanostatica, donde se
controla la corriente y se miden los voltajes resultantes; y, d) descarga
potenciostatica, donde se controla el voltaje y se miden las corrientes resultantes ©.

2.3.3 Espectroscopia de impedancia electroquimica

La espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS por sus siglas en inglés) es
ampliamente utilizada para la caracterizacion de materiales, en electroquimica, y
mas precisamente en la caracterizacion de CCM esta es utilizada para profundizar
en el analisis del sistema electroquimico, pues permite estudiar los fenbmenos
quimicos y fisicos ocurridos en la solucion, interfaces y electrodos %7, determinando
asi el aporte de cada uno de los componentes del sistema en la resistencia interna
de la celda. De esta forma es posible centrar los esfuerzos en optimizar el
desempeno de aquel elemento que presenta el mayor aporte en la resistencia

interna del sistema, mejorando asi el desempefio global del sistema 2.

El uso de la EIS en la caracterizacion electroquimica del sistema se basa en el
hecho de que la imposicion de una sefial de voltaje de corriente alterna de baja
amplitud, permite obtener la correspondiente sefal de corriente alterna que a su vez
permite la evaluacion de la impedancia del sistema en funcion de la frecuencia de
la sefial utilizada. La Figura 6 ilustra el modelo de la interfase electrificada en donde
las diferentes partes de un sistema electroquimico en el cual se efectua una
reaccion redox. Las partes del sistema, se pueden aproximar a elementos eléctricos
como resistores, capacitores e inductores; formando un circuito eléctrico

equivalente, siendo al mas sencillo de todos el circuito de Randles®?.
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Figura 6. Similitud de la interfase electrificada con un circuito eléctrico equivalente 2.

Para un sistema con un circuito de Randles (Figura 7) la resistencia Ronm
corresponde a la resistencia que presenta la solucion, mientras que los elementos
Rcty Cairepresentan a la interfase entre la solucion y el electrodo, donde el primer
término es la resistencia de la trasferencia de carga debido al proceso de oxido-
reduccién, mientras que el término capacitivo corresponde a la estructura de la
doble capa formada en la interfase. El término Rt esta relacionado directamente

con la velocidad de reaccion y es indicativo de la velocidad de transferencia de carga
62

Cal
| |
| |
—~V— —
Rohm
—/\N—
Ret

Figura 7. Circuito de Randles °2.
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El circuito de Randles tiene validez soélo si se conoce Ry y Ca como elementos
lineales. En la Figura 8 se muestra el diagrama de Nyquist de un resistor y un
capacitor que se comportan de manera lineal. Cuando se aplican frecuencias de
orden de KHz, la onda de tiempo senoidal es tan rapida que circula a través de un
medio como si estuviese en corto circuito, obteniéndose solo la contribucién de la
Ronm de la solucion, cuando la frecuencia baja al orden de los él capacitor actua
como si estuviera abierto y se obtiene Ronm Yy Rt. La capacidad de la doble capa
corresponde al término Cq y puede ser calculada considerando el valor de la

frecuencia en el punto mas alto del semicirculo 2.

2
1
Wnax m
AN
[
! Rolhm R;c <

Figura 8. Diagrama de Nyquist de un sistema controlado por activacion. °2

Lo anterior solo es valido para sistemas controlados por activacion. En sistemas
controlados por difusion se introduce un elemento llamado impedancia de Warburg
(W), cuyo valor describe la impedancia que ofrece el sistema por la difusién de
especies a la interfase. Este término solo se manifiesta a bajas frecuencias. El
circuito equivalente que incluye W se muestra en la Figura 9 a), y el diagrama de
Nyquist de este elemento se representa como una linea recta a 45° (Figura 9 b)).
De esta forma se puede conocer la aportacion de cada elemento del sistema

bioelectroquimico de las CCM en la resistencia interna de la celda 2.
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Figura 9. Sistema controlado por difusion a) Diagrama de Nyquist, b) Circuito equivalente. &

En celdas de combustible esta técnica permite observar con precision las
aportaciones de cada uno de los elementos a la resistencia interna del sistema, lo
que permite tomar decisiones en busca de eficientar el disefio y el desempefio de

estas.
2.3.4 Cronoamperometria

Dentro de las diferentes técnicas de analisis electroquimico se encuentran los
analisis por perturbaciones transitorias, que se basan en una alteracion de alguna
condicidn eléctrica en el sistema (voltaje o corriente) para observar su respuesta, y
dependiendo del tipo de alteracién se tendra una respuesta diferente. Al imponer
una diferencia de potencial se obtendra una corriente de electrélisis, en cambio si
se impone una corriente constante, la respuesta se manifestara por medio de un

cambio de potencial en la interfase conductor-disolucién.

La cronoamperometria (CA) es una herramienta util para determinar coeficientes de
difusién. En CA, el potencial del electrodo de trabajo se incrementa y la corriente
resultante de los procesos de faradaicos en el electrodo se registra en funcion del
tiempo. Se puede obtener informacion limitada sobre la identidad de las especies
electrolizadas a partir de la relacion de la corriente de oxidacion maxima frente a la
corriente de reduccidon maxima. Sin embargo, como con todas las técnicas de
pulsos, la CA genera altas corrientes de carga, que decaen exponencialmente con

el tiempo como en cualquier circuito de resistencia-capacitancia. La corriente
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faradica, que se debe a los procesos de transferencia de electrones, es a menudo
el componente de interés actual y decae segun lo descrito por la ecuacion de Cottrell

Ecuacion 5.

nFADO'SCb
GO )

Donde:

- Des el coeficiente de difusion,
- Aes el area del electrodo,

- (peslaconcentracion en masa y t es el tiempo.

La Figura 10 muestra una forma de onda de excitacion de potencial tipica y la
respuesta en corriente resultante. Esta respuesta se aplica a la difusion lineal semi-
infinita; es decir, con una solucién no agitada y difusion lineal al electrodo plano y
gue no existan otras reacciones implicitas. En la ecuacion de Cottrell se muestra
que la corriente es proporcional a t"2 'y que una grafica i vs t? produce una linea
vertical que se deforma en sus extremos. La parte lineal del grafico correspondiente
la ecuacion de Cottrell permite el calculo del coeficiente de difusion. En el estudio
de las celdas esta técnica permite ver la estabilidad de la celda, al determinar
durante cuanto tiempo la celda puede mantener una determinada salida de corriente

a un potencial establecido3"-%°.

t3>t, >, >0

Figura 10. Técnica de cronoamperometria, a) Programa de intensidad, b) Perfil de

concentracion, c) Respuesta53
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2.3.5 Eficiencia coulombimetrica

La eficiencia coulombimetrica (EC) se define como la relacién entre el total de carga
eléctrica realmente transferida desde el sustrato, y el maximo posible de carga
obtenible si todo el sustrato consumido produjese corriente. El total de coulombs
transferidos, se determina al integrar la corriente respecto al tiempo, asi, la EC para
una CCM funcionando en un sistema Batch, evaluada en un lapso de tiempo t se

calcula de acuerdo a la Ecuacion 32.

M * [ Idt

EC=—"2"2__
Fbv,,ADQO

(6)

Donde:

- M= 32 g mol, correspondiente al peso molecular del oxigeno molecular
- F= Constante de Faraday= 96845.33 Cmol’

- b=4, numero de electrones que reaccionan por cada mol de oxigeno

- Van= es el volumen del liquido en la camara anddica

- ADQO= es laremocion de DQO en el tiempo t

La EC decae si las bacterias emplean aceptores de electrones alternos al anodo,
0sea que se encuentren en el medio, o que se difundan a través de la membrana,
como el oxigeno. Otros factores que reducen la EC son los procesos competitivos
y el crecimiento bacteriano. Las bacterias que son incapaces de utilizar el electrodo
como aceptor final de electrones, probablemente empleen el sustrato para
fermentacion o metanogénesis®’. La importancia de este parametro decae en
conocer cual es el porcentaje de energia que realmente se recupera de la total

producida por la celda.
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2.4 Técnicas de caracterizacion fisicoquimicas

Las técnicas de caracterizacion fisicoquimicas estan enfocadas principalmente en
conocer cual es la eficiencia de las celdas en el tratamiento de los residuos a tratar,
analizando los efluentes de las CCM y comparandolos con parametros de calidad
del aguan, esto permite determinar cuan eficiente es una CCM en retirar un

contaminante del agua.
2.4.1 Cromatografia liquida de alta eficiencia

La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC por sus siglas en inglés) es una
técnica avanzada de la cromatografia, técnica desarrollada por M. Tswett en 1903,
cuando coloco un extracto de pigmentos naturales sobre una columna de carbonato
de calcio (CaCO3) agregando éter al final con lo que pudo observar como el
pigmento se descomponia en diversas bandas coloridas a diferentes velocidades.

En la actualidad se trata de una técnica bastante versatil que permite analizar e
identificar cerca del 90% de las sustancias conocidas por el hombre®3. Los diferentes
tipos de cromatografia liquida se pueden clasificar de diferentes manera, pero la
forma mas habitual de clasificacion es la realizada en base a la naturaleza de la fase
estacionaria, ya que esta es la que impone los mecanismos de separacion de los
compuestos en la fase moévil (Tabla 8). Esta técnica es util al momento de identificar
la concentracion de un medicamento y como esta disminuye después del
tratamiento, asi como visualizar posibles metabolitos resultantes. Esta técnica se

uso para determinar los porcentajes de remocion de farmacos por parte de las CCM.
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Tabla 8. Clasificacién de los métodos de HPLC 3.

Clasificacion Método especifico Fase estacionaria Tipo de equilibrio
general
Cromatografia de Liquido-liquido, o Liquido adsorbido o Distribucion entre
liquidos reparto unido a una liquidos inmiscibles
superficie solida
Liquido-solido, o Solido Adsorcién
adsorcion
Intercambio de iones Resina de Intercambio idnico

intercambio idnico

Exclusién por tamafio

Liquido en los
intersticios de un
polimero polimérico

Distribucion-
exclusion

Afinidad

Grupo de liquidos

Distribucion entre el

especificos unidos a liquido de la
una superficie soélida superficie y el
liquido mévil

2.4.2 Demanda Quimica de Oxigeno

La demanda quimica de oxigeno (DQO) es un parametro quimico, que representa
una medida de toda la materia organica e inorganica presente en disolucién y/o
suspendida que puede ser quimicamente oxidada, por la accidon de agentes
oxidantes, bajo condiciones acidas y se mide como miligramos de “oxigeno”
equivalentes a la fraccion organica disuelta y/o suspendida por litro de disolucién
(agua residual). En esta determinacion la materia organica es oxidada a bidxido de
carbon y agua (Ecuacion 7):

Materia organica K,Cr,0,
e >
inorganica oxidable T = 145°C,t = 2h

Bibxido de
carbono

+H,0 (7

La DQO es un parametro importante para determinar el grado de contaminacion del
agua y es usada para determinar la eficiencia de un método de tratamiento de aguas
residuales. Aunado a lo anterior la determinacion de DQO es parte fundamental

para el calculo de la EC de las CCM.
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JUSTIFICACION

Los estudios previamente expuestos indican que los excipientes de formulaciones
farmaceéuticas no representan un riesgo ambiental latente, mientras que en conjunto
con los medicamentos podrian representar un riesgo potencial al ambiente0. Sin
embargo, dada la dificultad de separar el compuesto activo del excipiente, se
plantea el utilizar las formulaciones completas excipiente-farmaco como principal
fuente de carbon para el crecimiento de las bacterias y la produccién de electricidad
en una CCM, simultaneamente se pretende degradar el principio activo durante el

proceso de oxidacién en una celda de combustible microbiana.

El proponer una celda de combustible microbiana como método de tratamiento para
los excipientes farmacéuticos, responde a la necesidad de implementar un método
de tratamiento que sea capaz de aprovechar los excipientes como forma
combustible y fuente de carbdn, sin tener que implementar multiples tratamientos o
procesos para el crecimiento bacterial. El uso de una celda de combustible permitiria
adicionalmente al degradar los sistemas excipiente-principio activo de

medicamentos.
HIPOTESIS

La aplicacion de un sistema de celdas de combustible microbianas (CCM) permite
oxidar mas del 90% de la concentracion inicial DQO de los excipientes de
medicamentos, mientras se usan estos como combustible para obtener una
ganancia energética en forma de electricidad, superando los 100 mWm2 de
potencia a una diferencia de potencial de 0.7V por celda.
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OBJETIVOS

Objetivo general

e Disefiary construir una celda de combustible microbiana capaz de oxidar los
excipientes presentes en diferentes formulaciones de medicamentos

haciendo uso de estos como combustible y unica fuente de carbon.
Objetivos especificos

e Determinar el potencial oxidativo de anodos modificados con biopeliculas
bacterianas en media celda para diversos medicamentos.

e Simular mediante COMSOL las condiciones ideales para la construccion de
las CCM.

e Disenar una CCM para el tratamiento de los excipientes de medicamentos.

e Disenar un sistema de adquisicion de datos y control automatico para las
CCM.

e Caracterizar electroquimicamente la CCM empleada para la degradacion de
los medicamentos.

e Caracterizar fisicoquimicamente la CCM empleada para la degradacion de
los medicamentos.

e Determinar el porcentaje de remocién de los principios activos ibuprofeno y

carbamazepina.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

A continuacion se describe la metodologia experimental llevada a cabo para la

fabricacion de las celdas y los experimentos realizados para su caracterizacion.

6.1. Formacién de biopeliculas y evaluacion electroquimica en media celda

para diversos medicamentos

6.1.1 Seleccion de medicamentos

Como estudio preliminar, se realizé una eleccidn de medicamentos a evaluar. Para
esto se identificaron medicamentos comunmente recetados para las 5 principales
enfermedades del pais, usando como base las Guias de Practicas Clinicas (GPC)
en su version de “Guia de referencia rapida” del sector salud para las enfermedades

mas comunes2:15.17,

Los medicamentos seleccionados se molieron y se diluyeron en una solucion buffer
de fosfatos ajustando a una concentracion de 1 gL' de medicamento. Esta solucion
se utilizé como electrolito soporte en las pruebas electroquimicas para la

determinacion del inoculo y medicamento que se describiran mas adelante.
6.1.2 Preparacion de los bioelectrodos.

Se empledé como electrodo de trabajo papel Toray (1cmx0.4cm, previamente
tratados con una flama de propano), sobre el cual se formé una biopelicula de los
inoculos. Los inéculos empleados fueron seleccionados en funcion de la mejor
actividad electroactiva, los in6culos que se emplearon para las pruebas de actividad

electroquimica fueron:

e Lodos anaerobios industriales, provenientes de la planta anaerobia de aguas
residuales de una planta industrial (Bio 1).

e Lodos aerobios domésticos, provenientes de la planta aerobia de
tratamiento de aguas residuales Osiris ubicada en Guadalupe Zacatecas,
(Bio D).
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e Suelo comun de los jardines de la Universidad Autonoma de Zacatecas,

Campus Universitario Siglo XXI. (Bio S).

Se realizaron cultivos de cada una de las fuentes (20 mL™" para indculos liquidos y
20 gL' para indculos solidos) en los cuales se sumergieron las tiras de papel Toray,
a un pH de 7 y agregando una solucién nutritiva de glucosa en buffer de fosfatos
(29 de glucosa, 8.6 g de KH2PO4, 1.2g NaOH, disueltos en un litro de agua
destilada)®*. Las biopeliculas fueron crecidas durante dos semanas en una
incubadora a 36°C. Dichos in6culos fueron evaluados por voltamperometria ciclica

en media celda para cada uno de los medicamentos mencionados

6.1.3 Evaluacion en media celda de los bioanodos formados usando como

sustrato los medicamentos.

El sistema usado const6 de un electrodo de trabajo (papel Toray, Bio |, Bio D y Bio
S), malla de platino como contraelectrodo y un electrodo de Calomel saturado
Hg/Hg2Cl2 (244 mV vs ENH) como electrodo de referencia. Como electrolito soporte
se empled la solucion buffer de fosfatos anteriormente descrita (Figura 11). Los
voltamperogramas fueron obtenidos en una ventana de potencial de -0.2 a 0.6 V
con una velocidad de barrido de 30mVs™', ajustando posteriormente la ventana de
medicion entre los picos de evolucion de hidrégeno y oxigeno. Primero se evaluaron
las VC de electrodos de papel Toray limpios como blancos, posteriormente se
evaluaron los bioanodos para conocer la ventana de potencial de cada uno,
identificando en cada uno los posibles picos de oxidacion y reduccion de los
medicamentos, adicionando 300 uL™" de sus diluciones.
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Referencia

1
Electrodo de trabajo ‘
. |~

E. Calomel

Contra ¢lectrodo

J
Solucion problema ‘)2

l Bioelectrodo

Figura 11. Conexiones en la celda para la realizacion de las VC.
6.1.4 Fotografias de la biopelicula

Una vez terminadas las evaluaciones de voltamperometria ciclica, se tomo6 una
muestra cada uno de los bioelectrodos y un blanco (Papel Toray solo), se colocaron
sobre un portaobjetos limpio, se fijo la muestra dejando secar los electrodos vy
flameandolos levemente, posteriormente se colocd un cubreobjetos y se selld

usando esmalte acrilico.

Las muestras se observaron en un microscopio optico Nikon Eclipse 80i para
posteriormente tomarles fotografias usando los aumentos de 10X, 20X, 40X y 60X
mediante el software de captura NIS-Elements F 3.2.

6.1.5 Acondicionamiento del in6culo

Una vez que se determino el cultivo que se uso en las celdas, fue necesario llevar
a cabo una etapa de adaptacion a la solucion problema y a las condiciones de
operacion de la CCM, con el propdsito de que los microrganismos se adaptasen
mejor adaptados a las condiciones de trabajo. El que procedimiento permitié reducir
los tiempos de tratamiento, aumentar la salida de potencia y aumentar la eficiencia
de degradacion de sustratos. El proceso de adaptacion también llamado

“afiejamiento” del inoculo se refiere a pre incubar el indculo inicial junto con
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concentraciones moderadas del sustrato a tratar®385. Se preincubé el inoculo inicial
junto con el medicamento y excipiente elegidos, de forma que los MOs tuvieran el
tiempo necesario para adaptarse a su nueva fuente de carbon, generando las
enzimas y mecanismos necesarios para poder oxidar el excipiente. Se preincubaron
200gr de suelo con 200 ml de una mezcla de solucion problema (1gr de
medicamento por litro de buffer de fosfatos), aun pH de 7 y una temperatura de 36°C
durante un mes, renovando la concentracion de farmaco cada dos semanas °36°,
Los sistemas obtenidos se denominaron In6culos de Suelo Acondicionados (ISA:
Loratadina ISAL; Naproxeno ISAN; Pantoprazol ISAP. Ver Figura 12)

4

Naproxeno »
1g/L

Indculo de suelo
acondicionado con loratadina
(ISAL)

Suelo

Lora;;?llna Indculo de suelo
acondicionado con Naproxeno
| (ISAN)

v

= 32°C, 4 Semanas

Suelo

Pantoprazol
1g/L Indculo de suelo
acondicionado con
Pantoprazol
pH 7, Buffer (1SAP)
de fosfato,

Suelo

Figura 12. Inéculos de Suelo Acondicionados.
6.2. Simulacién y construccién de prototipos de CCM

El disefio de los prototipos pasé por varias etapas, comenzando con un modelo
inicial y modificandose a medida que se daban los resultados de las simulaciones
y pruebas preliminares. El proceso completo de disefio y modificacion de los
prototipos se presentara en la seccion de resultados, a continuacion se describira
el proceso de construccion de las celdas usadas en las pruebas preliminares y las
celdas del prototipo final.
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6.2.1 Prototipo 1

La celda prototipo 1 fue usada para las pruebas preliminares, consta de una
estructura cubica de 5 cm de lado, contando con un volumen final de 75 cm?. Cuatro
de los paneles fueron de vidrio para darle rigidez estructural, mientras que los dos
paneles perforados y la tapa son de plexiglas. Todas las caras fueron unidas usando
resina epoxica y silicon. Los paneles, soporte y la tapa poseen 6 tornillos y tuercas
de Nylon M2 que permiten sellar la celda (Figura 13).

Figura 13. Prototipo 1, celda usada en pruebas preliminares

6.2.2 Prototipo 2

Para el prototipo final se us6 un tubo de acrilico de 2 in (5 cm) de diametro, con un
largo de 10cm con un volumen de 200 cm3, sellado en un extremo con una placa de
acrilico circular sobre la cual se fijé un termopar sumergible DS18B20, mientras que
por en el otro extremo se coloco otro un sello tipo brida perforado como soporte del
MEA, sellando herméticamente el sistema (Figura 14).
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Figura 14. Ensamble de prototipo 2

Se construyd un moédulo rectangular de calefacciéon de 28*10*9 cm de vidrio y
plexiglas, en el cual se montaron 3 celdas con una separacion de 5 cm entra cada
celda, se realizaron perforaciones en la parte posterior y frontal del médulo en donde
se montaron las celdas y se sellaron con silicon. Se realizaron dos perforaciones
mas en los paneles, arriba y debajo de cada celda, donde se colocaron tubos de
entrada y salida del agua de calefaccion, contando con 6 entrada y 6 salidas, dos
por cada celda, esto para garantizar el mismo contacto con el agua de calefaccién

y evitar variaciones de temperatura entre las celdas.
6.2.3 Construccion del MEA

El Ensamble Membrana electrodos (MEA por sus siglas en inglés) esta constituido
por un catodo de tela de carbdn con platino en una carga de 0.5 mgm, una
membrana de intercambio de protones de Nafion® y un anodo de fieltro de carbon.
La tela de carbdn fue cortada a medida de las tapas, posteriormente se colocaba la

membrana de Nafion® y finalmente un empaque de silicon.
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6.2.3.1 Activacion e hidratacién de la membrana de NAFION®

Como membrana de intercambio de protones se utilizé una membrana de Nafion
115, la cual se acondiciond por ebullicion durante 1 h en H202 al 3% en peso,
posteriormente se enjuago con agua desionizada, luego se enjuagé durante 1 h en
HNO3 al 50% en volumen, se enjuagd de nuevo con agua desionizada, se hirvid
durante 1 h en H2SO4 1 mol L™ y finalmente se enjuagd con agua desionizada. La
membrana se seco a 80°C durante 4 y se almacend en agua desionizada hasta su

utilizacion®®.,
6.2.3.2 Anodo

Con el fin de incrementar el area superficial del fieltro de carbon a usar en las CCM
se realizd un pretratamiento consistente en sumergir el fieltro de carb6on en una
mezcla 1:1 de HNO; 16 mol L' y H,0, 8.8 mol L, bajo sonicacién durante 0.5 h'y
posteriormente se secd en una mufla a 480°C. El fieltro una vez seco se lavd con
agua desionizada hasta el que el pH se neutralizd, finalmente las muestras se

secaron a 60°C durante una noche?’.

Ya tratado, el anodo se corté en circulos de 2 cm de diametro con una pequefia
pestafia de 3mm de lado, por la cual se hizo un corte al interior del fieltro y se rellen6
con pasta conductora y tela de acero inoxidable para facilitar el contacto eléctrico
entre el anodo y el colector de corriente. El contacto final empled un soporte usando
cables de acero inoxidable, el colector de corriente se saco de la CCM mediante un
orificio que funge como puerto de muestreo.

6.3 Simulacién en COMSOL Multiphysics®

El disefio original del sistema de celdas se sometid a un proceso de simulacion de
flujo y transporte de calor a través del sistema, empleando COMSOL Multiphysics®,
con el objeto de optimizar la conduccion de calor, teniendo como variables la

temperatura, velocidad y direccion del flujo de agua de calefaccion.
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Se inicié con una simulacion en 2D de un corte transversal del sistema a la mitad
de una de las celdas, para analizar la entrada y salida del agua de calentamiento,
asi como la transferencia de calor a través de la pared de la celda y su efecto en la
temperatura interna. La velocidad de entrada del agua se definié usando el flujo
nominal de dos bombas ( 120 y 90 ms™), a 25, 32 y 36°C, las condiciones iniciales
del sistema fueron 17°C (temperatura promedio del estado de Zacatecas®®). Se
simularon 2 escenarios: a) flujo paralelo, y b) flujo cruzado (Ver Figura 15) asi como
la implementacion de un sistema de division del flujo de 6, 12 y 18 entradas.

a} I b)
EEE——
D Aqua de calentamiento :] I: Pared de la celda :]
Interior de la celda Aaqua de calentamiento

Figura 15. Modelo 2D para la simulacion de transferencia de calor a) flujo paralelo, b) flujo

cruzado.

Las propiedades térmicas y cinéticas del agua fueron tomadas de la base de datos
de materiales del programa, mientras que las propiedades térmicas de las paredes
de acrilico se tomaron de fichas técnicas de tubos de acrilico comerciales (Cp=
1465.73 JKg'm3, p= 1200 Kgm, k= 0.18 Wm-'k ") 6°

6.4 Construccion del sistema control y adquisiciéon de datos.

Para el registro de temperaturas y voltajes del sistema se programo y construyo un
sistema de captura electronica, con la capacidad de almacenar los valores de forma

confiable el cual se describe a continuacion:
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6.4.1 Placa de control

La temperatura y voltaje de cada celda durante su funcionamiento, fueron
monitoreadas empleando un microcontrolador, mediante una placa de desarrollo
Arduino Mega, el cual permite procesar sefales eléctricas asociadas a los

parametros que se miden.

Con el fin de monitorear los dos parametros principales de control: la temperatura
de las celdas y el voltaje se una placa de desarrollo Arduino Mega. La placa de
desarrollo Arduino, es sistema basado en un microcontrolador que permite procesar
las sefiales eléctricas de elementos de control de acuerdo a las necesidades
especificas. El sistema Arduino fue seleccionado ya que incluye todo lo necesario
para el procesamiento de sefiales a través de un sistema de programacion
simplificado, de cddigo abierto y facil utilizacion (el codigo completo se presenta en
el ANEXO ).

6.4.2 Medicion de temperatura:

Para el control necesario de la temperatura en el sistema, que incluye el uso de
liquidos, se emplearon termopares sumergibles del tipo DS18B20, con un rango de
temperaturas de funcionamiento de -10°C a 85°C el cual se encuentra

perfectamente dentro de las temperaturas esperadas.
6.4.3 Medicion de voltajes de las celdas:

Para realizar la medicion de los voltajes en la celdas la placa Arduino requiere
conectarse directamente a las terminales positiva y negativa de la celda, sin
embargo, por el funcionamiento interno de la placa resulta necesario tener un
pequefio y constante consumo de corriente, para evitar afectar las celdas y asi
mismo reducir la interaccion eléctrica directa. En este caso se implementd de un
sistema seguidor de voltaje (buffer, Low Input Bias Currents: 100 nA Maximum,
LM324A)7° basado en un amplificador operacional como se muestra en la Figura
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16. El sistema presentd impedancias del orden de los GQ, minimizando asi el

impacto del sistema de monitoreo en el voltaje y corriente de las CCM.

Entrada [>—————+
———> salida

OPAMP

Figura 16. Buffer seguidor de voltaje.

Este sistema toma a su entrada el voltaje de la celda y lo copia directamente a la
salida, realizando unicamente una comparacion de sus valores y evitando el
consumo de corriente de la celda, evitando una interaccion de voltaje obteniendo
medidas mas confiables y precisas sin ser afectado por cada medicion. El uso de

este sistema se repitié para cada una de las celdas.
6.4.4 Almacenamiento de datos

Para almacenar los datos generados, se implementd de un medio de
almacenamiento robusto consistente en un modulo de memoria SD compatible con
Arduino. Este sistema permitié el almacenamiento en la memoria de la informacién
para su posterior extraccion procesamiento en una computadora para facilitar el
procesamiento y simplificar el guardado del archivo correspondiente, los datos se
almacenaron como valores separados por comas, (CSV por sus siglas en inglés)

como se puede observar en la siguiente imagen 17.

Registro iniciado en ©1-01-2020 16:59:05
Fecha,hora,T1,V1,T2,V2,T73,V3,T74,V4,T5,V5,T6,V6,7T7,V7,T8,V8,T9,V9
01-01-2020,17:00:00,15.50,273.44,0.00,830.08,0.00,1015.63,0.00,111¢

Figura 17. Fragmento de cédigo para el almacenamiento de datos

Los valores separados por comas pueden ser facilmente separados y procesados
por software de hojas de calculo, asi como leidos por algun otro programa de ser
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necesario. Adicionalmente al almacenamiento de los datos, fueron registradas la

hora y fecha de obtencion, a través de un méodulo de relo;.

6.5 Pruebas preliminares de los prototipos de las CCM.
6.5.1 Soporte del MEA

Se realizaron pruebas con el prototipo 1 para determinar el mejor soporte del MEA,
estos soportes fueron: Sin soporte, perforaciones pequenas, en X, perforaciones
grandes y pilares (Figura 18). Para su evaluacion se empled EIS obteniendo
espectros en el rango de frecuencias de 10 MHz a 0.1 Hz, con una amplitud de onda
sinusoidal de 10mV, a partir de los espectros obtenidos, se determino la resistencia
global del sistema.

Figura 18, Soportes para el prototipo 1. a) Sin soporte, b) Perforaciones pequeiias, c) tipo X,

d) perforaciones grandes, e) pilares.
6.5.2 Determinacion del ciclo de degradaciéon

Con un soporte determinado se realizaron pruebas preliminares de degradabilidad
de medicamentos en el primer prototipo de celda, para determinar los tiempos

degradacion, voltajes y corrientes esperados. Para lo anterior, se montaron tres
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sistemas, para degradar cada uno de los medicamentos a tratar. Las condiciones
empleadas fueron, pH 7, concentracion de medicamento = 1 g L', concentracion de
inoculo = 10 g L' y temperatura ambiente.

6.6 Condiciones de operacion de las CCM

El sistema opero en ciclos batch, con un tiempo operacién por ciclo de 3 semanas
de duracion cada uno. Dado que cada contenedor trabajé con 3 celdas al mismo
tiempo, se evaluaron tres medicamentos diferentes simultaneamente, de forma tal

que cada una de las celdas en ese contenedor se operoé en igualdad de condiciones.

Para operar las CCM se utilizé una solucién buffer similar a la usada en etapas
anteriores. La concentracion del inoculo se establecié en 10 g L' de suelo en
solucion buffer, la concentracion del medicamento cambié segun el ciclo
experimental. Con el fin de acondicionar la sefal obtenida, se incorporé una
resistencia de 100 Q entre el catodo y el sistema de adquisicion de datos. La
incorporacion de esta resistencia favorece el crecimiento y la actividad de los
microorganismos exoelectrégenicos, reduciendo las vias fermentativas y evitando
los excesos de energia "'74. En la Tabla 9 se muestran las condiciones

experimentales que se emplearon en cada etapa.

Con fines comparativos, se agregaron Ibuprofeno y Carbamazepina en forma pura
a la lista de medicamentos a evaluar. En este caso se emplearon a un maximo de
concentracion de 50 ppm, para lo cual se prepard una solucion madre de 1000 ppm,
de la cuales se tomaron alicuotas (11.5 ml) para ajustar a una concentracién

requerida en el volumen de las celdas construidas.
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Tabla 9. Condiciones experimentales empleadas en las CCM.

Etapa | Celda| Medicamento | Concentracién | Temperatura | Inéculo
A Naproxeno 1gL" ISAN
B Pantoprazol 1gL" 25°C ISAP
1 C Loratadina 1gL’ ISAL
D Ibuprofeno 50 ppm 25°C Suelo
E Carbamazepina 50 ppm Suelo
A Naproxeno 0.5gL" ISAN
2 B Pantoprazol 0.5gL" 25°C ISAP
C Loratadina 0.5gL" ISAL
A Naproxeno 1gL" ISAN
3 B Pantoprazol 1gL” 32°C ISAP
C Loratadina 1gL’ ISAL

Todos los experimentos se realizaron con un pH de 7

6.7 Caracterizacion electroquimica del prototipo de CCM.

6.7.1 Determinacion del ciclo de degradacion y registro del VCA

Para poder realizar la mayoria de los experimentos fue necesario saber en qué
momento las CCM entraban en estado estacionario, para ello se conectaron tanto
anodo como catodo al sistema de adquisicion de datos, colocando una resistencia
de 100Q entre el catodo y el sistema de adquisicion de datos, el sistema registro
cada hora el voltaje a circuito abierto del sistema, si bien esto permite un muestreo
continuo y confiable de la evolucidn del VCA de las CCM, los datos no pueden ser
extraidos hasta que se concluye el experimento, por ello, de manera simultanea se
midioé el voltaje de forma manual con un multimetro, de forma que se pudiera
observar la evolucion de los voltajes y asi determinar en qué momento las CCM

entraban en estado estacionario.
6.7.2 Voltamperometria de barrido lineal

Para la elaboracion de las curvas de polarizacion de las CCM se realizaron VL en
celda completa una vez que el registro de VCA mostré que las CCM habian
alcanzado el estado estacionario, usando como electrodo de referencia un electrodo
de Calomel saturado Hg/Hg2Clo/KCl sat (244 mV vs ENH), mientras que el anodo
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se conectd como contra electrodo y finalmente el catodo se conecté como electrodo
de trabajo (Figura 19). Las VL se iniciaron en el potencial a circuito abierto y
terminaron en 50mV, esté limite se emple6 como un factor de seguridad para las
bacterias de la biopelicula, a una velocidad de barrido de 0.1 mVs™'.3” y un tiempo
de acondicionamiento de 30s. Estos datos permitieron crear las curvas de corriente

/ potencial y de potencia.
6.7.3 Espectroscopia de impedancia electroquimica

Las CCM se analizaron mediante espectroscopia de impedancia electroquimica
para profundizar en el comportamiento de cada uno de sus componentes. Se
obtuvieron espectros de impedancia de la celda completa en estado estacionario,
después de obtener las curvas de polarizacion. Un esquema del sistema
experimental ilustra en la Figura 19. Se realizaron barridos de frecuencias de 10° a
10" Hz, con una sefial de voltaje sinusoidal de amplitud de 10mV superpuesta a un

potencial a un potencial de CD correspondiente al circuito abierto

—

Contra electrodo

| —>

Referencia
J
&

S

Anodo
Nafion
Citodo

Solucién problema

Electrodo de trabajo

Figura 19. Conexiones en la celda para la realizacion de las VBL y EIE.
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6.7.4 Cronoamperometria

Para analizar la estabilidad del sistema se realizé una cronoamperometria en celda
completa usando como electrodo de referencia y contraelectrodo el catodo de la
celda, y como electrodo de trabajo el anodo de la celda (Figura 20), fijando un tiempo
de acondicionamiento de 60s a VCA, posteriormente se fijo el potencial al potencial

de la pmax por un tiempo de 1800s.

]

Contra electrodo ‘ : ;
| \/

Referencia
J
<

I Electrodo de trabajo

Anodo
Nafion
Catodo

Solucién problema

Figura 20. Conexiones en la celda para la realizacion de cronoamperometrias,
6.7.5 Calculo de la eficiencia coulombimetrica (EC)

Para el calculo de la EC se siguido la metodologia propuesta por Logan

colaboradores®?;

_ Coulombs recuperado g
" Total de coulombs en el sustrato ®)

EC

Donde:
Coulombs recuperados= fotl dt  (9)

Total de coulombs en el sustrato =F * Wr\;ﬂ (10)

N

y
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Para sustratos complejos, desconocidos o aguas residuales, es conveniente usar la
DQO como medida de la concentracion del sustrato. Para un ciclo Batch, se tiene

la ecuacion 11.

Donde:

- EC=Eficiencia Coulombimetrica de la CCM

- & Es una constante utilizada para la DQO. Basada en MO2/bcs, donde
- MOzPeso molecular del oxigeno molecular, 32 g mol!

- bes~Numero de electrones intercambiados por mol de oxigeno, 4 e

- t=tiempo de operacion s

- F= Constante de Faraday, 96485.34 C mol'e!

- Var= Volumen de la cdmara anddica

ADQO= Cambio en la concentracion de DQO del sustrato
6.8 Caracterizacion fisicoquimica

La eficiencia del sistema de tratamiento esta determinada por el porcentaje de
remocion materia organica en el agua. Para ello se plantean una serie de analisis
estandar en el analisis de aguas, la mayoria de ellos descritos y validados por la

normatividad mexicana aplicable y a continuacion se describen brevemente.
6.8.1 Determinacién de DQO

La determinacion de DQO se lleva acabo siguiendo la metodologia planteada en la
NMX-AA-030-SCFI-200175 (DETERMINACION DE LA DEMANDA QUIMICA DE
OXIGENO EN AGUAS NATURALES, RESIDUALES Y RESIDUALES TRATADAS
- METODO DE PRUEBA), donde se coloca 1.5 mL e solucién catalizadora (15g de
Sulfato de Plata en 1L de acido sulfurico concentrado), 2.5 mL de las muestras en
tubos de ensayo con 3.5 mL de solucion digestora A (10.216 g de dicromato de
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potasio, 167 mL de acido sulfurico concentrado, 33.3 g de sulfato mercurico y se
aforar a 1 L con agua), para las determinaciones iniciales y finales se usa la solucién
digestora A, usando como blanco agua destilada, las mezclas se dejan en digestion
durante dos horas dentro de un horno a 150 °C, posteriormente se dejan enfriar los
tubos a temperatura ambiente, y finalmente se mide la absorbancia en un
espectrofotometro GENESYS 10S UV-Vis, en una longitud de onda de 600 nm en
luz visible 7° (La curva de calibracion se presenta en el ANEXO II).

6.8.2 Determinacion del porcentaje de degradacion de medicamentos.

La degradacion de medicamentos fue evaluada empleando HPLC. Para la curva de
calibracion correspondiente a la degradacién de ibuprofeno, se prepararon
soluciones con 5, 10, 20, 30, 40 y 50 ppm de ibuprofeno en agua desionizada,
usando una columna Symmetry C18 (5 um, 150 x 4,6 mm), con una fase movil de
acetonitrilo y acido acético (1% peso) con un flujo de 0.5 mLmin" (30% acetonitrilo
y 70% acido acetico), empleando un cromatografo y un detector 2998 PDA,
ajustando a 265 nm (la curva de calibracién se presenta en el ANEXO llI).

Para la determinacion de la degradacion de ibuprofeno mediante HPLC se tomaron
muestras al principio y final del ciclo de tratamiento, de las cuales se tomaron
alicuotas de 200puL aforando 1mL las cuales se refrigeraron hasta el momento de
su utilizacion. Las alicuotas se filtraron con una membrana de MF-Millipore,
TypeHawp de 45um, posteriormente se vertieron en viales ambar de 1.5ml para

HPLC, los cuales se colocaron en el analizador automatico,

Las muestras se leyeron usando la misma columna y condiciones de la curva de
calibracion, y se leyeron a la misma longitud de onda, posteriormente se realiz6 una
interpolacién con la curva de calibracion para determinar la concentracion de
ibuprofeno restante y usando la Ecuacion 11 se determind el porcentaje de remocion

del medicamento.

_(Ci—Cf)>|<

%R i

100 (12)
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Donde:

- 9%R= Porcentaje de remocion

- CFE concentracion inicial

- CFE Concentracion final.

ANALISIS Y RESULTADOS

En la Tabla 10 se muestran el peso y proporciones de los medicamentos

seleccionados como viables de la tabla 4, al pesar los diferentes comprimidos de

los medicamentos previamente mencionados se observo que el porcentaje en peso

de excipiente en paracetamol y naproxeno era menor al esperado para esta

investigacion, motivo por el cual se decidié ampliar el numero de medicamentos a

evaluar a otros medicamentos disponibles no antibiéticos destinados a tratar otras

afecciones comunes. Agregando asi a la lista de medicamentos a evaluar

Loratadina (alergias varias) Celecoxib (artritis y problemas de articulaciones)

Hidroclorantiazida y Metroprolol (hipertension) Benzonatato (enfermedades de vias

respiratorias) y Pantoprazol (gastritis). Destacando Loratadina, Pantoprazol e

Hidroclorantiazida por su contenido en excipientes superior al 75%

Tabla 10. Peso y proporcién de excipientes en los medicamentos a evaluar

Medicamento Presentacion | Peso del | Peso del | % en peso
(mg) comprimido (mg) | excipiente (mg) | del excipiente
Benzonatato 100 220 120 54.55
Celecoxib 100 330 230 69.70
Hidroclorantiazida | 25 100 75 75
Loratadina 10 135 125 92.59
Metroprolol 100 322 222 68.94
Naproxeno 250 350 100 28.57
Paracetamol 500 556 56 10.07
Pantoprazol 40 170 130 76.47
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7.2 Eleccion del inéculo y medicamentos.

La evaluacion de los in6culos (Bio S, Bio D y Bio I) se muestra en la Figura 21,
donde se puede observar que cada bioelectrodo se comporta de forma diferente,
Bio S y Bio D se muestran menos resistivos que Bio |, presentando ambos una
disminucién de 3pA en la corriente correspondiente a la pseudocapacitancia
evidenciando una reduccidon considerable en el area electroactiva, probablemente
por la obstruccion de poros ocasionada por bacterias y sustancias
extramembranales que conforman la biopelicula (en la seccion de micrografias se
profundiza al respecto) sin embargo Bio D muestra un incremento considerable en
la corriente de reduccion a partir de -150mV, mientras que Bio S muestra actividad
de reduccion cerca de -350mV, Bio | es el que muestra una ventana de potencial
mas amplia, es el mas resistivo de los tres bioelectrodos dada la inclinacion de su
curva en comparacion con las demas, también es la que presenta mayores

corrientes de reduccion a potenciales negativos entre los -200mV y los -800mV78,

60

40 A

I/ A

-20 A

-40 4

'60 T T T T T
-1300 -800 -300 200 700 1200

E/mVv

Figura 21. Voltamperometrias ciclicas de los bioelectrodos comparados con papel Toray.
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En la Figura 22 se muestra el comportamiento de los distintos bioelectrodos en
presencia de Pantoprazol (las VC con todos los medicamentos a evaluar se
presentan en el ANEXO IV). Donde se observa que en se percibe actividad en los
tres electrodos, siendo BIO S el que presento la mayor actividad de los tres
bioelectrodos evaluados, también se puede destacar la presencia de picos de
oxidacion en medicamentos como Hidroclorantiazida y Pantoprazol en todos los
electrodos.

El bioelectrodo Bio | presenta la menor cantidad de picos mostrando ser el electrodo
menos activo, en las curvas no se visualiza un incremento en su respuesta en
corriente, asi como la ausencia de los incrementos de corriente cerca de los 700
mV 'y 1000 mV, incrementos que si presentan en los otros dos electrodos (picos muy
probablemente relacionados a la oxidacion de los excipientes), esto podria ser un
indicador de que la presencia de medicamentos en este inoculo propicia solo un
incremento en la resistividad del mismo electrodo como parte de un mecanismo de

proteccion del propio inoculo ante la presencia de los medicamentos.

Bio D incrementa su actividad en presencia de medicamentos, se observa en el
incremento de corriente a partir de los 500 mV, este comportamiento solo no es
observado cuando se adiciona Benzonatato, teniendo los mayores incrementos
cerca de los 700 y 1000 mV. En Bio S, presenta un comportamiento similar al
observado en Bio D, con un incremento en la corriente a partir de los 500mV, sin
embargo, el incremento es mas marcado, llegando a superar las corrientes
alcanzadas por el blanco de papel Toray, mostrando asi que este bioelectrodo es
mas activo que el resto de los bioelectrodos.
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Figura 22. Comparacion de las VC realizadas a los bioelectrodos en presencia de
Pantoprazol. a) Bio I. b) Bio D, c) Bio S

En la Tabla 11, se comparan los incrementos porcentuales en las corrientes
obtenidas por los diferentes electrodos a 700 mV y 1000 mV con respecto a la curva
blanco de cada electrodo (voltajes donde la mayoria de los bioelectrodos muestran
mayor actividad segun la ANEXO 1V), de forma que se pueda determinar cual es la
combinacion electrodo-medicamento que ofrece la mayor ganancia porcentual de
corriente. El incremento porcentual fue calculado dividiendo el Ai en el voltaje
seleccionado y dividiéndolo entre la corriente en el punto de la curva blanco. En
dicha tabla se puede observar como en cada caso, Bio S es el que presenta los
incrementos porcentuales de corriente mas altos en comparacion con los otros dos
electrodos (Superiores al 500% en Bio S, mientras que Bio | y Bio D no llegan al
500%), por lo que se determind seguir trabajando con este inoculo para la formacién

de las biopeliculas en las celdas de combustible microbianas.
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Tabla 11. Incremento porcentual de corriente por electrodo

E de evaluacion

Medicamento Bio S Bio | BioD
(mV)

700 733.33 206.82 105.88

Benzonatato
1000 545.45 108.24 91.30
700 691.67 136.36 170.59

Celebrex
1000 502.27 57.14 208.70
. L 700 683.33 69.32 88.24
Hidroclorantiazida

1000 527.27 32.42 256.52
. 700 725.00 100.00 58.82

Loratadina
1000 645.45 37.36 132.61
700 691.67 106.82 100.00

Metroprolol
1000 515.91 41.76 243.48
700 775.00 188.64 147.06

Naproxeno
1000 565.91 87.91 243.48
700 608.33 48.86 105.88

Paracetamol
1000 495.45 -42.86 260.87
700 783.33 88.64 317.65

Pantoprazol
1000 450.00 15.93 256.52

Al centrarse en los resultados obtenidos por Bio S, puede observarse que a un

potencial de 700 mV los medicamentos en los que se obtuvieron mayores

incrementos de corriente fueron Pantoprazol, Naproxeno y Benzonatato con 783.33,

775, y 733% de incremento respectivamente, mientras que a un potencial de

1000mV los medicamentos que presentaron el mayor porcentaje de incremento de

corriente fueron Loratadina, Naproxeno, e Hidroclorantiazida con 645.45, 564.91 y

527.27% de incremento respectivamente, como se observa en la Figura 23.
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Figura 23. Representacion grafica del incremento porcentual de corriente en Bio S

Segun la Tabla 10 Los porcentajes en peso de excipiente en Benzonatato,
Hidroclorantiazida, Loratadina, Naproxeno y Pantoprazol son, 54.55, 75, 92.59,
28.57 y 76.47% respectivamente, siendo la Loratadina Pantoprazol y Naproxeno
los medicamentos que presentan los mayores incrementos de corriente los que
presentan el mayor porcentaje en peso de excipiente, lo que posiblemente sea este
alto porcentaje en peso de excipiente lo que haga que presente dicha condicion,

siendo los medicamentos seleccionado para su evaluacion en el proyecto.

7.2.3 Comparaciéon de comportamiento electroquimico del bioelectrodo con
los medicamentos elegido

7.2.3.1 Benzonatato:

Al revisar el estado del arte referente a la eletroxidacion de este medicamento, no
se encontro ningun reporte que indique su previa evaluacion mediante este tipo de
técnicas, por lo que los picos mostrados en los voltamperogramas en los que este

se ve involucrado no se tiene certeza si estos se tratan de picos referentes a su
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oxidacion o a la oxidacion de alguno de sus excipientes, algo que sustenta eso
ultimo es el hecho de que los picos que en este Voltamperograma se presentan
(700 y 1000 mV) también son visibles en la gran mayoria de las evaluaciones (Figura
24).

Toray
Bio D

100 4

80 Bio S-Benzonatato

Blanco Benzonatato

60 -

40 -

20 1

= o
_20 4
_40 -
.m 4
-80 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
-1300 -800 -300 200 700 1200
E/mV

Figura 24. Voltamperograma ciclico de Bio S en presencia de Benzonatato.
7.2.3.2 Celecoxib (Celebrex):

Los picos de corriente relacionados a la degradacion del Celebrex corresponden a
picos catodicos a los -1100 mV (Figura 25 a)), esto lo demuestra Rkan’’, en un
articulo enfocado a la determinacion de Celebrex sobre electrodos modificados con
nanoparticulas de oro. Contrario a lo observado en los voltamperogramas Bio | y Bio
S mas Celebrex, los picos observados son picos anddicos, a los 700 y 1000 mV
(Figura 25 b)), mientras que a el voltaje reportado por Rkan no se logra observar
algun pico que indique la reduccion del medicamento, esto refuerza la idea de que
estos picos observados estén relacionados con la oxidacion de alguno de los

excipientes que acompanan al farmaco.
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Figura 25. Voltamperogramas en presencia de Celecoxib a) Nanoparticulas de oro’’, b) Bio S
7.2.3.3 Hidroclorantiazida:

Los trabajos realizados por Yue Zhang’® y Carlos Rossi’®, muestran que la
Hidroclorantiazida presenta un pico de oxidacion cerca de los 1110 mV y 1280 mV
(Figura 26 a) y b)), en la Figura 26 ¢ se muestra un pico a este voltaje, sin embargo
es el mismo pico que se presenta junto con el otro pico a los 700 mV y es atribuible
a la oxidacion de excipientes, sin embargo se presenta un tercer pico a los 980mV,
este pico se podria atribuir a la oxidacion de la Hidroclorantiazida, a pesar de verse
desplazado de 130 a 200 mV con respecto a los valores reportados por la

bibliografia.

Alguna de las razones de que el pico se moviera de potencial podria obedecer a la
diferencia de pH entre ambas evaluaciones, mientras que en el trabajo de Yue
Zhang los experimentos se llevaron a cabo a un pH de 3.4, y los de Carlos Rossi a
un pH de 4 en un buffer de lactato, los experimentos realizados para esta evaluacion
se llevaron a cabo a un pH de 7, esto aunado a el cambio de electrodo de trabajo,
de un electrodo de carbon a un bioelectrodo pudieron ser las razones de este
desplazamiento en el potencial de oxidacion.
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Figura 26. Picos de oxidacion de la Hidroclorantiazida y metroprolol a) carb6n a pH 3.4 8

b) Carlos Rossi’®, c) Bio S
7.2.3.4 Metroprolol:

Siendo el metroprolol y la Hidroclorantiazida, medicamentos recetados
principalmente para el control de la presion arterial Carlos Rossi’® (Figuras 26 b) y
Duan Hong?® (Figura 27 a)), como en el caso anterior también se presenta una
discrepancia entre los valores a los cuales se presentan los picos de oxidacion
siendo de 1420 mV y 1100mV respectivamente. En la Figura 27 b se muestran los
voltamperogramas obtenidos con el bioelectrodo Bio S, donde se aprecian ademas
de los picos de 700 y 1000 mV un tercer pico, cerca del pico de evolucion de oxigeno

a 1320 mV, siendo un valor cercano al reportado por Carlos Rossi, este
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desplazamiento en el potencial al igual que con la Hidroclorantiazida puede deberse
a variaciones en las condiciones experimentales, como pH y el electrodo de trabajo
que se implemento, por lo que es muy factible que este pico se deba a la oxidacion
del metroprolol, esto refuerza la idea de que los picos de 700 y 1000 mV se tratan
de los picos de oxidacion de los excipientes.
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Figura 27. Picos de oxidacion de metroprolol a) Duan Hong®, b) Bio S

7.2.3.5 Loratadina:

Eiselea Pires®' determino Loratadina usando voltamperometria de onda cuadrada,
en donde inicialmente al usar un electrodo de carbdn vitreo no se encontr6 algun
pico que mostrara la oxidacion del medicamento, posteriormente usé un electrodo
de diamante doptado con Boro donde logré observar un pico de oxidacion a 1670
mV, sin embargo en los voltamperogramas de la Figura 28 solo se puede apreciar
los picos de 700 y 1000mV que se atribuyen a la oxidacion de excipientes, asi como
incremento considerable en la corriente a los 1300mV, este incremento podria ser

atribuido a la oxidacion de la Loratadina.

Esta discrepancia en los picos de oxidacion mostrados por Pires y observado en
este proyecto puede obseder a diferentes razones, la principal es el cambio de
electrodos, ya que la Loratadina se muestra inerte ante el carbon es necesario
implementar otro tipo de electrodo para obtener una respuesta, o en este caso
modificar el electrodo con una biopelicula, la cual podra oxidar la Loratadina y
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obtener una corriente como resultado de ello, sin embargo en este caso particular,
los comprimidos muestran tener un porcentaje en peso de excipientes ( 90 %) lo
que sugiere que el pico no sea directamente resultado de la degradacion del
medicamento, sino una combinacién de la corriente de oxidacion del excipiente y

medicamento.
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Figura 28. Voltamperograma ciclico de Bio S en presencia de Loratadina.
7.2.3.6 Naproxeno:

Soltani®? reporta un pico de oxidacion de 932 mV para le naproxeno a un pH de 6
(Figura 29 a)), sin embargo en los voltamperogramas de la Figura 29 b) se observan
los picos de 700 y 1000 mV, con un incremento considerable de 1000 mV, por otro
lado este medicamento presenta porcentaje en peso de excipiente con menos de
un 30%, por lo que este considerado incremento en las corrientes del pico a 1000mV
se trate al igual que en el caso anterior una combinacion de las corrientes

resultantes de la oxidacion del medicamento como de los excipientes.
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Figura 29. Voltamperometria ciclica en presencia de Naproxeno a) Soltani®?, b) Bio S
7.2.3.8 Paracetamol:

Khoshhesab?®, reporta un potencial de oxidaciéon para el paracetamol que fluctia
entre los 1060 y 1440 mV dependiendo del pH, En la Figura 30 y al igual que en los
otros casos se tiene la presencia de los picos a 700 y 1000 mV, con un incremento
marcado en el pico de los 1000 mV cercano a uno de los valores reportados, sin
embargo, el paracetamol es la formulacién que presenta el menor porcentaje en

peso de excipientes (solo un 10%),.
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Figura 30. Voltamperometria ciclica en presencia de Paracetamol
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7.2.3.8 Pantoprazol:

En la Figura 31 a, se muestran los voltamperogramas obtenidos del Pantoprazol a
diferentes concentraciones, observando picos a 700 y 1000 mV que se atribuyen a
los excipientes, también presenta un par redox entre los 300 y 380 mV, el mismo
comportamiento fue reportado por Hadi® (Figura 31 b), donde el par redox es
atribuido a la oxidacion y reduccion del Pantoprazol, en dicho trabajo también se
demuestra que el Pantoprazol tiene un pico de oxidacion cerca de los 1200 mV, el
tercer pico de oxidacién mostrado a 1200 podria asociarse a contribuciones de la
oxidacion tanto del medicamento como de los excipientes, siendo dificil definir cual
de los dos tiene una mayor contribucion ya que el Pantoprazol tiene un porcentaje

en peso de excipiente superior al 70%.
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Figura 31. Voltamperometria ciclica donde se muestran los picos de oxidacion y reduccion

del Pantoprazol a ) Bio S, b) Hadi 8.

Adicionalmente fue posible visualizar que Bio S presentd sensibilidad al cambio en
la concentraciéon de dicho medicamento, lo que permitid graficar las corrientes
observando una relacion lineal entre la concentracion y la corriente (Figura 32),
donde se puede observar la presencia de dos zonas lineares, una para bajas
concentraciones y una segunda para concentraciones altas, o que abre la

posibilidad de crear un biosensor para la deteccion de este medicamento en aguas
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superficiales o tratadas, o bien implementar el par redox y el electrodo Bio S como
una de las mitades de una celda de flujo redox bioldgica, ya que la distancia entre

picos es de aproximadamente 80mV indicando un reaccidn parcialmente reversible.
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Figura 32. Relacion corriente concentracion de Pantoprazol
7.2.3.9 Determinacion de la composicion de los excipientes

Segun las fichas técnicas de los diferentes medicamentos analizados en esta
seccidn: Benzonatato®, Celecoxib®®, Hidroclorantiazida®’, Loratadina®, Metroprolol®®,
Naproxeno®, Paracetamol®', Pantoprazol®’, los excipientes mas comunmente
implementados en sus formulaciones son Lactosa, Celulosa microcristalina y

Almidon.

La literatura muestra que los picos de oxidacion del almidén pueden variar
dependiendo del origen del almidén (Maiz papa, Tapioca, trigo o platano)®® siendo
un par redox situado entre -0.18V y -0.52%, uno de sus picos caracteristicos, sin
embargo, los almidones de maiz y tapioca también presentan picos de oxidacion
cerca de los 700 mv®3 como los observados en las voltamperometrias mostrados en
la Figura 22, existiendo la posibilidad de que alguno de estos excipientes sean los

implementados en las formulaciones de los medicamentos.
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La eletroxidacion de celulosa (sobre electrodos de oro) empieza a los 0.1V%, sin
embargo también se muestra que se trata de un proceso lento por lo que al
implementar bacterias como biocatalizador el proceso se vuelva aun mas lento por
lo que es posible que los voltamperogramas no aparezcan los picos ya que solo en
los voltamperogramas de Loratadina se muestran picos de oxidacién en voltajes
cercanos a los 0.2mV pudiéndose tratar del pico de oxidacion de la celulosa

desplazado por las diferencias entre condiciones experimentales.

Los picos de oxidacion lactosa sobre electrodos de platino se observan cerca de
los 750 mV y 1100 mV*, los cuales concuerdan con uno de los picos observados
en la mayoria de los voltamperogramas, por lo que existe una alta probabilidad de
que el excipiente principal se trata de lactosa, en combinacion de pequefias
cantidades de los otros almidén y/o celulosa en diferentes concentraciones.

La ecuacion 13 podria representar la media reaccidén resultante de la oxidacion de
la lactosa.

C3HgO3 + 3H,0 — 3C0, + 12H* + 12e™ (13)

En la ecuacion 14 se muestra la media reaccion y el numero de electrones
resultantes de la oxidacién de glucosa y celulosa (tomando a la celulosa como un

polimero cuyo mondémero principal es la celulosa®’)
CsHgOg + 6H,0 — 6C0, + 24H* + 24~ (14)
7.3 Andlisis de formacion de biopeliculas por micrografias.

La formacion de la biopelicula fue analizada para cada una de los electrodos
utilizados, que permitiera observar los cambios ocurridos sobre la superficie de
éstos después de un periodo de incubacién y formacion de la biopelicula.

En la Figura 33 se muestran las Micrografias realizadas al papel Toray (blanco), en
donde se pueden observar a las fibras de carbon, sin nada sobre su superficie, salvo

en algunas partes en donde se puede distinguir una pequefia membrana, muy
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probablemente residuos de la capa hidrofébica de teflon que el papel Toray suele
tener en su superficie (En Anexo V se puede observar la serie de micrografias

completa).

Figura 33. Micrografias del electrodo de papel Toray 20X.

En la Figura 34, se muestran las micrografias realizadas al electrodo Bio D, donde
se puede observar algunas estructuras filamentosas, asi como conglomerados de
estructuras esféricas, sin embargo estas no se observan sobre la superficie de las
fibras de carbdn, si no entre las fibras, donde se distinguen algunas estructuras
sobre lo que parece ser residuos de la capa de teflon del papel Toray, también se
puede apreciar con mas detalle las fibras de carbon, sobre las cuales no se
distinguen alguna adicidon o depdsito de algun tipo, esto debido a que las
membranas no se observan en la totalidad del electrodo, solo en zonas puntuales,
por lo que la biopelicula no se formé uniformemente en la superficie del electrodo,
finalmente en la Figura 34 b), es posible observar con mas detalle una de las
estructuras presentes entre las fibras, compuesta principalmente de una pequena
membrana que se extiende entre algunas de las fibras sobre la cual se puede
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apreciar algunas estructuras redondas las cuales probablemente sean los
microorganismos (La micrografias completas se observan en el ANEXO VI)..

Figura 34. Micrografias al bioelectrodo Bio D, a) aumento 20X, B) Aumento 40X.

La Figura 35 muestra las micrografias realizadas al bioelectrodo Bio |, donde no se
aprecia alguna adhesion a las fibras de carbon, sin embargo si es posible distinguir
membranas interfibras, se observan zonas mas oscuras posiblemente asociadas a
la presencia de microorganismos sobre estas, e incluso se presentan circulos rojos

entre las membranas y las fibras del papel Toray.

También se puede observar algunas de las estructuras formadas por los
microrganismos, tendiendo forma y tamafios (probablemente cada una
perteneciente a un diferente tipo de microorganismo) siendo las estructuras de color
rojo las que crecen entre las fibras y las estructuras negras y pequefias las que
crecen sobre las fibras de carbén (La micrografias completas se observan en el
ANEXO VII).
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El bioelectrodo muestra el desarrollo de una biopelicula grande, lo que sugiere sea
la razon de la alta resistencia en comparaciéon con el resto de los bioelectrodo
evaluados, ya que todas estas sustancias extramembranales segregadas para
formar esta biopelicula pueden no ser conductoras, aumentando asi la resistencia
del electrodo. Lo que demuestra que si bien este indculo presenta una gran actividad
microbiana, la naturaleza de su biopelicula incrementa considerablemente la

resistencia del electrodo, dejando de ser factible su implementacion en celdas de

combustible ya que esta resistencia aumentaria las perdidas 6hmicas del sistema.

Figura 35. Micrografias del bioelectrodo Bio | a) aumento 40X, b) aumento 40X

La Figura 36 muestra las Micrografias realizadas Bio S, donde se pude observar
una capa transparente que se forma alrededor de las fibras de carbén y en menor
medida la formacion de una membrana entre fibras en zonas localizadas, también
pueden observarse algunas estructuras esféricas grumosas, las cuales podrian
tratarse de conglomerados bacterianos. Se puede observar como la capa
transparente sobre las fibras posee un grosor uniforme a lo largo de las fibras,
dentro de las cual pueden observarse pequefio puntos negros alargados, a su vez
en las burbujas puede observarse sobre las cuales se tiene crecimiento bacteriano

(Las micrografias completas se observan en el ANEXO VIII).
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Figura 36. Micrografias de Bio S. a) 60X, b) 60X,

La presencia de una membrana intrafibral como en Bio | e Bio D, asi como presentar
un crecimiento sobre las fibras podrian ser uno de los motivos por los cuales Bio S
presenta un mejor desempefio en la obtencion de corriente, ya que como explica
Logan3?, existen tres principales mecanismos de transporte de electrones en
bacterias exoelectrogenicas, nanocables, superficies conductivas y mediadores de
electrones, para los primeros dos casos es necesario que las bacterias se presenten
sobre la superficie del electrodo para poder transferir la carga, mientras que con el
uso de mediadores no es necesario que las bacterias se encuentren sobre la
superficie del electrodo, es por ello que al presentar un crecimiento sobre la
superficie de las fibras de carbdn se propicia el intercambio de electrones por
nanocables o superficies conductivas, un mecanismo mas directo y con menos

interferencias, esto pone a Bio S como el mejor inoculo para el proyecto.
7.4 Diseio de celdas

El primer disefio presentado se baso en el uso de un tubo de acrilico de 2 in (5 cm)
de diametro, como base de la CCM, sellando un extremo con un sello tipo brida y
un empaque, mientras que por el otro extremo se coloco otro sello tipo brida con el
centro vacio de forma que hay se pueda colocar el sistema MEA, sellando
herméticamente el sistema. Por la parte superior se coloca un pequeno tubo que

sirve como puerto de muestreo o abastecimiento, asi como puerto auxiliar para la
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colocacion de un electrodo de referencia, y en el fondo se coloca otro tubo que sirve
como desague del sistema. Los cables colectores de corriente salen de las dos

partes de los sellos tipo brida. La Figura 37 muestra el prototipo 1.
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Figura 37. Prototipo 2, a) Vista frontal de la CCM b) Vista posterior de la CCM c) Modelo 3D
de la CCM d) Ensamble del tapon brida con el sistema MEA.

Este disefio sirvié de base para la siguiente iteracion del disefio, ya que se deseaba
controlar la temperatura del sistema, se agregé una chaqueta de calefaccion por la
cual circulara agua caliente, para ello se realizaron modificaciones para poder
reubicar el termopar en la celda, asi como poder integrar la celda en el sistema de
calefaccion, moviendo las entradas y salidas del sistema asi como el termopar a la
parte trasera de la celda, eliminando asi el sello brida trasero y sellando esta parte

con una tapa de acrilico y resina epoxica (Figura 38).
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Figura 38. Modificacion del prototipo de celda agregando una chaqueta de calentamiento.

La chaqueta de calentamiento por fines practicos se cambié por un moddulo
rectangular de 28X10X9 cm, que soportaria 3 celdas al mismo tiempo, lo que
permitiria que estas tres celdas compartan condiciones de temperatura con un
minimo requerimiento de equipo obteniendo como prototipo final el mostrado en la

Figura 39.

Figura 39. Prototipo final de la CCM
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7.4.1 Analisis de flujos y temperaturas 2D a partir de la Simulacién en Comsol

Como se menciond anteriormente la simulacién en 2D se basoé en la modificacion
de la velocidad de flujo, temperatura y direccion del flujo para determinar las mejores
condiciones para el sistema de calefaccion.

7.4.1.1 Comparacion de direccion de flujos

La direccion de flujo en la parte superior e inferior de la celda influyen
considerablemente en los perfiles de temperatura dentro de la celda, creando
diferente perfiles de temperatura dependiente del tipo de flujo implementado, como
se observa en la Figura 40 (los perfiles completos se muestran en el ANEXO IX), se
puede observar como un flujo paralelo genera un perfil de temperatura que cambia
alo largo de la celda, creando zonas mas frias y zonas mas calientes, lo que crearia
interferencias tanto con el bioanodo como con el termopar, de forma que a la
entrada del flujo de calefaccion se tendria una zona mas caliente que del lado de la
salida del flujo.

El principal problema con esta configuracién de flujo es que si el biocatodo se coloca
en la entrada del flujo y el termopar al final, cuando las temperaturas se empiezan
a elevar el termopar captaria temperaturas inferiores a las que se tienen en el
biocatodo, por lo que el control no seria el adecuado, incrementando demasiado la
temperatura del sistema lo que perjudicaria a las bacterias, mientras si el biocatodo
y termopar se colocaran en sentidos contrarios se tendria un efecto con

temperaturas mayores en el biocatodo a las que se registran en el termopar.
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Figura 40. Calefaccion en flujo paralelo, a) perfil de flujo, b) perfil de temperatura

Al implementar una entrada de flujo de tipo cruzado (Figura 41, los perfiles
completos se muestran en el Anexo X), los perfiles de temperatura cambian
considerablemente en comparaciéon con los flujos en paralelo, obteniendo perfiles
de temperaturas uniformes a lo largo de la celda, con temperaturas iguales en la
entrada como en la salida de la celda, por lo que ya no se tienen los problemas de
posicionamiento del bioanodo y el termopar, facilitando asi el control de
temperaturas al interior de las celdas. Por lo que lo que se decidié implementar un

flujo cruzado en el modulo de calefaccion de las celdas.
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Figura 41. Calefaccion en flujo cruzado, a) perfil de flujo, b) perfil de temperatura
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7.4.1.2 Analisis de temperaturas:

Dado que como inoculo se empled suelo comun, en este se espera que las bacterias
presentes sean de caracter mesofilo®, por lo que el rango de temperaturas de
crecimiento esta entre los 20 y 45 °C, con temperaturas optimas entre los 25y 40 °C,
es por ello que las temperaturas de evaluacion que se simularon fueron 25, 32 y
36 °C. En la figura 42 se observan las simulaciones de estas temperaturas a 3600s
(simulaciones a 300s, 900s, 1800s y 3600s en el Anexo Xl), con lo cual se puede
determinar con que temperaturas se obtienen tiempos de respuesta menores, lo

que permitiria tener un mejor control de la temperatura interna de las celdas.

En la Figura 42 se puede observar como a medida que la temperatura los tiempos
de respuesta en que se llega a la tempera deseada o cercana a ella disminuye,
estabilizandose a los 15 minutos a las temperaturas de 25 y 32°C, a 32 °C las
temperaturas se estabilizan hasta los 3600s, dada la velocidad de respuesta y ser
la temperatura mas cercana a la temperatura optima de una gran variedad de
microrganismos®, por lo que se determind implementar una temperatura de

calefaccion en las celdas de 32°C

Figura 42. Perfiles de temperatura a contraflujo a diferentes tiempos y temperatura, a) 25°C,
b) 32°C, c) 36°C
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7.5 Condiciones de operacion y optimizacion del disefio
7.5.1 Optimizacion del MEA
7.5.1.1 Impedancia de soportes del MEA

En la Figura 43 se observan los diagramas de Nyquist y en la Figura 44 los
diagramas de Bode de los soportes para el MEA utilizando la celda prototipo 1
(Figuras 14 y 19), exceptuando el soporte 1 (sin soporte) ya que de sus impedancias
no se obtuvo informacion util, mientras que en la Tabla 12 los valores de cada
elemento de los circuitos equivalentes. Analizando el resto de los soportes por
separado se puede observar que los cuatro diagramas de Nyquist se componen de
un semicirculo casi completo cortandose al principio y al final conectandose con una

recta.

Israel Epelboin y Michel Keddam sugieren que de acuerdo a las impedancias
presentadas, solo se presenta el fendmeno de difusiéon (En este caso solo se tienen
el buffer de fosfatos), ocurre una descarga polarografica de los iones presentes en
el sistema de acuerdo a las ecuaciones 15,16 y 17 presentadas®.

KyHPO4(qc) = 2K ey + HPO oy (15)
NaOH ey = Najyey + OHgey  (17)

En este sistema la presencia de electrolitos de soporte (NaOH y KoaHPO4) permite
descartar todo acoplamiento entre la carga de la doble capa y la transferencia de
carga. Por la misma razén, la migracion de carga se debe unicamente a la difusion
convectiva. Con lo que se concluyen que la capacitancia de la doble capa Cq4 en
paralelo con Rt pueden generar una parte circular entre los 40 y 0.2 Hz como la que
se observa en la Figura 43 b) y 43 d), es por ello que la impedancia de difusion Zd
y la resistencia de transferencia Rt tienen valores comparables®®.
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De los diagramas de Nyquist de la Figura 43, se obtuvo facilmente los valores de
R1, correspondiente a Ronm, esta resistencia representa a todas las pérdidas
ohmicas del sistema por contacto eléctrico, resistencia de la solucion y distancia
entre los componentes, siendo la celda 2 (soporte con perforaciones pequenas) el
que presenta un menor valor de R1 (1.2 Q) por lo que este soporte es el que se
decidié implementar en las celdas.

La Figura 44 muestra los diagramas de Bode, donde se aprecia dos pendientes y
una cresta, lo que indicaria la presencia dos resistencias y un capacitor, de los
semicirculos con una recta que corta el semicirculo en un angulo de 45° observados
en la Figura 43, se sugiere el circuito equivalente de Randles, el cual se muestra en

la esquina superior derecha de la Figura 43.
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Figura 43. Diagramas de Nyquist de los diferentes soportes del MEA, a) perforaciones
pequenas, b) Soporte tipo X, c) perforaciones grandes,

d) pilares
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La Figura 44, muestra los diagramas de Bode, donde se aprecia dos pendientes y
una cresta, lo que indicaria la presencia dos resistencias y un capacitor, de los
semicirculos con una recta que corta el semicirculo en un angulo de 45° observados

en la Figura 43, se sugiere el circuito equivalente de Randles, el cual se muestra en
la esquina superior derecha de la Figura 43.
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Tabla 12. Simulacion de espectros para los soportes.

Soporte R1(Q) R2 (Q) CPE1 w
Cd (uF) n
Perforaciones 1.2 171 45 0.82 3.5
pequefas
Tipo X 3 30.368 80 0.745 14.6
Perforaciones 2.7 34.94 151.8 0.622 7.909
grandes
Pilare 2.6 52 65 0.74 17.6

Por ello el semicirculo observado en estos analisis es atribuido a la presencia del
buffer de fosfatos y la difusion de los iones del mismo, y no a la presencia de alguna
reaccion redox, apoyando esta afirmacion se presenta la Figura 45, en donde se
presentan la impedancia de celda completa del soporte de pilares, en el prototipo
final a diferentes voltajes de referencia, (VCA, -50mV, -100 mV, 50 mV y 100 mV
respecto al VCA) en donde se puede observar que el semicirculo no se modifica,
como se esperaria cuando se trata con impedancias de procesos faradaicos
correspondientes a reacciones redox, por la alteracion en la velocidad de reaccion

y por ende en la transferencia de carga en el sistema'®
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Figura 45. Impedancia de soporte en barras a diferentes potenciales a) Diagramas de

Nyquist, b) Diagramas de Bode.
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7.5.1.2 Evaluacion del ciclo de degradacion del excipiente de los

medicamentos evaluados

Usando las celdas prototipo 1 con una concentracion inicial de 1 gL' de
medicamentos, se obtuvieron los potenciales que se observan en la Figura 46,
donde durante las primeras 24 horas no fue posible registrar potenciales en ninguna
celda, por lo que se evaluaron distintas adecuaciones en el acomodo del ensamble

de las celdas.

- Elanodo 1 (Pantoprazol), se preinocul6 durante 24h en la misma solucion de
la celda.
- Elanodo 2 (Naproxeno) se reensamblé sin cambio alguno.

- Elanodo 3 (Loratadina) se sumergi6 en el sistema (anodo flotante).

EL anodo que se coloco al interior de la celda de manera flotante, incrementé el
voltaje de la celda de 0 a 194 mV en la primer hora, para posteriormente incrementar
hasta un maximo de 478 mV, y finalmente reducir su VCA a 278 mV tras 288 horas
de tratamiento, mostrando que el tiempo esperado de tratamiento estaria alrededor
de 288 h (12 dias) de tratamiento.

En contraste la celda 1 (Pantoprazol) muestra un incremento de 167 mV tras incubar
de forma externa su anodo y volverlo a colocar en su posicion en el MEA, sin
embargo tras otras 24 h se observd un significativo declive en su potencial, para
posteriormente defender a OV. Mientras que la celda 2 (Naproxeno) no mostro
ningun incremento en el potencial de celda, estos diferentes resultados se
atribuyeron a que el soporte para el MEA elegido, el cual poseia perforaciones muy
pequefias, en las cuales se quedaban burbujas de aire impidiendo el contacto de

los anodos con el sustrato, mermando su desempefio.
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Figura 46. Registro de VCA de la primer prueba de degradacion

Con los resultados obtenidos se prosigui6 a repetir estos experimentos cambiando
el soporte del MEA (Soporte tipo pilares, segunda menor resistencia en R1), y
variando la posicion de los anodos, con un anodo en el MEA (Tipo Unién), mientras

que en el otro se dejo el anodo sumergido en la camara anddica (Tipo sumergido),

y manteniendo el mismo medicamento en ambas celdas (Loratadina a 1 gL™").

7.5.1.3 Efecto de la posicion del anodo den el desempeio de la celda

En la Figura 47 se observa el registro de VCA de ambas celdas, mostrando que
independientemente de la posicion del anodo ambas celdas mostraron un similar

desempeno con potenciales cercanos a los 500 mV, por lo anterior se determind
que el soporte a emplear para el resto de los experimentos fue tipo pilares con un

anodo flotante.
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Figura 47. Registro de VCA del efecto de la posicion del anodo en la CCM.

El efecto de variar la posicion del anodo se verifico con la obtencién de la curva
de polarizaciéon de ambas celdas (Figura 48 a), donde se observa que la celda con
un anodo sumergido presenta una mayor salida de corriente y potencia que la celda
donde el anodo se encuentra en union, atribuido al aumento de area expuesta por
parte del anodo sumergido, aumentando el area disponible y facilitando el contacto
del sustrato con la biopelicula para la biopelicula, asi como facilitar el contacto.

En contraste la cela con un ensamble de union presenta una curva corta de rapida
caida, la cual se asocia principalmente a caidas por concentracion®', (Figura 48 b))
lo que se puede traducir en problemas difusivos, por el pobre contacto del sustrato
con la unica cara expuesta del anodo, la cual esta detras de una placa de acrilico,
esto también se observar en los espectros de impedancia (Figura 49).
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En Figura 49 se observan los diagramas de Nyquist de las dos celdas, donde se
apreciar que la celda en unién tiene un arco mas compacto y elevado, donde la
extension del semicirculo es bastante similar en ambos casos (205 Q anodo unién
y 195 Q anodo sumergido), sin embargo, el valor de R1, del en el anodo en union
de10 Q, mientras que para el anodo sumergido es de 61 Q, por otro lado otra
diferencia en las celdas es la resistencia por difusién, el cual en el anodo en unién
llega hasta los 150 Q, mientras que en el anodo sumergido se queda en 39 Q, lo
que en conjunto con las curvas de polarizacion evidencia los problemas difucionales

que tienen esta configuracion.
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7.5.1.4 Prototipo final

Como resultados de las ultimas pruebas en el prototipo No 1 se modifico el disefio
final del prototipo No 2, dejando finalmente un ensamble exterior compuesto por el
catodo y la membrana de Nafion® soportados entre los soportes de tipo pilar,
mientras que en el interior de la celda se conté con anodos sumergidos, los cuales
se agruparon en grupos de tres dentro de las celdas, con un diametro de 2cm
separados por 1.5 cm de la tapa principal y del sensor de temperatura, con un
espaciamiento entre anodos de 1.5 cm interconectados a un mismo colector de

corriente (Figura 50).

Figura 50. Disefio final del prototipo No 2. a) Tapa exterior y exterior, b) Prototipo completo
de la CCM

7.6 Operacion del sistema
7.6.1 Efecto dela temperatura en las CCM

La Figura 51, muestra el registro de voltajes de las celdas que operaron con la
misma concentracion de medicamentos (1gL™') a diferentes temperaturas. Lo
primero que resalta es la similitud en el VCA de las celdas, manteniéndose en un
maximo de 700mV para Loratadina y Pantoprazol, mientras que Naproxeno se

mantiene con un maximo de 500 mV.
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La diferencia entre tiempos de tratamiento mostré que 25°C los ciclos de
tratamiento para los tres medicamentos es de 300 h, y a 32°C los ciclos de
degradacion se reducen a 150 h (Naproxeno y Loratadina) a 210 h (Pantoprazol), la
reduccion en los tiempos de tratamiento obedece a incremento que el incremento
en la temperatura del medio, cercana a las temperatura optima de crecimiento de
las bacterias esperadas (mesofilas rango de temperatura de crecimiento de 10°C a
45°C, temperatura optima 30°C'%") alargando fase lag del crecimiento microbiano
de las celdas a 25°C, ya que al desarrollarse a una temperatura menor a la 6ptima
se redujo su metabolismo en comparacién con las otras celdas, esto se observa en
una fase lag de que se extiende sobre las 24h, para posteriormente pasar a una

fase exponencial de 16 h mas, alcanzando asi la fase estacionaria tras 40h.

En cabio las celdas que operaron a 32°C, durante las primeras 14 horas la
temperatura se mantuvo en 30°C para después descender y mantenerse en 28°C,
lo que se refleja en una fase lag aparentemente inexistente pasando a la fase
exponencial en la primera hora, llegando a la fase estacionaria en las primeras 24
horas, al estar en su temperatura éptima las bacterias en la biopelicula favorecié su

metabolismo reduciendo asi los tiempos de tratamiento considerablemente.
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Figura 51. Registro de VCA a diferentes temperaturas a) 1 gL' 25°C, b) 1gL' T 32°C
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7.6.1.1 Curvas de polarizacion de las CCM evaluadas a 25°C y 32°C

En la Figura 52 se muestran las curvas de polarizacién correspondientes a las
celdas a 25°C y 32°C, en donde contrario a lo esperado, las celdas que operaron a
25°C registraron un mejor desempefio a las celdas que operaron a 32°C, dado que
al estar en condiciones 6ptimas de crecimiento se esperaria mas biopelicula y una
mayor actividad bacterial, lo que se traduciria en una mayor actividad

electroquimica.

Las celdas 32°C muestran inicialmente un mejor desempeio, con pérdidas por
activacidon minimas en comparacion con las celdas a 25°C, manteniendo un mejor
desempeiio durante los primero 100mV, posteriormente la corriente tiene una caida
considerable, esto puede obedecer a varios factores, sin embargo la explicacion
mas posible a este fendmeno son los problemas disfuncionales derivados de un

mayor crecimiento y envejecimiento de la biopelicula.

Gonzalez-Brambila y Lépez-lsunza'®?, explican el intercambio de materia y las
zonas reactivas de una biopelicula a lo largo que esta envejece, ya que en un
principio se tienen dos principales zonas reactivas, siendo la principal la posicionada
a mitad de la biopelicula y otra menos reactiva en la interfaz liquido-biopelicula,
debido a los gradientes de concentracion. Posteriormente a lo largo que la
biopelicula crece y se hace mas gruesa por el crecimiento celular y la constante
secrecion de biopolimeros extracelulares, se crean y burbujas de agua dentro de la
biopelicula, esto conlleva varios cambios en la biopelicula y en como se distribuye
el sustrato y reacciona en la biopelicula, creando zonas reactivas y otras que no,
dado las diferentes velocidades de reaccién y difusidon que se crean dentro de la
biopelicula por su intricado crecimiento y competencia entre tipos de bacterias.

En este contexto el comportamiento de las curvas de polarizacion muestra que la
biopelicula de las celdas 25°C estaria menos desarrollada, ya que la fase lag
evidencia que las bacterias tardaron en adaptarse a las condiciones de su medio®’,
y el ciclo de degradacién esta asociado a la baja actividad bacterial y con ello un
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bajo desarrollo de la biopelicula, manteniendo asi zonas reactivas y una biopelicula

menos intrincada y, en consecuencia menores problemas disfuncionales.

En comparacioén las celdas que operaron a 32°C mostraron un ciclo de crecimiento
mas corto evidenciando un rapido crecimiento y acelerado metabolismo en
comparacion con las celda que operaron a 25°C, lo que sugiere una biopelicula
mas extensa y compleja, lo que generaria un envejecimiento de biopelicula superior
al de las celdas que operaron a temperatura ambiente, por lo cual tendrian zonas

con un menor desempefio dado el grosor y envejecimiento de la biopelicula.
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Figura 52. Curva de polarizacion de las celdas evaluadas a diferentes temperaturas a)

Loratadina b) Naproxeno c) Pantoprazol.
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7.6.1.2 Evaluacion de las CCM por Espectroscopia de impedancia
Electroquimica a condiciones de temperatura ambiente y controlada

En la Figura 53 se presenta el circuito equivalente propuesto, derivado de os
diagramas de Nyquist (Figura 54), con una curva redondeada y alargada no
simétrica, asi como la presencia dos picos en los diagramas de Bode (Figura 55),
sugiere la presencia de dos circuitos en serie de resistor y capacitor en paralelo, asi
mismo dado que el mecanismo de intercambio de carga entre la biopelicula y el
fieltro de grafito es por contacto directo (segun sugiere le crecimiento de biopelicula
en las micrografias), permite eliminar el elemento de Warburg del segundo Randles
(representando asi el intercambio directo de carga entre las bacterias y las fibras de

grafito), quedando el circuito equivalente como R1(CPE+1(R2W+1))(CPE2R3)"'%.

Al analizar los espectros de impedancia de las celdas se obtiene el circuito
equivalente se presenta en la Figura 53, lo primero a resaltar es el aporte de R1
(Rohm asociado a la resistencia en todos los contactos eléctricos y la resistencia de
la solucion dada la separacion de los electrodos con la membrana de Nafion®), a la
resistencia interna de la celda, generando un area de oportunidad en el disefio que

minimicen estas resistencias.
R4 CPE1 CPE2

VAN >
R2 w1 R3
\w.f

Figura 53. Circuito equivalente propuesto

El valor de R1 en las celdas se mantuvo dentro de los 200 2, mostrando en su
mayoria una Ritai menor a los valores reportado por Yu Zhao®’, de quien se toma el
pretratamiento oxidativo enfocado en CCM, quien reporta Rita Superiores a los 150
Q en la oxidacion de glucosa, usando lodos anaerobios de una planta de tratamiento

como indculo.
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En la Tabla 13 se muestran las simulaciones del circuito equivalente, inicialmente
en las celdas que operaron con Loratadina (Figura 54a) se aprecia que la
resistencia a la transferencia de carga es similar en ambos casos (23 Q y 27Q para
la celda a 25°C vy la celda a 32°C respectivamente) mientras que la capacitancia
del sistema es un orden de magnitud menor en el caso de la celda que operé a
temperatura controlada, lo que en el mismo orden de ideas de la seccion anterior
seria evidencia de la formacion de la biopelicula, aumentando su extension y

grosor.

La celda con Pantoprazol (Figura 54c), a 32°C muestra valores de resistencia a la
transferencia de carga casi del doble | (21 Q a 38 Q) en comparacién con la celda a
32°C, y en ambos casos se presenta problemas por difusién que se representa con
un valor del elemento de Warburg,.

El caso de la celda con Naproxeno (Figura 54b) se registré una reduccién en la
resistencia interna de la celda al operar a temperatura 32°C y no aumento, a pesar
de ello la celda no tuvo un mejor desempefio electroquimico comparado con las
otras celdas, sin embargo, mostro el mayor decrecimiento en la salida de corriente
en las curvas de polarizacion, esto es atribuido a las bajas concentraciones de
excipiente que posee este medicamento en comparacion con los otros
medicamentos, por lo que probablemente las bacterias usaran en la etapa de
crecimiento el excipiente, dejando bajas concentraciones de este al momento de
realizar las pruebas quedando solo el medicamento el cual es mas lento de
metabolizar lo que explicaria la gran resistencia a la transferencia de carga que
muestra en los espectros de impedancia asi como la baja corriente que esta celda
llega a generar.
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Tabla 13. Simulacion de espectros a 25°C y 32°C

Soporte Loratadina Naproxeno Pantoprazol
25°C 32°C 25°C 32°C 25°C 32°C
R1(Q) 52.484 50.171 67.359 39.354 59.87 61.615
R2 (Q) 8.527 15.726 109.28 93.288 4.8691 22.671
R3 (Q) 15.863 12.082 36.109 38.765 15.863 16.944
Ca1 950 9.85 505 330 1.3649E-7 85.19
W | (uF)
o| n 0.5649 0.70581 0.41616 0.44351 0.88056 0.973
Cq2 1086 504.9 42 53.621 155 79.49
il | (WF)
% n1 0.62311 0.69139 0.8627 0.86604 0.53084 0.67248
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| W | 14291 | 25029 | 55207 | 5323 | 25259 | 70.032

7.6.1.4 Estabilidad de las celdas

En la Figura 56, se exponen las cronoamperometrias de las celdas, donde sin
importar la corriente inicial que estas puedan ofrecer todas caen a menos de 100
mAm2 después de 200 s, la cual es una densidad de corriente 50% menor a lo
esperado segun las curvas de polarizacion, lo que muestra que las celdas incluso
estando en estado estacionario, son poco estables a lo largo del tiempo, estos
probablemente a los lento de la reaccion o a gradientes de concentracién dentro de
la celda.
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Figura 56. Cronoamperometrias de las CCM con los distintos medicamento evaluados a
25°Cy 32°C.

7.6.2 Evaluacion del efecto de la concentracion en el desempeio de las CCM

En la figura 57 se muestra el registro del VCA de las celdas que operaron con 0.5
gL (baja concentracion Figura 57 a) comparados con el VCA de la celdas que
operaron con 1gL™" (alta concentracion Figura 57 b, ambas a 25°C) donde se
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observa como los voltajes se muestran mas estables a lo largo del tiempo en las
celdas de baja concentracion que en las celdas con alta concentracion, sin embargo
al igual que en las pruebas anteriores, se puede apreciar una reduccion en los
tiempos de tratamiento en aproximadamente 50 h, algo esperado ya que se partio
con la misma cantidad de inoculo para dos diferentes concentraciones de

medicamentos.

Las celdas de baja concentracion lograron entrar al estado estacionario entre las 24
y 26 h, una reduccién de 16h en comparacion con las celdas que operaron a altas
concentraciones, esta diferencia en los tiempos de aclimatacion o etapa lag de
crecimiento bacteriano'®! ocurre cuando un inéculo pasa de un ambiente de bajas
concentraciones de DQO a uno con una mayor concentraciones de DQO, ya que el
exceso de sustrato incrementa la actividad celular provocando que exista un mayor
tiempo de adaptacion al medio hasta que se equilibran las tazas de crecimiento y
de degradacién de DQQO74.
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Figura 57. Registro de voltajes a diferentes concentraciones a 25°C a) 0.5 gL, b) 1 gL'

7.6.2.1 Curva de polarizacion de los medicamentos evaluados

Las curvas de polarizacion (Figura 58) muestran un comportamiento similar al
observado en las pruebas con temperatura controlada, en donde las celdas con baja

concentracion tienen una menor perdida por activacion que las celas con alta
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concentraciones, sin embargo su desempeio electroquimico esta por debajo del de
las celdas con alta concentracion, con valores 2 o 3 veces menores a los que

registran las celdas con alta concentracion.

Este comportamiento se aplica por el incremento en la resistencia de las celdas (se
explicara mas adelante), como por la forma en que las bacterias reaccionan a bajas
concentraciones de sustrato, el periodo de adaptacion relativamente corto, derivado
de la rapida respuesta de los microrganismo al nuevo medio y un periodo de rapido
crecimiento, hasta el momento en que el sustrato es insuficiente para todas las
comunidades, momento en que se da un proceso de metabolismo enddgeno,
decayendo el crecimiento y la actividad bacteriana hasta que se alcanza un
equilibrio, esto conlleva un desarrollo inestable en la biopelicula, creando zonas muy
gruesas, zonas poco pobladas o zonas con un alto volumen de biopelicula inactiva

por la presencia de bacterias muertas’.

Este retroceso en el desarrollo de la biopelicula puede ser observado en la curva de
la celda con Loratadina en la Figura 53, donde tras la etapa lag y de crecimiento
exponencial se tienen una caida en el VCA de la celda, siendo esto un indicador de
un decaimiento en la actividad bacteriana derivado el procesos de metabolismo
endogeno en la biopelicula, posterior a esto se llega a un equilibrio, la actividad se
recupera y con ello se tiene una recuperacion en el VCA, esta caida tanto en la
actividad microbiana asi como en la baja concentracion de sustrato explicarian el
bajo desempefio, en especial en el caso de las celdas con Loratadina, siendo las

celdas que mostraron el mayor decremento en las curvas de polarizacion’4192,
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Figura 58. Curva de polarizacion de las celdas evaluadas a diferentes concentraciones a)

Loratadina b) Naproxeno c) Pantoprazol.

7.6.2.2 Evaluacion de las CCM con los medicamento por Espectroscopia de

impedancia Electroquimica

La Figura 59 muestra los diagramas de Nyquist de las celdas que operaron con una
concentracion alta, en comparacion con las celdas que operaron a baja
concentracion, donde se puede observar como las celdas que operaron a baja
concentracion muestran semicirculos mas grandes que las celdas de concentracion
alta, asi mismo en la Tabla 14, muestra como fueron los incrementos en la
resistencia de las celdas, siendo R2, P1 y W1 asociados a la biopelicula (Primer
Randles), los componentes en los que se percibe mas los problemas ocasionados
por la baja concentracién de sustrato a la biopelicula.
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En todos los casos se puede apreciar un incremento en R2 y W1, siendo un
indicador de perdida de actividad de actividad en areas por el engrosamiento de la
biopelicula como describe Brambila'%?, mientras que la reduccién en la capacitancia
del sistema es un indicador del como se extendié la biopelicula como resultado del
incremento inicial de actividad bacteriana que después decae por el metabolismo

enddgeno de la biopelicula™.
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Tabla 14. Simulacion de espectros a 1gL™'y 0.5gL""

Soporte Loratadina Naproxeno Pantoprazol
25°C 32°C 25°C 32°C 25°C 32°C
R1(Q) 52.484 46.322 67.359 70.327 59.87 56.561
R2 (Q) 8.527 43.686 109.28 223.3 4.8691 38.713
R3 (Q) 15.863 12.054 36.109 65.211 15.863 12.518
- Cd1 950 34.80 505 1730 1.3649E- 676
w | (WF) /
% n1 0.5649 0.65049 0.41616 0.31843 0.88056 0.63255
Cd2(uF) 1086 246 42 152 155 52.64
AN
L
E') n1 0.62311 0.8549 0.8627 0.5752 0.53084 0.75788
W 14.291 39.199 55.207 55.361 25.259 44.601

7.6.2.4 Estabilidad de las celdas

En la Figura 60 se puede ver el mismo comportamiento previamente observado en

las pruebas de temperatura, donde la gran mayoria de las celdas bajan a mas de la

mitad de la corriente esperada al voltaje de trabajo en menos de 200s, excepto por

Loratadina 1gL™" la cual se mantiene sobre los 173 mAm2 cuando a el voltaje del

ensayo se esperaban cerca de 230 mAm, el cual sigue estando por debajo de la

corriente esperada, mostrando asi la inestabilidad bajo carga a lo largo del tiempo,

ya que el resto se mantienen cerca de los 30 mAm= cuando la corriente esperada

siempre estaba en entre los 230 y 190 mAm™,
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Figura 60. Estabilidad de las celdas a diferentes concentraciones.

7.6.3 Pruebas adicionales

También se evaluo el desempefio electroquimico de las CCM en la degradacion de
dos farmacos (Carbamazepina e |Ibuprofeno) en la Figura 61 se presenta el ciclo
de degradacion de las celdas que operaron con Carbamazepina e Ibuprofeno con
una concentracion de a 50 ppm, donde se observa que el periodo de adaptacion
para la celda con carbamazepina es de 23h, posteriormente entra en la fase
exponencial para entrar en equilibrio tras 82h, y finalizar el ciclo tras 200 h de
tratamiento alcanzando un Emax de 470mV, este potencial coincide con el reportado

en otros trabajos en el que se trata carbamazepina con CCM'03.104,

También se observa como la celda que operdé con ibuprofeno muestra un potencial
qgue oscila entre los 300 mV durante las primeras 200h, durante este periodo no se
distingue un incremento de potencial y se mantiene en los 300mV, siendo este un
indicador de actividad ya que si no existiera actividad su potencial seria de 0V3874,
y es en el segundo ciclo batch (a las 200h) que se puede observar una fase lag de
cerca de 40h, para posteriormente alcanzar un Emax de 480mV, por lo que el primer
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ciclo junto con las primeras 40h del segundo ciclo se pueden tomar como un periodo
de adaptacién al medio, en especial al sustrato.

Los bajos valores de VCA por parte de estas celdas puede obedecer a varios
factores como la toxicidad de la carbamazepina y el ibuprofeno’®:1% ¢ |a baja
concentracion de sustrato, sin embargo la explicacion mas plausible de este bajo
VCA es la ausencia de un segundo sustrato, ya que en comparacion de las celdas
con medicamentos comerciales estos estan acompafiados por un excipiente, como
explica Yogesh Sharma y colaboradores'%” la presencia de un cometabolitos en una
celda de combustible aumenta considerablemente el VCA, la potencia que esta
puede ofrecer asi como incrementar la produccion de otros productos de interés
como metabolitos de interés o hidrogeno, esto también explicaria el potencial de las
celdas con Naproxeno puesto que su porcentaje de excipiente es
considerablemente bajo en comparaciéon con los otros dos medicamentos

(Naproxeno 28%, Pantoprazol 76% y Loratadina 92% de peso en excipiente).
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Figura 61. Registro de voltajes, celdas con la sustancia activa de farmacos
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7.6.3.1 Curva de polarizacion de los farmacos evaluados

En la Figura 62 se muestran las curvas de polarizacion de las celdas con
carbamazepina e lbuprofeno en comparacion con la curva de Loratadina (1gL™" a
25°C), donde se observa como la celda con carbamazepina tiene un desempefo
50% menor al mostrado por la celda con Ibuprofeno, la cual muestra un desempeno
similar al registrado por la celda con Loratadina, siendo la celda que mostro el
segundo mejor desempefo de todas las pruebas realizadas, solo después de la
celda con Loratadina (1gL™" a 25°C).

Este comportamiento puede deberse principalmente a la diferencia entre las
resistencias de las celdas, ya que como se ve en la Figura 62, la resistencia interna
de la celda con Carbamazepina es mas del dobles que lo que muestra la celda con
Ibuprofeno.

Algo a resaltar es que una celda con un menor VCA tenga un desempefio similar a
una celda con un VCA 200mV superior, aunando al hecho de que no presenta una
segunda fuente de carbon parece contradecir lo anteriormente explicado en donde
la presencia de un cosustrato aumenta el rendimiento electroquimico que la celdas

pueden presentar.

El registro de VCA la celda con ibuprofeno mostro un VCA muy bajo durante una
considerable cantidad de tiempo, por lo que cabe la posibilidad de que este periodo
los microorganismo lo tomaran como un periodo extendido de adaptacion, de forma
que cuando el segundo ciclo Batch empezase estos estuvieran mejor adaptados e
incrementasen de forma considerable el desempeio electroquimico, otra posibilidad
es la forma en que los microrganismos se adapten al ibuprofeno, la literatura
muestra grandes variaciones en los potenciales que se pueden obtener de
diferentes CCM, variando de 160 mWm= 1% 3 2300 mWm= 199, siendo lo Unico que
comparte un VCA de 900mV, porque lo que la celda desarrollada en este trabajo se

encontraria en un punto medio entre los articulos publicados.
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62. Curva de polarizacion de las celdas evaluadas con farmacos puros

7.6.3.2 Evaluacion de las CCM con los farmacos por Espectroscopia de

impedancia Electroquimica

En la Figura 63, se muestran los diagramas de Nyquist de los dos medicamentos
evaluados y en la Tabla 15 se muestran las simulaciones de los circuitos
equivalentes, donde se puede observar un comportamiento similar a los ya
mostrados anteriormente en caso de la celda que opero con Ibuprofeno, donde el
mayor aporte a la resistencia interna de la celda es por parte de R1, por lo que al
igual que en los casos anteriores ay un gran marguen para mejorar, principalmente
en el ensamble de la celda para reducir el aporte de los contactos eléctricos en el

sistema.

En la CCM con Carbamazepina la resistencia a la transferencia de carga es la que
presenta el mayor aporte a la resistencia del sistema, como se explicd con
anterioridad las principales razones de que R2 (resistencia la transferencia de
carga) sea tan alta en comparacién con otras celdas, es que la reaccion de
oxidacion de carbamazepina sea mas lenta dado el triple anillo aromatico de la

molécula (Figura 64) haciéndola mas estable y resistente a la biodegradacion, lo
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gque se conoce como recalcitrante, motivo por el cual este medicamento es
considerado dentro de los contaminantes emergentes, ya que no son degradados
en las plantas de tratamiento convencionales llegando hasta los cuerpos de
agua'?’, otro posible motivo de esta elevada resistencia a la trasferencia de carga
es que la celda con carbamazepina desde un principio se adaptdé a sus sustrato
mostrando todas las etapas del crecimiento microbiano desde el primer ciclo por lo
que para el segundo ciclo cuando se caracterizo la biopelicula se encontraba mas
desarrollada, por lo que pudo experimentar problemas asociados al envejecimiento

de la biopelicula como lo explica Isunza'®2.
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Figura 63. Diagramas de Nyquist con farmacos puros a) Carbamazepina b) Ibuprofeno

N

O&I\NHZ

Figura 64. Estructura quimica de la carbamazepina.
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Tabla 15. Simulacién de espectros con farmacos puros

Soporte | R R2 R3 CPE1 CPE2 W
(Q) Q) Q) Cd1 n1 Cd2 n1
(MF) (MF)
lbuprofe | 65.02 | 7.071 | 7.089 | 257 | 0.66081 124 | 0.70659 | 14.32
no
Carbama | 50.03 | 38.94 | 63.98 | 620 0.6981 1989 | 0.86124 | 27.95
zepina

7.6.3.4 Estabilidad de las celdas

En la figura 65 se muestra la cuerva de estabilidad de los dos medicamentos
evaluados junto con la curva de Loratadina 25°C 1gL™" (por motivos comparativos)
donde la celda con ibuprofeno después de 200s baja a 140 mAm2, para finalizar a
40 mAm2, mostrando poca estabilidad a lo largo del tiempo, mientras que la CCM
con Carbamazepina a pesar de ser una de las celdas con mayores resistencias
internas, muestra se la celda mas estable de todas, manteniendo una corriente de
173 mAm2 (Se esperaban 170 mAm2) mostrando una gran estabilidad, siendo la
unica que podria tener una aplicacién directa sin necesidad de un sistema externo

de almacenamiento de energia.
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Figura 65. Curva de estabilidad de los farmacos evaluados
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7.6.3.5 Remocion de Ibuprofeno,

En la Figura 66 se muestran los cromatogramas para cuantificacion de Ibuprofeno
antes y después de 200h de tratamiento en las CCM, donde el pico asociado a
Ibuprofeno se encuentra cerca de los 2 min 30 s, con pico de sefal de 2267 AU,
después del pico de sefial es de 0.0002 AU, significando un 98% de remocion de
ibuprofeno, también se puede apreciar una ausencia a de picos cercanos a los 2
min 30s que indican la presencia de metabolitos como el hidroxi-ibuprofeno, u otros
metabolitos resultantes de su degradacion por lo es poco probable que no se
mineralizara, lo que se sugiere es la formacién de acetona, hidroxicetonas y acido

lactico'08.109,

Con un 98% de remocion de Ibuprofeno el prototipo desarrollado muestra una
eficiencia similar a la reportada por Hua Li y colaboradores (95.7%)'% y superior a
la reportada por Peng Xu y colaboradores (75.94%)'%°, mostrando que el prototipo
desarrollado muestra una gran fiabilidad para su implementacion como tratamiento

secundario o auxiliar en la remocion de Ibuprofeno de aguas a tratar.
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Figura 66, Cromatogramas para la cuantificacion de Ibuprofeno a) Concentracion inicial, b)

Concentracion final.
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7.6.4 Remocion de DQO y Eficiencia Coulombimetrica (EC)

En la tabla 16, se muestran los porcentajes de remocién de DQO vy la eficiencia
coulombimetrica de cada uno de los experimentos realizados, donde se pueden
destacar varios casos (La curva de calibracion se muestra en el ANEXO VII). El
mayor porcentaje de remocion de DQO registrado es de 64.97%, en la celda que
operd con 1gL™" de Loratadina a 25°C, en esta configuracion de concentracion y
temperatura se presentan los porcentajes de remocion mas altos en todos los casos,

lo que concuerda con los datos experimentales de las pruebas electroquimicas.

Sin embargo los datos pertenecientes a los ciclos de tratamiento de 32°Cy 1gL™", y
25°C y 0.5gL™", poseen porcentajes similares de remocion de DQO para Loratadina
y Pantoprazol, mientras que Naproxeno con temperatura controlada presenta el
porcentaje de remocidon mas bajo de todos, esto contradice lo anteriormente
mencionado, que se esperaria que el desempefo electroquimico fuera un indicador
de la eficacia por parte de las celdas en la remocién de DQO, sin embargo esto no
se aprecia en estas pruebas. Esta suposicion podria ser errébnea ya que las
bacterias exoelectroactivas son las responsables de la generacion de potencial y
corriente, haciendo un aporte a la degradacion de materia pero no son las unicas
responsables de la degradacion del sustrato en la celda, ya que es todo el conjunto
de microrganismos presente en la celda los que se encargan de la degradacién de
la DQO™,

Estos resultados junto con los arrojados por la caracterizacion electroquimica
permiten encontrar las condiciones ideales para la operacion de las CCM, siendo
estas: operar a 25°C con 1gL™" de bulk de medicamentos, esto permite que exista
un equilibrio entre los microorganismos que degradan la materia y las bacterias

exoelectroactivas.
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Tabla 16. Porcentaje de remocion de DQO y EC de las celdas evaluadas.

Medicamento Concentracion | Concentracion | A de | % de | EC %
inicial (mgL') | final (mgL"") concentracion | remocion
(mgL")
T 25°C -1gL"
Loratadina 198.59 82.45 116.13 64.97 35.84
Naproxeno 220.18 186.72 33.4 16.66 25.88
Pantoprazol 206.09 82.45 123.63 66.34 38.92
T 32°C - 1gL™"
Loratadina 198.59 93.36 105.22 58.83 17.92
Naproxeno 220.18 213.8 6.32 3.17 13.65
Pantoprazol 206.09 117.68 88.40 47.43 26.88
T25°C - 0.5gL"
Loratadina 156.54 76.09 80.54 58.8 28.67
Naproxeno 174.27 141.72 325 21.02 21.46
Pantoprazol 158.36 88.36 70 50.41 30.72
T 25°C — 50 ppm
Ibuprofeno 110.40 79.72 30.68 33.83 16.38
Carbamazepina 117.22 99.95 17.27 17.71 16.04

Si bien estos porcentajes de remocion de DQO se considerarian prometedores
tomando en cuenta que los porcentajes de remocion de DQO por parte de procesos
anaerobios de tratamientos de agua se encuentran entre el 55 y 85%'19, estos
porcentajes de remocion se encuentran por debajo de los reportados en la
bibliografia por parte de otras celdas de combustible enfocadas en el tratamiento de
aguas contaminadas por farmacos (Tabla 17).

Esta diferencia en los porcentajes de remocion de DQO, pude deberse
principalmente a diferentes factores:

1.- La relacion de degradacion de DQO en CCM longitudinales, si bien la CCM
desarrollada no tienen una longitud muy grande, este factor pudo tener un ligero
impacto en los porcentajes de remocion de DQO™.
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2.- Dado lo complejo de los sustratos a tratar en las celdas, las reacciones de
degradacion pueden ser variadas y complejas, obteniendo diferentes compuestos
derivados de materia organica fermentable, por lo que la acumulacion de estos
productos intermedios podria aumentar el efecto toxico sobre los microorganismos
y deteriorar aun mas la eficiencia de remocion de DQO, esto explicaria porque la
celda con Ibuprofeno tubo altos porcentajes de remocion del farmaco y no de
DQO™2,

3.- El tiempo de retencion hidraulica (TRH) es especialmente importante en las CCM
para obtener altos porcentajes de remocién de DQO, ya que da mas tiempo a los
microrganismos de degradar la materia organica en el agua, esto puede ser
apreciado en los resultados obtenidos ya que las celdas que tuvieron los porcentajes
mas altos de remocion de DQO son las mismas que tuvieron los ciclos de
degradacion las largos''3114,

La Eficiencia Coulombimetrica (EC) es un parametro relevante en las CCM ya que
es un indicador de cuan eficiente es la celda en relacion a cuanto energia realmente
se puede aprovechar de la que es producida por la celda®, por lo que se muestra
tanto enla Tablas 16 y 17, las celdas desarrolladas en la configuracion T ambiental
y 1gL™", se muestran como celdas eficientes al compararlas con las reportadas en
la bibliografia, siendo estas las condiciones idea les para la operaciones e
implementacion del prototipo desarrollado al ser las condiciones en que el prototipo
se comporta de forma mas eficiente, tanto en términos electroquimicos como en

términos de degradacion de contaminantes.
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Tabla 17. Diferentes tipos de CCM, y sus porcentajes de remocién de DQO y EC.

Tipo de | Sustrato Anodo Catodo Pmax | % de | EC
celda (Wm?) | remocién | %
de DQO
Foto Aguas Composito | Fotocatod | 119 75.64 % | 31'%°
CCM de | contaminadas de o] remocion
camara con PANI@CNT de
doble Ibuprofeno S Ibuprofeno
Camara Aguas NR NR 532.6 97.2 25.2
doble residuales il
de11L sintéticas
contaminadas
con farmacos
Camara Mezcla de Fieltrode | Tela de| 106 90 % NR™
simple penicilina 'y grafito carbon mWm- 6
glucosa con 0.8 3
mgPtcm.2
Camara Aguas Carbon Varas de | 204.9 83 % 1.6"
doble residuales de activado grafito 7
la industria granular
farmacéutica
Camara Mezcla de Tela de Tela de NR 85 % 39
doble aguas carbon carbon
residuales
Celda Aguas Cono de Cono de 168 85 NR™
conica residuales de carbon carbon 2
la industria
farmacéutica
Lecho Aguas Carbén Carbén | 28.63 90.8 NR10
residuales activado activado 8
sintéticas con granular granular
Ibuprofeno

108




CONCLUSIONES

Las pruebas de evaluacion con medicamentos en bioelectrodos de papel Toray
muestran potencial en la oxidacion de excipientes y medicamentos, y en el
desarrollo de biosensores para la deteccién de medicamentos el presentar picos de
oxidacion a 700mV y 1000mV que coinciden con picos de oxidacion de los
medicamentos, asi como verse sensible a la concentracién en el par redox (300mV
y 380mV) caracteristico del Pantoprazol, lo que cumple el primer objetivo especifico
de esta investigacion.

Las micrografias de los bioelectrodos muestran la formacion de una pelicula sobre
la superficie de los electrodos, lo que sugiere como método de intercambio de

electrones los métodos de contacto directo de bacterias con el electrodo.

Se construyeron y probaron dos prototipos de CCM, variando soportes del MEA y
posicion del anodo, de los cuales: el prototipo 2, con soporte de barras, y anodo

sumergido fue la configuracién que mejor desempefio mostro.

Las curvas de polarizacion muestran que las celdas tienen un rendimiento similar o
superior a los reportados por la bibliografia, en celdas que trabajan con residuos
farmacéuticos, con una pmax de 88.87 m\Wm2, e imax de 669 mAmM=2.

Las curvas de impedancia muestran que las CCM presentan Rint inferiores a las
reportadas por la bibliografia (200Q) con una Rint maxima de 79Q, en las celdas que
operaron con las mejores condiciones, y dada la configuracion de las celdas se
presentar una oportunidad de mejora considerable para el desempefio de las CCM.

Las Cronoamperometrias muestran que las celdas son poco estables a los largo del
tiempo, ya que la mayoria merma su desemperio por debajo del 50% de la corriente
esperada después de 500s, lo puede opacar su aplicacion en dispositivos de
demanda constante de energia, lo que podria solucionarse con un sistema de

almacenamiento de corriente. Las ultimas tres conclusiones abarcan la
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caracterizacion electroquimica de la CCM, con lo que se dio por cumplido el quinto
objetivo especifico de la Tesis.

Las celdas muestran porcentajes maximos de remocion de DQO de 64.79, bajos en
comparacién a los reportados en la bibliografia (hasta un 85%), sin embargo se
posicionan como un método de tratamiento con porcentajes de remocion dentro del
promedio en otros métodos anaerobios de tratamiento de aguas (55 a 90%), siendo
una opcion de tratamiento con futuro en el area del tratamiento de aguas

contaminadas, cumpliendo con el sexto objetivo de la investigacion.

Los datos de EC, muestran celdas eficientes en el aprovechamiento de energia
producida por la celda, mientras que los datos de impedancia muestran que las
perdidas 6hmicas por contactos eléctricos, representan uno de los mayores aportes
a la resistencia interna de la celda, lo que abre las posibilidades de aumentar la
eficiencia del sistema al reducir las pérdidas éhmicas derivadas de contactos

eléctricos y resistencia de la solucién.

Los datos arrojados por HPL y determinacion de DQO, muestran que las celdas son
capaces de degradar el 98% de la concentracion inicial de Ibuprofeno, sin embargo
no eliminan un porcentaje tan alto de DQO, ya que el ibuprofeno solo se degrada
en compuestos mas pequefios y potencialmente menos tdxicos, abriendo la
posibilidad de implementar las CCM, no como un tratamiento completo si no como
un tratamiento secundario que reduzca la toxicidad de compuestos en los efluentes
que llegan a las plantas de tratamiento, cumpliendo parcialmente el séptimo objetivo
de la investigacién, dado que las limitaciones de reactivos y de tiempo no

permitieron realizar la determinacion de remocion de Carbamazepina.

En su conjunto los resultados de las pruebas electroquimicas y fisicoquimicas,
evidencian las mejores condiciones para tener el mejor desempefio por parte de las
celdas son: T ambiente y una concentracion de 1gL"', dando por cumplidos los

segundo y tercer objetivos especificos de este trabajo.
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Logrando construir un prototipo final, y con los resultados obtenidos de la
caracterizacion electroquimica (760 mV, 88.87 mWm-2) y fisicoquimica (64.79 %
de remosion de DQO), se acepta parcialmente la Hipotesis planteada al quedar un
12% por debajo de los valores esperados tanto en el desempefio electroquimico

como en la remocién de DQO.
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PERSPECTIVAS

Para mejorar el desempefio del prototipo desarrollada, reduciendo las resistencias
por contactos eléctricos y resistencia de la solucidn, asi como reducir los problemas
asociados a la difusidn, se propone el implementar un catodo cilindrico a lo largo de
la celda reduciendo asi el numero de contactos eléctricos y estableciendo una

biopelicula que este en contacto con la solucién a todo lo largo de la celda.

Como propuesta para reducir los costos del dispositivo final se propone probar
materiales ceramicos que reemplacen las membranas de Nafion® asi como
electrodos libres de platino, de forma que su escalamiento e implementacion en

plantas de tratamiento sea rentable.

Como un posible proyectos derivado del actual, se podria plantear el desarrollo de
bioelectrodos de bajo costo que sean capaces de detectar medicamentos en aguas

residuales.
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ANEXO 1.

Cdédigo fuente del sistema de control

#include
#include
#include
#include
#include
#include

//Pines

const
const
const
const
const
const
const
const
const
const
const
const
const
const
const
const
const
const
const
const

int
int
int
int
int
int
int
int
int
int
int
int
int
int
int
int
int
int
int
int

<SPI.h>
<SD.h>
<Wire.h>
<RTC.h>

<OneWire.h>

<DallasTemperature.h>

LEDR = 11;
LEDA = 12;
Pinvl = AOQ;
PinV2 = Al;
PinVv3 = A2;
Pinv4 = A3;
PinVv5 = A4;
PinV6 = AS;
PinV7 = A6;
Pinv8 = A7;
PinVv9 = AS8;
PinTemperatural
PinTemperatura?2

PinTemperatura3 =

PinTemperatura4

PinTemperaturab =

PinTemperaturab
PinTemperatura?

PinTemperatura8 =
PinTemperatura9 =

//Configuracil3n
const int Periodo = 60;
const int Secs = 2;

//Variables

String Archivo;
int HaySD = 0;

float T1,T2,T73,T4,TS5,T6,T7,T8,T9;
float Vv1,Vv2,V3,V4,V5,V6,V7,V8,V9;

int Guardado;
int Mostrado;

31;
33;
35;
37;
39;
41;
43;
45;
47;

ANEXOS
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//Activaciones

RTC rtc(DST_ON) ;

OneWire oneWireTl (PinTemperatural);
OneWire oneWireT2 (PinTemperatura2);
OneWire oneWireT3 (PinTemperatura3);
OneWire oneWireT4 (PinTemperaturad);

OneWlire oneWireT5 (PinTemperatural);
OneWlire oneWireT6 (PinTemperaturab) ;
OneWire oneWireT7 (PinTemperatura’l);
OneWire oneWireT8 (PinTemperaturas8);
OneWire oneWireT9 (PinTemperatura9);

DallasTemperature sensorTl (&oneWireTl)
DallasTemperature sensorT2 (&oneWireT2)
DallasTemperature sensorT3 (&oneWireT3)
DallasTemperature sensorT4 (&oneWireT4)
DallasTemperature sensorT5 (&oneWireT5)
DallasTemperature sensorT6 (&oneWireT6)
DallasTemperature sensorT7 (&oneWireT7)
DallasTemperature sensorT8 (&oneWireT8)
DallasTemperature sensorT9 (&oneWireT9)

SeoNe Se Se Se o Se Se Se S

void setup() {

pinMode (LEDR, OUTPUT) ;
pinMode (LEDA, OUTPUT) ;

pinMode (PinV1, INPUT) ;
pinMode (PinV2, INPUT) ;
pinMode (PinV3, INPUT) ;
pinMode (PinV4, INPUT) ;
pinMode (PinV5, INPUT) ;
pinMode (PinV6, INPUT) ;
pinMode (PinV7, INPUT) ;
pinMode (PinV8, INPUT) ;
pinMode (PinV9, INPUT) ;

Serial.begin(9600);

// Revisar si la sd estA; conectada
if (!SD.begin()) {

// No SD o fallo

digitalWrite (LEDR, HIGHD);
}

//si SD
digitalWrite (LEDR, LOW);

//Comprobar fecha y hora y crear nuevo nombre de archivo
Data d = rtc.getData();

Archivo = String(d.toString("m-d_H") + ".txt");

//Crear archivo con encabezado

File dataFile = SD.open(Archivo, FILE_WRITE);

//Comprobar que hay archivo cargado
if (dataFile) {
dataFile.println(String("Registro iniciado en " + d.toString("d-m-Y
H:ii:s")));
dataFile.println("Fecha,hora,Tl,Vv1,T2,V2,T3,V3,T4,V4,T5,V5,T6,V6,T7,V
7,T8,V8,T9,VI");
dataFile.close();
digitalWrite (LEDR, LOW);
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}

//Fallo
else {

digitalWrite (LEDR, HIGH);
}

//Iniciar sensores temperatura
sensorTl.begin();
sensorT2.begin();
sensorT3.begin();
sensorT4.begin();
sensorT5.begin();
sensorT6.begin () ;
sensorT7.begin();
sensorT8.begin();
sensorT9.begin();

void loop() {

//Medir temperatura

sensorTl.requestTemperatures();
sensorT2.requestTemperatures();
sensorT3.requestTemperatures();
sensorT4.requestTemperatures();
sensorT5.requestTemperatures();
sensorT6.requestTemperatures();
sensorT7.requeslTemperatures();
sensorT8.requestTemperatures () ;
sensorT9.requestTemperatures () ;

Tl = sensorTl.getTempCByIndex (0);
T2 = sensorT2.getTempCByIndex(0);
T3 = sensorT3.getTempCByIndex (0);
T4 = sensorT4.getTempCByIndex (0);
T5 = sensorT5.getTempCByIndex (0);
T6 = sensorT6.getTempCByIndex (0);
T7 = sensorT7.getTempCByIndex (0);
T8 = sensorT8.getTempCByIndex (0);
T9 = sensorT9.getTempCByIndex (0);

//Leer voltajes en mV
V1 = analogRead(PinV1) *4.8828125;
V2 = analogRead (PinV2) *4.8828125;
V3 = analogRead(PinV3) *4.8828125;
V4 = analogRead (PinV4) *4.8828125;
V5 = analogRead (PinV5) *4.8828125;
V6 = analogRead (PinV6) *4.8828125;
V7 = analogRead (PinV7) *4.8828125;
V8 = analogRead (PinVv8)*4.8828125;
V9 = analogRead (PinV9) *4.8828125;

//Comprobar hora actual
Data d = rtc.getData();

//Si hay coincidencia
if ((d.minutes % Periodo) == 0){
if (Guardado == 0){
digitalWrite (LEDA, HIGH);

//Empezar cadena fecha y hora

String Datos = String (d.toString("d-m-Y")+ "," +
d.toString("H:i:s") + ",");
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//Ensamblar cadena
Datos = String (Datos +
Datos = String (Datos +
Datos = String (Datos + String (T3,2)
Datos = String (Datos + String (T4,2)
Datos = String (Datos + String (T5,2)
+
+
+
+

String (T1,2)
String (T2,2)

non
’
n"on

Datos = String (Datos String (T6,2)
Datos = String (Datos String (T7,2)
Datos = String (Datos String (T8,2)
Datos = String (Datos String (T9,2)

non
’

+ 4+ o+ o+

//Abrir archivo
File dataFile = SD.open(Archivo, FILE WRITE);

//Comprobar acceso

if (dataFile) {
dataFile.println(Datos);
dataFile.close();
Guardado = 1;

}

digitalWrite (LEDA, LOW);

Serial.println("Datos guardados");

+ String (V1,2)
+ String (V2,2)
+ String (V3,2)
+ String (V4,2)
"," + String (V5,2)
+ String (V6,2)
+ String (V7,2)
+ String (V8,2)
+ String (V9,2));

}

else {

Guardado = 0;

if (((d.seconds % Secs) == 0)&&((d.minutes % Periodo) != 0)){
if (Mostrado == 0){

Serial.
Serial.
Serial
Serial.
Serial.
Serial.
Serial.
Serial.
Serial.
Serial.
Serial.
Serial.
Serial.
Serial.
Serial.
Serial.
Serial.
Serial.

print (d.hour24h);
print(":");

.print (d.minutes);

print(":");
print (d.seconds) ;
print (" ");
print(Vl);

print ("mv ");
print(T1);

print ("A°C ") ;
print (v2);

print ("mv ");
print(T2);

print ("A°C ") ;
print (V3);

print ("mv ");
print (T3);

print ("A°C ") ;
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("mv ") ;
(T4);

Serial ("A°C ") ;
Serial (VS) ;
Serial ("mv ") ;
Serial (T5) ;
Serial ("A°C ") ;
Serial (Ve6) ;
Serial ("mv ") ;
Serial (T6) ;
Serial ("A°C ") ;
Serial (V7);
Serial ("mv ");
Serial (T7);
Serial ("A°C ")
Serial 1t (V8) ;
Serial nt("mv ");
Serial (T8) ;
Serial ("A°c M)
Serial 1t (V9) ;
Serial 1wt ("mv ") ;
Serial t(T9);
Serial.y In("A°C");

Mostrado = 1;
}
}
else(
Mostrado = 0;
}
}

ANEXO I

Curva de calibracién para la determinaciéon de DQO
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ANEXO Il

Curva de calibracion para la determinaciéon de medicamentos
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ANEXO IV.

Voltamperometrias de los bioelectrodos Bio I, Bio D y Bio S con los medicamentos

Hidroclorantiazida, Loratadina, Metroprolol, Naproxeno, Paracetamol y Pantoprazol.

70
100 - Toray Toray 100 Toray
Bio | Bio D Bio D
80 - Bio I-Benzonatato 50 - Bio D-Benzonatato 80 ¢ Bio S-Benzonatato
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60
30
40 4
40
20 A
£ g1 3
~ ~ ~
= - - 04
0 - 10 4
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Toray Toray Toray
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ANEXO V

Micrografias del electrodo de papel Toray, a) Aumento 10X, b) Aumento 20X, c)
aumento 20X, d) Aumento 40X.
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ANEXO VI

Micrografias al bioelectrodo Bio D, a) aumento 10X, b) aumento 20X, c) aumento
20X, d)Aumento 40X.
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ANEXO VI

Micrografias del bioelectrodo Bio | a) aumento 10X, b) aumento 20X c¢) aumento

40X, d) aumento 40x, e) aumento 60x, f) aumento 100X.
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ANEXO Vi

Micrografias de Bio S. a) aumento 10X, aumento b) aumento 20X, c) aumento 40X,
d) aumento 40X, e) aumento 40X, f) aumento 40X, g) aumento 60X, h) aumento
60X, i) aumento 60X
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ANEXO IX

Perfiles de flujo y temperatura una entrada y salida en paralelo, a) 40°C, b) 36°C, c)
32°C, d) 25°C.
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ANEXO X
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Figura 39. Perfiles de flujo y temperatura una entrada y salida en flujo cruzado, a) 40°C, b)
36°C, c) 32°C, d) 25°C.
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ANEXO XI
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Figura 40. Perfiles de temperatura a contraflujo a diferentes tiempos y temperatura, a) 300s,
b) 1800s, c) 3600s
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