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RESUMEN

El presente trabajo de Tesis se centra en el desarrollo y caracterizacién de electrodos cerdmicos porosos
de 6xidos de titanio sub-estequiométricos (Ti4O7) con estructura laminada, para su uso como
plataformas para el crecimiento de bacterias electro-activas capaces de degradar orina humana y

generar corriente eléctrica en sistemas bio-electroquimicos.

El descubrimiento de bacterias - denominadas electro-activas - capaces de oxidar materia orgénica
y transferir electrones a superficies conductoras ha dado lugar en los dltimos afios al desarrollo de
dispositivos bio-electroquimicos conocidos como celdas de combustible microbianas (MFCs). Estas
celdas, constituidas en su configuracién habitual por un compartimiento anédico y uno catddico,
funcionan como una “pila biolégica’. La cdmara anédica emplea bacterias electro-activas para oxidar la
materia organica que se utiliza como combustible de la celda, en conjunto con electrodos (dnodos)
capaces de colectar los electrones provenientes de la oxidaciéon. La conexién de este compartimiento
anédico con uno catédico (en donde ocurre, por ejemplo, la reducciéon de oxigeno) permite generar
corriente eléctrica ttil. En los altimos afios ha surgido una idea disruptiva basada en el funcionamiento
de las MFCs, pero poniendo el foco de atencién en una nueva fuente de materia orgénica: la orina
humana. El uso de MFCs alimentadas con orina constituye al dia de hoy una de las tnicas pruebas en
campo de esta tecnologia; sin embargo, estas celdas atin muestran un desempefio lejano al 6ptimo. Uno
de los principales factores que afectan la eficiencia de generacion de corriente en estos sistemas bio-
electroquimicos estd asociado a limitaciones metabdlicas de las bacterias electro-activas que crecen
sobre la superficie del &nodo. La formacién de agregados bacterianos (denominados biofilms) de cientos
de micrones de espesor sobre la superficie anédica conduce a una caida de potencial interna debida a
la resistencia eléctrica intrinseca del propio biofilm, lo que provoca la disminucién de la corriente
producida por la comunidad bacteriana en su conjunto. A partir de esta limitante se ha hecho evidente
que, para mejorar el desempefio de los &nodos microbianos que se utilizan en las MFCs, es necesario

que la mayor cantidad de bacterias esté en contacto directo con la superficie del electrodo.

En este escenario se ha demostrado que la utilizacion de anodos porosos aumenta
considerablemente la corriente producida por el sistema al aumentar el area disponible para el
crecimiento bacteriano. Sin embargo, no solo el aumento de la superficie es fundamental para alcanzar
un 6ptimo desempefio, sino también el desarrollo de poros con un tamafio, geometria y tortuosidad

adecuados, de manera de garantizar la accesibilidad microbiana al interior del electrodo y de favorecer
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a su vez los fenémenos de transporte de materia organica necesarios para la replicaciéon de los

microorganismos.

La originalidad del presente trabajo radica en el uso de un material de electrodo bio-compatible con
excelentes propiedades eléctricas (Ti4O7) para el desarrollo de electrodos porosos con estructura
laminada, capaces de ser colonizados por bacterias electro-activas y de producir corriente eléctrica a
partir de orina humana. La btsqueda de una estructura laminar para los electrodos se focaliz6 en la
posibilidad de contar con &nodos que puedan emplearse bajo una modalidad de flujo continuo de orina
a través de su estructura porosa, favoreciendo los fenémenos de transporte de nutrientes a lo largo de
todo el volumen del electrodo. A su vez, el desarrollo de electrodos laminados - de distancia
interlaminar variable y controlable - permiti6 modular la superficie electroquimicamente activa por
unidad de volumen de dnodo y la accesibilidad microbiana al interior del electrodo, buscando un
balance adecuado entre colonizacién bacteriana y superficie especifica para alcanzar el 6ptimo

funcionamiento de los electrodos bio-hibridos.

El trabajo se desarrollé de acuerdo con tres ejes: (1) la obtencién, a partir de lodos cloacales, de
bacterias electro-activas capaces de degradar orina humana y producir corriente eléctrica en sistemas
bio-electroquimicos; (2) el disefio y preparacion de estructuras porosas eléctricamente conductoras de
Ti407 con morfologia laminar; y (3) el estudio de la colonizacién de los electrodos de TisO7 con bacterias
electro-activas para su uso como dnodos microbianos en la produccion de corriente eléctrica a partir de

orina.
Los estudios realizados en esta Tesis demostraron que:

% es posible aislar, a partir de lodos cloacales domésticos, consorcios bacterianos capaces de
degradar orina humana y producir corriente eléctrica en celdas bio-electroquimicas.

% existe un rango de concentraciones de orina en el cual es posible mantener la viabilidad de las
bacterias electro-activas, mas alla del cual se producen efectos inhibitorios que provocan la
pérdida de la actividad microbiana y la caida de la corriente eléctrica producida.

% es posible variar a voluntad el drea electroquimicamente activa y el grado de colonizacién
bacteriana de los electrodos de TisO; mediante el control del espaciado interlaminar de los
mismos.

% existe un limite a la maxima densidad de corriente que es posible obtener, la cual depende del
espaciado interlaminar y la superficie electroquimicamente activa de los electrodos, asi como

también de la concentraciéon de orina utilizada.



Resumen

% la densidad de corriente maxima obtenida con los electrodos laminados (5.2 kA /m3) es un orden
de magnitud mayor que las reportadas a la fecha para sistemas bio-electroquimicos alimentados

con orina humana.



ABSTRACT

This Thesis focuses on the development and characterization of porous electrodes of sub-stoichiometric
titanium oxides (TisO;) with laminar structures, for their use as platforms for the growth of electro-
active bacteria capable of degrading human urine and produce electric current in bio-electrochemical

systems.

The discovery of bacteria - known as electro-active bacteria - capable of oxidizing organic matter
and transferring electrons to conductive surfaces has led to the development of bio-electrochemical
devices called microbial fuel cells (MFCs). These cells - composed in their typical configuration by two
compartments, an anode chamber and a cathode chamber - can be considered as “biological batteries”.
The anode chamber makes use of electro-active bacteria for oxidizing the organic matter employed as
the fuel, and electrodes (anodes) capable of collecting the electrons coming from the oxidation process.
The connection of the anode compartment with a cathode reservoir (where, for instance, oxygen
reduction occurs) makes it possible to generate electrical current. In the last years a disruptive idea has
emerged in the bio-electrochemical area, focusing on a new source of organic matter for feeding the
MEFCs: human urine. The use of urine-fed MFCs represents to date one of the only field trials of this
technology; however, these cells still show a performance far from being optimal. One of the main
factors that affect the current generation efficiency in these bio-electrochemical systems is associated to
metabolic limitations of the electro-active bacteria growing on the anode surface. The formation of
bacterial aggregates on the anode surface (called biofilms) of hundreds of microns thick leads to an
internal potential drop due to the intrinsic electric resistance of the bacterial biofilm, which causes a
decrease in the current produced by the bacterial community. Based on this limitation, it has become
evident that, in order to improve the performance of the microbial anodes used in MFCs, it is necessary

the direct contact of as much as possible electro-active bacteria with the anode surface.

In this scenario, it has been demonstrated that the use of porous anodes considerably increases the
current produced, by increasing the area available for bacterial growth. However, not only the increase
in surface area is essential to achieve optimal performance, but also the development of pores with an
adequate size, geometry and tortuosity, in order to guarantee microbial penetration into the electrode
structure while promoting at the same time the transport of the organic matter necessary for bacterial

replication.
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The highlight of the present Thesis lies on the use of a biocompatible electrode material with
excellent electrical properties (TisOy) for the development of porous electrodes with laminar structure,
capable of both being colonized by electro-active bacteria and producing electric current from human
urine. The pursuit of a laminar electrode structure focused on the possibility of counting on anodes that
can be used under a continuous flow of urine through its porous structure, promoting the nutrient
transport throughout the entire electrode volume. In turn, the development of laminar electrodes - with
variable and tunable interlaminar distance - made it possible to modulate both the electrochemically
active surface area per anode unit volume and the microbial accessibility deep down to the electrode
structure, seeking for an adequate balance between bacterial colonization and specific surface area to

achieve the optimal electrode performance.

The work was developed according to three research lines: (1) obtaining, from a sewage sludge,
electro-active bacteria capable of degrading human urine and producing electric current in bio-
electrochemical systems; (2) designing and characterizing electrically conductive Ti4O; porous
structures with lamellar morphology; and (3) colonizing the TisO; electrodes with electro-active bacteria

for their use as microbial anodes in the production of electric current from human urine.
The studies carried out in this Thesis demonstrated that:

% itis possible to isolate, from a domestic sewage sludge, bacterial consortia capable of producing
electric current from human urine in bio-electrochemical cells.

% there is a range of urine concentrations in which is possible to maintain the viability of the
electro-active bacteria, beyond which inhibitory effects occur causing the loss of the microbial
activity and the concomitant drop of the electric current produced.

% it is possible to modify both the electrochemically active surface area and bacterial colonization
of the Ti4O7 electrodes by tuning the interlaminar distance.

% there is a limit to the maximum current density that can be obtained, which depends on both the
interlaminar distance and the electrochemically active surface area of the electrodes, as well as
on the urine concentration used.

% the maximum current density obtained from the laminar electrodes (5.2 kA/m?) is an order of
magnitude higher than those reported to date for bio-electrochemical systems fed with human

urine

Vi



Todos los protocolos empleados en este trabajo para llevar a cabo los estudios en presencia de orina
humana - tanto respecto de su recoleccion como de su manipulacion en el laboratorio - fueron evaluados
y acreditados por el comité del Programa Temadtico Interdisciplinario en Bioética (PTIB) de la
Universidad Nacional de Mar del Plata (UNMdAP). De acuerdo con estos protocolos, se conto con la
participacion de seis (6) adultos sanos como donantes de orina, seleccionados de acuerdo con diferentes
habitos alimentarios (mayor o menor ingesta dietaria de proteinas, carbohidratos y/o lipidos) asi como
también contemplando su actividad fisica diaria y masa muscular. Estos aspectos permitieron contar con
muestras representativas de una diversidad de caracteristicas fisiologicas, lo que resulta fundamental a
la hora de evaluar el rendimiento de los sistemas bio-electroquimicos en cuanto a la produccion de
corriente eléctrica a partir de orina. Todos los participantes de esta propuesta manifestaron su libre
voluntad mediante la firma de los correspondientes consentimientos informados, bajo el anonimato que
les garantiza la ley (Ley 25326) y a sabiendas de que su participacion no pone en riesgo alguno su salud

(ni fisica ni emocional).
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Abreviaturas

ADN: 4cido desoxirribonucleico.
AFC: celda de combustible alcalina.
APM: d&nodo poroso monolitico.

ATP: adenosin trifosfato.

BESs: sistemas bio-electroquimicos.
CLD: capa limite difusiva.

CV: voltametria ciclica.

DET: transferencia electronica directa.
DQO: demanda quimica de oxigeno.

DRAM: dispositivo de estado sélido de
almacenamiento de datos.

DTA: analisis térmico diferencial.

EAS: ensayo de aclimatacion secuencial.

EET: transferencia electronica extracelular.

Er: energia de Fermi.
EFC: celda de combustible enzimatico.

EIS: espectroscopia de impedancia
electroquimica.

EPS: sustancias poliméricas extracelulares.

FAN: nitr6geno amoniacal libre.
IET: transferencia electrénica indirecta.

ISISA: autoensamblado inducido por
segregacion de hielo.

LCD: lodo cloacal doméstico.

MCEC: celda de combustible de carbonato
fundido.

MEC: celda de electrélisis microbiana.

Vil

MECs: celdas de combustible microbianas.
MLB: limite de labilidad molecular.

MSC: celda solar microbiana.

MSO: mezcla Syntho/orina.

NADH: nicotinamida adenina dinucleétido.
NPs: nanoparticulas.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
PAFC: celda de combustible de acido fosforico.
PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.

PEMEFC: celda de combustible de membrana de
intercambio de protones.

PVP: polivinilpirrolidona.

QMRA: analisis cuantitativo de riesgo
microbiolégico.

rRNA: 4cido ribonucleico ribosomal.

RSM: metodologia de la superficie de
respuesta.

RVC: carbono vitreo reticulado.

SCE: electrodo de calomel saturado.

SEM: microscopia electrénica de barrido.

SHE: electrodo estdndar de hidrégeno.

SOFC: celda de combustible de 6xido de sodio.
TAN: nitrégeno amoniacal total.

TCA: ciclo de los &cidos tricarboxilicos.

TGA: andlisis termogravimétrico.

XRD: difraccion de rayos X.

3D: tridimensional/ es.



Abreviaturas

AG: energia libre de Gibbs.

K : velocidad de crecimiento microbiano.

Magnitudes
i: corriente eléctrica.
T: temperatura.

t: tiempo.

j: densidad de corriente eléctrica.

Unidades

°C: grados centigrados.
A: ampere.

eV: electron-volt.

g: gramos.
L: litros.

m: metro.

min: minutos.
Wh: watt-hora.

W: watt.

Prefijos
G: giga.
M: mega.

m: mili
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Capitulo 1

Introduccion

En este capitulo introductorio se enmarca, dentro del modelo energético actual, la relevancia del uso de energias
alternativas, haciendo hincapié en las caracteristicas generales de las celdas de combustible y en cémo la
modificacion de estas 1iltimas con material bioldgico (bacterias, denominadas electro-activas) ha dado lugar al
desarrollo de nuevas tecnologias bio-hibridas denominadas celdas de combustible microbianas (MFCs). En
este marco se describen las caracteristicas de funcionamiento de las MFCs y se introduce una idea disruptiva
abordada en los 1iltimos afios para el abastecimiento de las mismas: la utilizacién de orina humana como

combustible para la produccion de corriente eléctrica.

En la parte final del capitulo se describe la importancia que tienen los materiales y la arquitectura de los
electrodos que se utilizan en las MFCs en los procesos de recuperacion de carga eléctrica a partir de orina, y como
seria posible utilizar estructuras porosas de o6xidos eléctricamente conductores (TisO7) como dnodos

microbianos para incrementar la eficiencia de recuperacion de carga eléctrica en sistemas alimentados con orina.
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1.1- Problematicas del modelo energético actual

Existe una preocupacion creciente en el mundo, y en particular en el &mbito cientifico, vinculada a la
utilizaciéon de combustibles fésiles en el modelo energético vigente. Esta estd asociada directamente a
probleméticas relacionadas con la naturaleza de dichos combustibles.

Los combustibles fosiles, comtnmente llamados convencionales, esto es, el petréleo, el carbon y el
gas natural, se originan en procesos naturales que se dan en una escala de tiempo geoldgica. Proceden
de la materia organica proveniente de plantas y animales, depositada y acumulada en un proceso de
sedimentacién. La materia organica enterrada sufre una serie de transformaciones controladas por el
aumento de la presion y la temperatura. Este proceso transforma la materia organica en querégenos,
una mezcla insoluble de compuestos organicos de alto peso molecular presentes en las rocas
sedimentarias. En dltima instancia, una porcién de éstos es trasformada en petréleo, gas natural y
carbon. Debido a que esta transformacion requiere de intervalos temporales que abarcan millones de
afios, los combustibles fésiles son considerados recursos no renovables.

Estas caracteristicas conducen a dos problemaéticas de publico conocimiento que vale la pena
mencionar: (i) la expansiéon y desarrollo de un sistema energético mundial basado en recursos no
renovables, y (ii) el deterioro global del medioambiente debido a la quema de combustibles fésiles.

Hoy en dia los combustibles fésiles constituyen el 80% de la produccién energética mundial y del
consumo energético global (Enerdata, 2021). En los dltimos 20 afios, la tendencia de estos dos
parametros (produccién y consumo) muestra un incremento cercano al 2% anual, consecuencia del
aumento demografico mundial, con una interrupcion en el afio 2020 como consecuencia de la pandemia
Covid-19, seguida por una recuperacién en el siguiente afio. Si bien el petréleo, el gas y el carbéon
seguiran existiendo durante las proximas décadas, es innegable la problemética asociada a continuar
desarrollando un sistema energético focalizado en la utilizacién de recursos no renovables, mds atn si
se tiene en cuenta que la transicion a un nuevo modelo funcional de produccién de energia global
requerird, de la misma manera, de décadas para su desarrollo e implementacién. En este escenario, es
fundamental tener presente las dificultades cientificas y tecnolégicas que existirian para el suministro
energético en condiciones de escases o ausencia total de combustibles fésiles. Es por esto que es
necesario adoptar una iniciativa con esfuerzos direccionados a resolver las problematicas a largo plazo
en seguridad energética global.

En el contexto mencionado, la quema de combustibles fésiles ha generado un incremento

considerable de las concentraciones atmosféricas globales de compuestos que contribuyen al efecto
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invernadero - como el diéxido de carbono, el metano y el 6xido nitroso - resultado de la actividad
humana desde 1750 (Revolucién Industrial), lo que ha llevado a superar ampliamente en la actualidad
los valores preindustriales, determinados estos dltimos a partir del estudio de muestras de aire
atmosférico ocluidas en nacleos de hielo que han existido desde hace miles de afios (Etheridge et al,
1996). Hoy en dia, el sector energético es responsable de dos tercios de las emisiones globales, donde el
diéxido de carbono representa el gas antropomoérfico de efecto invernadero més importante. Las
concentraciones atmosféricas globales de este compuesto exceden ampliamente el rango natural de los
altimos 650 mil afios (180 a 300 ppm en 2005) (Intergovernmental Panel on Climate, 2007).

El efecto de las actividades humanas llevadas a cabo desde los comienzos de la Revolucién
Industrial se correlaciona directamente con un incremento en la temperatura global terrestre. Estos
cambios se evidencian en un aumento de la temperatura promedio del aire y los océanos, el
derretimiento extendido de nieve y hielo, y el incremento del nivel promedio global del mar. A nivel
continental, regional y oceanico, se manifiestan cambios en la cantidad de precipitaciones, salinidad de
los océanos, patrones de vientos y otros aspectos de eventos climaticos extremos que incluyen sequias,
grandes precipitaciones, olas de calor y ciclones tropicales (Trenberth et al, 2018).

La transicion energética es sin dudas el camino hacia la transformacién del sector energético global,
desde un sistema basado en combustibles fésiles hacia un modelo que minimice la utilizacién de
carbono, movilizado por la necesidad de reducir las emisiones de gases de efecto invernadero,
atenuando de esta manera el cambio climatico a nivel mundial. Sin embargo, para reemplazar el
petréleo, gas natural y carbén con otro tipo de combustibles u otras tecnologias, es necesario un mayor
conocimiento de los procesos de obtencion, distribucién y almacenamiento de la energia del que se tiene

actualmente.

1.2- Energias alternativas

Con el tiempo las fuentes de combustibles fésiles estaran menos disponibles, generando una mayor
dificultad de acceso a un bien necesario para el desarrollo de la vida. Las energias alternativas crean
nuevos escenarios con ventajas tangibles en varias aristas con respecto al paradigma energético actual.
Algunos beneficios socioeconémicos de su implementacién son la creacién de nuevos empleos
alrededor del mundo (11.5 millones en 2019 - Ferroukhi et al, 2020), la reduccién significativa de la
probabilidad de fallas a gran escala debido a la naturaleza modular de muchas de las tecnologias
asociadas, la mejora sustancial de acceso a las tecnologias emergentes gracias a la creacion de sistemas

auténomos de pequefia y mediana escala, asi como también las bajas emisiones de carbono de la
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mayoria de ellas, los que actualmente son el motor principal de su desarrollo. Estos beneficios, sin
embargo, comenzaron a ser visibilizados en las tltimas décadas con el despliegue extensivo de algunas
energias alternativas en particular.

En la actualidad son varias las energias alternativas que estan siendo implementadas en el mundo,
sin embargo, son dispares los niveles de desarrollo y utilizacién de cada una. En este momento, la
energia solar y la edlica son los mayores exponentes en términos de desarrollo en los dltimos afios.

La energia solar puede ser aprovechada directamente a partir de la interaccién con la radiacién
electromagnética asociada. Dentro del drea de la energia solar, las celdas fotovoltaicas son una de las
tecnologias energéticas renovables que mds ha crecido en el altimo tiempo, pasando de generar 32150
GWh de energia en el 2010 a generar cerca de 550000 GWh en el 2019. En estos dispositivos fotovoltaicos,
la energia luminica es utilizada para inducir una separaciéon de cargas entre dos semiconductores
proximos de diferente tipo (1 y p), produciendo asi un campo eléctrico capaz de generar corriente
eléctrica atil. Otra de las tecnologias mas exploradas en la actualidad es la de la energia edlica. En este
caso, el viento es usado para producir electricidad a partir de la energia cinética del aire en movimiento.
De forma similar a la energia solar, la edlica es una de las tecnologias renovables qué mas rapido ha
crecido en los ultimos afios. En el mundo, la capacidad instalada, es decir, la disponibilidad de
infraestructura necesaria para su produccion ha crecido casi 75 veces en las tltimas décadas, pasando
de 7.5 GW de potencia en 1997 a 564 GW en 2018. Los datos mostrados en las Figuras 1.1 (a) y (b) reflejan

las tecnologias que mas se han desarrollado en los tltimos afios en materia de energias alternativas.
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Figura 1.1. Evolucién temporal (altimos 20 afios) respecto a la generacién de energia eléctrica (a) y capacidad
instalada (b) en el mundo a partir de las tecnologias edlica onshore y solar fotovoltaica.
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Las tecnologias mencionadas han entrado en un ciclo de disminucién de costos, aumento de su
implementacion y acelerado progreso cientifico-tecnolégico. En particular, los precios de los médulos
de los paneles solares han caido cerca del 80% en los tltimos 10 afios, mientras que los de las turbinas
de viento lo han hecho entre un 30-40%. Estos resultados son consecuencia del soporte por parte de los
gobiernos involucrados, los que han incentivado a través de politicas publicas y financiamiento su
investigacion particular, generando simultdneamente un marco apropiado para el desarrollo de
mercados, los cuales han sido identificados como componentes complementarios vitales para impulsar
la innovacién en la actividad (Bettencourt et al, 2013).

La Tabla 1.1 muestra la evolucién en los tltimos 10 afios de un grupo mas amplio de energias
alternativas, como el biogas, la energia marina, la geotérmica y los biocombustibles, entre otras, en
términos de capacidad instalada y generacion.

Tabla1.1

Aumento porcentual en capacidad instalada y generacién para diferentes energias alternativas entre 2010 y
2019.

Tipo de Energia Capacidad (%) Generacion (%)
Solar fotovoltaica 1336 1610
Eodlica onshore 821 822
Solar térmica 397 633
Edlica offshore 234 256
Biogas 118 57
Marina 113 95
Biocombustibles liquidos 104 91
Biocombustibles s6lidos 83 57
Biocombustibles a partir de residuos 73 31
Hidréulica 28 21
Geotérmica 39 29

Una de las principales problematicas que experimentan las energias alternativas en estadios
tempranos de desarrollo es la incapacidad de aplicarse a mediana o gran escala, imposibilitando su
ingreso a los ciclos de optimizaciéon continua, donde su crecimiento pasa de estar latente en el tiempo a
estar en constante desarrollo, mostrando en los mejores casos cambios radicales en el transcurso de una
década.

La visualizacién de oportunidades emergentes de investigaciéon es fundamental a la hora de mejorar
el funcionamiento de las tecnologias energéticas existentes y reducir sus costos de implementacién, asi

como también a la hora de estimular la aparicion de nichos para la exploracién de nuevas tecnologias.
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Dentro del marco de energias alternativas, una de las formas mas ampliamente estudiada en los
altimos afios para abordar la interconversién de energia es la wutilizacion de dispositivos
electroquimicos, los cuales transforman la energia quimica en eléctrica. Entre estos dispositivos,
podemos encontrar las celdas de combustible y las baterias, cuyo principio de funcionamiento se basa
en una reaccién quimica controlada que conduce a la generacion directa de corriente eléctrica, la que es
finalmente aprovechada mediante la utilizacién de un circuito externo. En la actualidad, las celdas de
combustible representan uno de los sistemas electroquimicos mas eficientes que se conocen, ya que
estin exentas de procesos térmicos y/o mecédnicos intermedios de trasformaciéon energética
caracteristicos de otros tipos de dispositivos (como los motores de combustién, por ejemplo). Esto las
ha transformado en sistemas de utilizacién y desarrollo cada vez mas extendido.

Las celdas de combustible se posicionan en la actualidad como una de las alternativas més atractivas
para abordar la generacién no convencional de corriente eléctrica, debido principalmente a que
cumplen con requisitos tales como emisiones nulas y altas eficiencias de transformacion energética;
ademads de poseer simultdneamente varias ventajas desde el punto de vista de su implementacién, como
ser procesos silenciosos sin partes en movimiento, tener un disefio modular, operar a bajas temperaturas
y presentar generalmente cortos tiempos de puesta en marcha. En la proxima seccién se aborda el

funcionamiento y principales caracteristicas de este tipo de celdas.

1.3- Celdas de combustible

Las celdas de combustible son dispositivos electroquimicos que convierten la energia quimica contenida
en los enlaces moleculares de compuestos reducidos en energia eléctrica ttil para la realizaciéon de
trabajo (Steele y Heinzel, 2001). Todas las celdas de combustible son similares en su configuracién
basica. Constan de un electrodo en cuya superficie ocurre la oxidaciéon de los combustibles, denominado
anodo, y otro en donde ocurre la reduccién del oxidante, llamado catodo. Ambos estdn conectados
externamente a través de un circuito eléctrico y en contacto electrolitico a través de un medio conductor
de iones. A diferencia de las baterias, en las que el combustible y el oxidante se encuentran almacenados
en su interior, en una tipica celda de combustible éstos son suministrados continuamente (en estado
liquido o gaseoso) desde el exterior del dispositivo. Entre el &nodo y el catodo se intercala una delgada
capa de electrolito que cumple con diferentes funciones. Por un lado, conduce iones entre los electrodos,
lo que posibilita el mantenimiento del balance de cargas con el flujo de electrones que ocurre a través
del circuito externo, permitiendo cerrar de esta forma el circuito eléctrico global del sistema. Por otro

lado, se comporta como una barrera fisica que previene la mezcla directa del combustible y el oxidante.
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El tipo de electrolito utilizado en las celdas de combustibles y la temperatura de operaciéon de las mismas
son algunos de los criterios més adoptados para su clasificaciéon. En particular, son consideradas de
“baja temperatura” si operan alrededor de los 80°C. En la Tabla 1.2 se resumen las principales celdas de

combustibles de acuerdo con dicha clasificacion (Fuel cell handbook, 2000).

Tabla 1.2
Caracteristicas de celdas de combustible inorgénicas.
Celda de combustible Electrolito  Ion mévil Temperatura de operacion °C
. . Membrana
Membrana de intercambio de protones (PEMFC) o H* ~80
polimérica
Alcalina (AFC) Hidroxidode =y ~100

potasio (conc.)

Acido fosfoérico

Acido fosférico (PAFC) (conc.) H* ~200
Carbonato fundido (MCFC) furiiizzoggltloi do COs> ~650
Oxido sélido (SOFC) Ceramico O ~1000

Existe una gran variedad de celdas de combustible que se encuentran en distintos estadios de
desarrollo. Las mas utilizadas operan mediante reacciones quimicas relativamente simples, empleando
hidrégeno o metanol como compuestos oxidables, generando energia, agua y diéxido de carbono como
productos de reaccion. Sin embargo, también existen otros tipos de celdas que utilizan otro tipo de
combustibles, como por ejemplo monéxido de carbono o metano. Dentro de las celdas presentadas en
la Tabla 1.2, la de membrana de intercambio de protones (PEMFC) es una de las que atrae actualmente
mayor atencién a nivel mundial, especialmente por sus ventajas asociadas a las bajas temperaturas de
operacion (cercanas a las 80°C), rdpida puesta en marcha y facil y compacto apilamiento.

En la Figura 1.2 (a) se muestra un esquema de una celda de combustible hidrégeno/oxigeno de tipo
PEMFC, también llamada “pila de hidrégeno”. En este dispositivo, el hidrégeno es oxidado en el &nodo,
generando dos protones y cediendo dos electrones al electrodo de trabajo. La migracién de los protones
a través de la membrana y el flujo de electrones a través del circuito externo hacia el catodo permiten
completar el funcionamiento de la celda. En este esquema, los electrones se combinan con el oxigeno
presente en el compartimiento catédico durante el proceso de reduccion, produciendo agua como

compuesto final (Figura 1.2 (b)). Las celdas de combustible se configuran generalmente formando
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arreglos en serie (Figura 1.2 (c)) con la finalidad de obtener un voltaje mayor, resultado de la suma de
los voltajes de cada celda.

- b
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Figura 1.2. (a) Esquema de una celda de combustible con membrana de intercambio de protones (PEMFC). El
combustible y el oxidante ingresan a la celda y se ponen en contacto con el anodo y el catodo, respectivamente.
La membrana permite el movimiento de protones de dnodo a catodo. (b) Reacciones quimicas involucradas,
presentadas como hemirreacciones de éxido-reduccién (c) Arreglo en serie de celdas de combustible. La figura
fue adaptada de http:/ /www.twinkletoesengineering.info/hydrogen_car.htm.

Existen dos consideraciones importantes a tener en cuenta a la hora de estudiar la viabilidad de las
celdas de combustible: (i) la naturaleza de los catalizadores empleados en las reacciones de 6xido-
reduccion, y (ii) el cardcter renovable de los compuestos utilizados como combustibles. Para acelerar las
reacciones anddicas y catédicas de interés, es indispensable contar con catalizadores eficientes que
permitan alcanzar velocidades de conversion energética aceptables para el desarrollo de aplicaciones
practicas. En este contexto, el platino es el material que més se ha utilizado como catalizador (y atun
sigue siéndolo en la actualidad), fundamentalmente por su indiscutida actividad electroquimica y
excelente prestacién a largo plazo. Sin embargo, debido a su escasez y altos costos, la reduccién de su
carga (disminucion de la cantidad utilizada en las celdas) se ha convertido en el objetivo de muchos de
los estudios publicados en el altimo tiempo (Sui et al, 2017). En cuanto a la naturaleza renovable de los
combustibles empleados, es fundamental tener en cuenta el origen de los mismos. Si bien el hidrégeno,
por mencionar un ejemplo, se ha transformado en uno de los compuestos mas ampliamente utilizados
para alimentar estas celdas, es importante tener presente que la mayor parte del mismo proviene en
tltima instancia (directa o indirectamente) de compuestos obtenidos a partir de combustibles fésiles.
De esta forma, su utilizacién en este tipo de dispositivos disminuye en tltima instancia parte del caracter

renovable de esta tecnologia. Si bien una discusion profunda en el tema escapa a los objetivos de esta
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Tesis, es importante mencionar la relevancia de este tipo de celdas como plataformas conceptuales para
el desarrollo de nuevas tecnologias asociadas.

Las investigaciones en materia de catalizadores bioldgicos para reacciones de 6xido-reduccién han
abierto en los ultimos afios alternativas interesantes para el estudio y desarrollo de nuevas celdas de
combustible. En las denominadas celdas de combustible microbianas (MFCs), material biol6gico (en
particular, bacterias) es utilizado como catalizador de las reacciones quimicas involucradas (tanto de
oxidaciéon como de reduccién). El concepto fundacional de este nuevo tipo de celdas de combustible -
la bio-catalisis - ha dado lugar a la exploracién de nuevas condiciones experimentales y al abordaje de
una diversidad de reacciones que, en ausencia de microorganismos, no podrian tener lugar
espontaneamente desde un punto de vista energético. La utilizacién de microorganismos como parte
central en este tipo de celdas bioldgicas ha abierto asi un abanico de oportunidades, posibilitando -
como punto relevante - el empleo de combustibles renovables para la generaciéon no convencional de
energia, explotando la capacidad energética de moléculas organicas y/o inorgénicas provenientes de
fuentes naturales. Esto presenta a priori dos ventajas fundamentales: por un lado, es posible prescindir
de combustibles fésiles como punto de partida; mientras que, por otro, es posible aprovechar la
concentraciéon de moléculas presentes en su medio natural sin la necesidad de contar con
procedimientos costosos para su tratamiento previo. Esta tiltima ventaja ha permitido a su vez utilizar,
por ejemplo, aguas residuales domésticas y/o industriales, entre otras, como fuentes de materia
organica combustible en este tipo de celdas (Aelterman et al, 2006). En este contexto, las MFCs han
emergido como plataformas valiosas para la revalorizacién de desechos liquidos masivos con

simultanea generacion de energia eléctrica.

1.3.1- Celdas de combustible microbianas (MFCs)

Las MFCs forman parte de un conjunto mas amplio de tecnologias pertenecientes a la familia de los
sistemas bio-electroquimicos (BESs). El dominio de los BESs involucra el estudio y la aplicacién de
interacciones electroquimicas entre entidades biol6gicas (enzimas y/o microorganismos) y superficies
eléctricamente conductoras (electrodos), contemplando sistemas complejos focalizados en aplicaciones
tan diversas como la generacion de corriente eléctrica y el tratamiento de aguas residuales hasta la
producciéon de compuestos quimicos de interés, como hidrégeno, acidos organicos o alcoholes. La

Figura 1.3 muestra algunos ejemplos de BESs y las aristas de interrelacién entre ellos.
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electromicrobiana
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Figura 1.3. Sistemas bio-electroquimicos (BESs): celda de combustible microbiana (MFC), celda de combustible
enzimatico (EFC), celda de electrélisis microbiana (MEC) y celda solar microbiana (MSC).

Dentro del abanico de tecnologias bio-electroquimicas, y de acuerdo con los objetivos de este trabajo
de Tesis, resulta de particular interés hacer foco en las caracteristicas generales de las MFCs. Las MFCs
tienen una estructura andloga a las celdas de combustible convencionales, y - al igual que estas tltimas
- se caracterizan por su capacidad de transformar directamente energia quimica en energia eléctrica. La
principal diferencia entre ambos tipos de celdas es la utilizacién - en las MFCs - de bacterias
(denominadas electro-activas) como catalizadores de las reacciones anddicas y/o catddicas de interés.
Debido a la presencia de la interfase microbiana, las reacciones que ocurren en una MFC son de
naturaleza bio-electroquimica, y forman parte de las rutas metabdlicas de los microorganismos
involucrados. Durante la secuencia de transformaciones que ocurren en la produccion de carga eléctrica
a partir de los procesos oxidativos, los microorganismos electro-activos utilizan los electrones presentes
en el combustible (moléculas organicas, por ejemplo) para obtener la energia necesaria para abastecer
tanto sus procesos metabdlicos de reproduccion (division celular) como aquellos de mantenimiento
celular (von Stockar et al, 2006; Freguia, 2010). Ademas de estas caracteristicas, las MFCs se distinguen
de las celdas de combustible tradicionales en cuanto a las condiciones en las que operan y el tipo de
combustibles que emplean, estando éstos tltimos definidos por los microorganismos particulares

involucrados.
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Las MFCs constan (generalmente) de dos compartimientos separados por una membrana
semipermeable (Figura 1.4 (a)). Uno de ellos, el compartimiento anddico, acttia como receptaculo donde
ocurre la oxidacién microbiolégica del combustible (dador electrénico). Esta oxidacion permite disponer
de electrones que son transferidos al &nodo de la celda, ya sea mediante mecanismos de transferencia
de carga directa (esto es, por contacto directo de las bacterias electro-activas con la superficie anédica)
o indirecta (mediante la utilizacién de compuestos solubles que actdan como mediadores en solucién
en el proceso de transporte de carga) (Lovley, 2012). La Figura 1.4 (b) muestra un esquema para el caso
particular de un proceso anédico de transferencia electrénica directa (como el que serd explorado en

este trabajo de Tesis).

(a) (b)

Corriente
l Oxigeno Eléctrica
- e
e T Sustrato
Materia organica
v
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v v s e
: » s ¥ )
Bacterias _“ ) Lk B ' +=— Catodo
. { ) 3
~—— Protones
Protones ——
] Agua Bacteria electro-activa /
Anodo A
Membrana de intercambio Anodo

proténico

Figura 1.4. (a) Esquema de una MFC. Se representan los compartimientos anédico (celeste) y catédico (naranja),
junto con la membrana de intercambio i6nico. Se indica el flujo de carga eléctrica de anodo a catodo. (b)
Esquema del proceso de trasferencia electrénica directa en el compartimiento anédico de una MFC, como
consecuencia de la actividad catalitica de una bacteria electro-activa adherida al anodo. La figura (a) fue
adaptada de Luna Medina et al, 2018.

Independientemente del mecanismo de transporte operante, la carga eléctrica generada fluye desde
el 4nodo hacia el segundo compartimiento (citodo) a través de un circuito externo. En este
compartimiento ocurre finalmente la reducciéon de compuestos oxidados (oxigeno disuelto u otro
compuesto oxidante, los cuales acttian como aceptores electronicos finales), permitiendo cerrar el circuito
y emplear eventualmente la carga generada en aplicaciones précticas.

En términos generales, las MFCs operan en un rango de temperaturas de aproximadamente 20-
40°C, condiciones en las cuales los microorganismos denominados mesdfilos presentan un crecimiento

optimo. Existen también sistemas que operan a mayores temperaturas, los cuales requieren la
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proliferaciéon de microorganismos termofilos (hasta 55°C) para alcanzar su 6ptimo desempefio (Garip
et al, 2007). Respecto al pH de trabajo, las condiciones del compartimiento anddico suelen ser cercanas
a las neutras, de manera de mantener la viabilidad de los organismos presentes. Estas propiedades
otorgan a las MFCs una perspectiva de desarrollo atractiva, tanto para su uso en aplicaciones donde, o
bien es dificil alcanzar altas temperaturas, o donde condiciones extremas de reaccién no son deseadas.
Ademas, la gran diversidad de microorganismos electro-activos que existen en la naturaleza permite en
cierta medida que la operacion de las celdas pueda darse bajo condiciones de reaccién flexibles
(temperatura, pH, naturaleza de sustrato, entre otros). En este contexto, la cantidad de reacciones que
pueden ser potencialmente catalizadas gracias a las diversas rutas metabdlicas inherentes a cada
microorganismo, posibilita la utilizacién de un mayor nimero de sustancias para alimentar la celda,
ampliando asi significativamente el tipo de compuesto que puede ser considerado como combustible.

En este contexto particular, las MFCs han sido operadas exitosamente para la producciéon de
corriente eléctrica utilizando una amplia variedad de sustratos puros, desde compuestos simples como
glucosa, acetato, butirato y cisteina (entre otros), hasta otros mdas complejos como proteinas,
carbohidratos de cadena larga (almidén, por ejemplo) y lignocelulosa (Pant et al, 2010). Sin embargo,
uno de los aspectos mds relevantes de este tipo de celdas - que deriva en su uso principal en la actualidad
- es su capacidad para degradar materia orgénica contaminante presente en medios de composiciéon
compleja, entre los que se destacan desde aguas residuales domésticas hasta desechos acuosos
industriales y lixiviados de vertederos (He et al, 2017). Esto ha permitido obtener agua tratada con
menores concentraciones de materia organica, capaces de alcanzar en algunos casos estdndares y
especificaciones fisico-quimicas para su re-utilizacién (por ejemplo, para riego). De este modo, las MFCs
podrian considerarse dentro del conjunto emergente de tecnologias electroquimicas no sélo desde el
punto de vista de la recuperacion energética, sino también desde una perspectiva directamente asociada
al drea de saneamiento ambiental.

En este marco, una de las ideas mas disruptivas de los dltimos afios ha sido la utilizacién y
aprovechamiento de orina humana como sustrato complejo para alimentar MFCs, tanto con fines de
recuperacion energética como de nutrientes esenciales (por ejemplo, nitrégeno y fésforo) (Lu et al, 2019;
Sharma et al, 2022). Los estudios que han abordado este campo de investigacion han demostrado
(mediante herramientas de andlisis cuantitativo de riesgo microbiolégico, QMRA) que no existen
riesgos asociados al almacenamiento, manipulacién y reutilizacién de orina para aplicaciones bio-
electroquimicas (Hoglund, 2001; Quantitative microbial risk assessment, 2016), lo que ha conducido a

su uso descentralizado y cada vez més extendido en este tipo de tecnologias.
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1.4- Orina: combustible para MFCs

La orina humana es un residuo extremadamente masivo, alcanzando una produccién de mas de 8700
millones de litros por dia en el mundo (sobre una base de 7700 millones de personas en 2020, con un
75% de poblacién adulta) (World Bank Data Catalog). Un adulto promedio genera entre 1.5 y 2 litros
diarios de orina, lo suficiente como para llenar a lo largo de su vida (72 afios promedio, segin datos de
la OMS) 16 piletas de tipo Pelopincho (medidas estandar: 2,7 x 1,6 x 0,65 m). Si bien la orina representa
el 1% en volumen de las aguas residuales domésticas, contribuye con un 10% en peso a la demanda
quimica de oxigeno del agua residual (DQO, cantidad de sustancias disueltas o en suspensién en una
muestra liquida susceptibles de ser oxidadas por medios quimicos). A su vez, y de interés fundamental
para la recuperacion de nutrientes, la orina representa el 50% del f6sforo y el 75% del nitrégeno de las
aguas residuales domésticas (Santoro et al, 2020).

El uso de orina humana como fuente de materia organica biodegradable en MFCs se introdujo por
primera vez - y practicamente de manera simultdnea - en el afio 2012, por grupos de investigaciéon de
Inglaterra, Paises Bajos y China. El primer articulo publicado fue el del Laboratorio de Bio-energia, de
la Universidad de Southampton (Inglaterra), liderado por el Prof. Ioannis leropoulos. Este trabajo
pionero se centré particularmente en la producciéon de corriente eléctrica utilizando una MFC
(Ierépoulos et al, 2012). Por su parte, Kuntke y colaboradores (Centro de Excelencia para la Tecnologia
del Agua Sostenible, Paises Bajos) demostraron la posibilidad de acoplar el proceso de recuperacion
energética a la produccién descentralizada de amoniaco (Kuntke et al, 2012), mientras que Zang y
colaboradores (Departamento de Quimica, Universidad de Ciencia y Tecnologia de China, Hefei, China)
utilizaron la orina en procesos de recuperacién de fosforo (Zang et al, 2012). En la actualidad existen
mas de 200 articulos publicados en la temaética, los que en su mayoria abordan la optimizacién de MFCs
alimentadas con orina humana ya sea para la recuperacion energética o de compuestos de interés
comercial (por ejemplo, estruvita, (NHs)MgPO46H>O; compuesto utilizado ampliamente como
fertilizante). Desde las primeras publicaciones hasta la actualidad, la cantidad de articulos reportados
ha mostrado un crecimiento casi ininterrumpido, evidenciando la existencia de un nicho de

investigacion en constante expansion. La Figura 1.5 muestra esta evolucion en los tltimos afios.

13


https://datacatalog.worldbank.org/dataset/world-development-indicators/
https://es.wikipedia.org/wiki/Disoluci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Suspensi%C3%B3n_(qu%C3%ADmica)
https://es.wikipedia.org/wiki/Oxidaci%C3%B3n

Capitulo 1

98 - m MFC + Orina

20

Numero de

articulos 15 -
publicados
por aio 10 -
0 - N
0
)
N

Figura 1.5. Cantidad de articulos publicados en los tltimos afios relacionados con la utilizacién de orina humana
en MFCs.
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De acuerdo con estas publicaciones, las aristas principales de investigacién y optimizacién se han
centrado en la configuracién de los reactores, asi como también en la modalidad de alimentacion de los
mismos, las caracteristicas de los materiales del &nodo y cétodo y en la naturaleza y estructura de las
membranas separadoras. En este contexto, la utilizacién de orina focalizada en la producciéon de
corriente eléctrica no sélo se debe al enorme volumen producido y a su alta disponibilidad, sino también
a las ventajas competitivas que otorga su compleja y particular composicion respecto de otros medios
liquidos habitualmente utilizados como combustibles en MFCs, lo que ha llevado a valorar el potencial

energético de la orina en funcién de los compuestos quimicos excretados en ella.

1.4.1- Composicion de la orina

La orina humana es un liquido de color &mbar transparente generado en los rifiones. Estos funcionan
como un filtro que tamiza la sangre, eliminando el exceso de agua y los residuos solubles. La orina est4
compuesta (aproximadamente) por un 95% en peso de agua y un 5% de s6lidos disueltos (Santoro et al,
2020). La cantidad total de compuestos detectados en la orina varia en la bibliografia, principalmente
porque muchos de ellos se encuentran en bajas concentraciones (trazas) y - fundamentalmente - porque
dependen ampliamente de factores como el estilo de vida (sedentario/activo), el estado fisico, la masa
muscular, el género, las condiciones ambientales (temperatura, altitud, estacién del afio, porcentaje de

humedad, entre otros) y/o las caracteristicas nutricionales.
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Estudios metaboloémicos de la orina, es decir, estudios de deteccion e identificacién de los productos
quimicos o metabolitos que genera el cuerpo humano y elimina a través de la orina, han permitido crear
una base de datos a partir de resultados obtenidos mediante una amplia bateria de técnicas - como
Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Alta Resolucién, Cromatografia Gaseosa acoplada
a Espectrometria de Masas, Cromatografia Liquida de Alta Resolucién, entre otras - revelando la
complejidad composicional de la misma, con méas de 2600 compuestos identificados a la fecha asociados
a distintas condiciones fisiologicas (Bouatra et al, 2013). Esta complejidad ha sido abordada y
simplificada identificando cuatro grandes familias de compuestos, de acuerdo con 68 sustancias
mayoritarias que representan el 99% en peso de los solutos disueltos (Putnam, 1971). Sobre esta base,
los s6lidos disueltos en la orina pueden clasificarse como: (a) sales inorganicas, (b) urea, (c) compuestos
organicos (no urea) y (d) sales organicas de amonio. La Tabla 1.3 muestra las concentraciones totales de
los compuestos pertenecientes a cada grupo (primera columna) junto con la composicion elemental

(concentracién de carbono, nitrégeno, oxigeno, hidrégeno y azufre) diferenciada para cada uno.

Tabla 1.3
Clasificacién de los compuestos principales de la orina y andlisis elemental.
Cantidad
Grupos (mg/L) C (mg/L) N (mg/L) O (mg/L) H (mg/L) S (mg/L)
(a) Sales inorganicas 14157 100 0 1877 7 0
(b) Urea 13400 2680 6253 3573 893 0
(c) Compuestos orgdnicos 5369 2466 1211 1.231 347 134
(no urea)
(d) Sales organicas de amonio 4131 1630 659 1576 266 0
TOTAL 37057 6876 8123 8.257 1513 134

El grupo de sales inorgénicas (a) esta formado principalmente por cloruro de sodio y de potasio. El
i6n cloruro es el de mayor concentracion en la orina “fresca” (recién obtenida) con valores promedios de
5135 mg/L, seguido por el sodio (2780 mg/L) y luego el potasio (1680 mg/L). Otros iones de
concentracion relevante son el calcio, el magnesio, los sulfatos y los fosfatos. La urea (b) presente en la
orina es el producto terminal del metabolismo de proteinas y aminoacidos provenientes de los
alimentos ingeridos. Es el compuesto organico con mayor concentracion (13400 mg/L) y representa
entre un 75% y un 90% del nitrégeno total. Los compuestos organicos (c) presentes en mayor
concentraciéon son la creatinina, el acido hiptrico y el 4cido citrico, los que al pH de la orina (6-7) se

encuentran en su forma disociada (hipurato y citrato). Precisamente, estos aniones forman parte de las
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principales sales de amonio (d) presentes (Putnam, 1971). La Figura 1.6 esquematiza los diez principales
compuestos de la orina ordenados por concentraciéon promedio decreciente, haciendo hincapié en la

clasificacién mencionada.

4-7 % solidos l

Compuesto Rango (mg/L) Grupo
e | Urea 9300 23300 b
= o Cloruros 1870 8400 a
93-96 % agua Sodio 1170 4390 a
Potasio 750 2610 a
Creatinina 670 2150 C
Azufre 163 1800 a
Acido hipurico 50 1670 c
Orina Fosforo 470 1070 a
Acido citrico 90 930 c
Amoniaco* 70 880 d

Figura 1.6. Composicion promedio de la orina humana. E1 95 % (aproximadamente) es agua, mientras que solo
un 5 % son sé6lidos disueltos. La tabla muestra la concentracion de los principales compuestos disueltos. El *
indica concentraciones determinadas en orina fresca (recién obtenida).

De los s6lidos disueltos en la orina, el 60% aproximadamente corresponde a compuestos organicos
(pertenecientes a los grupos b, ¢ y d mencionados), los que podrian considerarse a priori como fuentes
de carbono y electrones para el crecimiento bacteriano y consecuente produccién de corriente eléctrica
en MFCs. Como se menciond, la orina posee también una gran cantidad de compuestos nitrogenados
(sales de amonio) que pueden a su vez ser utilizados como fuente de nitrégeno para el crecimiento
celular. Asimismo, y de relevancia directa respecto de su uso en MFCs, la orina se caracteriza por una
elevada conductividad iénica, dada por la gran cantidad de sales disueltas que contiene. La presencia
de estas sales es responsable de las bajas resistencias al transporte de iones en solucién, minimizando
caidas 6hmicas y fendmenos de migracion de especies cargadas cuando se la utiliza en MFCs (Putnam,
1971).

Estas caracteristicas, sumadas a su alta disponibilidad y costos nulos de obtencién, convierten a la
orina en un combustible atractivo para las MFCs. Sin embargo, més alld de estos beneficios, el
entusiasmo inicial en el 4rea se ha visto comprometido a razén de un conjunto de limitaciones
inherentes al funcionamiento de estas celdas (y en particular a su funcionamiento en presencia de orina),
lo que ha restringido al dia de hoy su implementacién a escala piloto o industrial. En este contexto, es

fundamental un abordaje multidisciplinario que permita identificar dichas limitaciones, de cara a la
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optimizacion y aplicaciéon concreta de esta tecnologia con potencial aplicaciéon en el campo de las

energias alternativas.

1.4.2- Limitaciones en MFCs alimentadas con orina

Los estudios que han abordado la recuperacién de energia a partir de orina en MFCs lo han hecho
mediante la adopciéon de una pluralidad de enfoques. Esto ha permitido identificar los principales
factores responsables de las bajas densidades de corriente y potencia que generalmente se obtienen.
Entre estos factores se encuentran, por ejemplo, la competencia de otros microorganismos
(principalmente microorganismos no electro-activos) por los compuestos oxidables disponibles en el
compartimiento anédico, la baja tasa de reduccién de oxigeno sobre los catodos de las celdas, los
problemas difusionales vinculados al transporte de materia organica y nutrientes, asi como también
limitaciones metabdlicas asociadas propiamente a las bacterias electro-activas que crecen sobre el
anodo. La Figura 1.7 muestra un esquema general de los principales factores que afectan el desempefio

general de las MFCs en presencia de orina humana.

. . Aspectos operacionales
Aspectos microbiolégicos
L o Temperatura
Condicion planctonica/biofilm
] Metodologia de alimentacion
Estratificacion fisioldgica

Tipo de microorganismo MEC + Orina

Concentracion de materia orgdnica

Fenomenos de transporte

Hidrodinamica

pH, fuerza idnica, concentracion de O,

l Electrodos
Material
Rugosidad
Conductividad
Quimica superficial
Polarizacion

Porosidad (abierta-cerrada/tortuosidad)

Figura 1.7. Ntcleos de potencial optimizacién en MFCs alimentadas con orina.

En cuanto a los factores relacionados con las condiciones de operacién de la celda, uno de los mas
relevantes es el pH en el compartimiento andédico. El aumento de pH que ocurre cuando se hidroliza la
urea presente en la orina puede provocar la pérdida gradual de la viabilidad microbiana, repercutiendo

directamente en el desempefio de recuperacion de carga (Prudente et al, 2021). Otro tipo de limitacién
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que conduce a la disminucién de la actividad metabdlica, y que no sélo ocurre en sistemas alimentados
con orina, estd asociado a la formacién de agregados bacterianos “gruesos” sobre la superficie del anodo.

Se ha demostrado que ciertos tipos de bacterias electro-activas (por ejemplo, las del género
Geobacter) tienen la capacidad de formar conglomerados bacterianos - llamados biofilms - de varios
micrones de espesor sobre la superficie anddica (“apilamiento” de bacterias), lo que permite a los
microorganismos alcanzar un arreglo funcional organizado sobre la superficie conductora (Bond et al,
2012; Yates et al, 2016). Estos biofilms, formados por bacterias embebidas en una matriz extracelular de
polisacaridos, proteinas, restos celulares y dcidos nucleicos - denominados en su conjunto sustancias
poliméricas extracelulares (EPS) - posibilitan la interacciéon con el d&nodo de bacterias que no se
encuentran en contacto directo con el mismo. Sin embargo, la formacion de biofilms gruesos (por encima
de ~ 50 um) conduce a una caida de potencial interna, debido a la resistencia eléctrica intrinseca del
material biol6gico. Este fendmeno, conocido como estratificacion fisiologica, induce a su vez una caida de
la actividad metabdlica celular de las bacterias que se encuentran mas alejadas de la superficie
conductora (Schrott et al, 2014) y conlleva, en el caso particular de los procesos microbianos de
transferencia electrénica directa (como los que se abordardn en esta Tesis), a una disminucién de la
carga recuperada por bacteria por unidad de tiempo. La Figura 1.8 muestra una representacion

esquematica de dicho fenémeno.

(a) (b)  Aunentodelaacividag
metabolica D
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Bacteria electro-activa
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Figura 1.8. Esquema representativo de un biofilm electro-activo sobre la superficie anédica. (a) Para espesores
“delgados” de biofilm (hasta ~ 50 pm), los microorganismos se encuentran metabdlicamente activos. (b) Para
espesores mayores, se produce una caida gradual de la actividad metabélica conforme aumenta la distancia a la
superficie del electrodo (estratificacion fisiologica), lo que disminuye la carga eléctrica recuperada por bacteria por
unidad de tiempo (la actividad metabdlica promedio del biofilm disminuye).

En los dltimos afios se ha estudiado particularmente la posibilidad de incrementar el rendimiento
del proceso oxidativo mediante diferentes estrategias, algunas de ellas enfocadas en la interaccién entre

los microorganismos electro-activos y la superficie del &nodo. Una de estas estrategias ha sido disefar
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y optimizar sistemas bio-hibridos que garanticen el contacto directo de la mayor cantidad de
microorganismos con la superficie conductora. Para esto, se han desarrollado electrodos
tridimensionales (3D) porosos capaces de proveer una estructura abierta con elevada area superficial
por unidad de volumen, de manera de lograr el crecimiento microbiano en el interior del electrodo (Xie
et al, 2015). En este contexto, se ha demostrado que tanto el tamafio como la morfologia de los poros son
variables clave para la colonizacién y desarrollo bacteriano (Chong et al, 2019). Asimismo, se ha
estudiado - tanto tedrica como experimentalmente - el efecto de la porosidad sobre los perfiles
hidrodindmicos desarrollados en el interior de los electrodos, con el objeto de controlar los procesos de
transporte de masa y las fuerzas de corte a las que los microorganismos son sometidos (Picioreanu et
al, 2000; Song et al, 2013). Asi, los estudios a la fecha han demostrado que, trabajando sobre la
arquitectura de los anodos, es posible atenuar parte de las limitaciones microbiolégicas e incrementar

la carga eléctrica recuperada.

1.5- Anodos microbianos: optimizacion para la generacién de corriente eléctrica

La optimizacién de los anodos microbianos esta dirigida a la obtencién de estructuras capaces de
generar una elevada densidad volumétrica de corriente. Este pardmetro puede interpretarse como el
producto entre la superficie especifica del electrodo, es decir, la relacién entre su area real y su volumen
geométrico (m2?/m?3), y la densidad de corriente por unidad de area (A/m?2). Cada uno de estos
parametros se ve afectado a su vez por diferentes caracteristicas de los electrodos, asociadas en mayor
o menor medida a la macro- y micro-escala de los mismos.

La principal caracteristica deseable en un anodo microbiano - en términos de su macro-escala - es
poseer una estructura porosa que, como ya se menciond, favorezca el contacto con la mayor cantidad
posible de bacterias electro-activas, garantizando a su vez los fenémenos de transporte de materia
organica y nutrientes necesarios para el crecimiento y mantenimiento celular, facilitando
simultdineamente los fenémenos de transporte vinculados a la eliminacién de los productos metabolicos
de desecho. Cuando estas consideraciones son tenidas en cuenta en el disefio de la estructura, suele
observarse un aumento considerable del rendimiento en comparacién con el obtenido utilizando
electrodos no porosos (Romeo et al, 2017).

En lo que refiere a la micro-escala, se busca que los electrodos posean caracteristicas que favorezcan
la interaccion con los microorganismos en términos de adhesion celular y transferencia electrénica. Para
esto se busca obtener ciertas caracteristicas superficiales, como alta rugosidad, bio-compatibilidad,

hidrofilicidad y, por supuesto, alta conductividad eléctrica (Romeo et al, 2017). Estas y otras
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caracteristicas forman parte del disefio de la superficie, y pueden obtenerse a través del control sobre
la quimica del material del &nodo o mediante la seleccion de recubrimientos superficiales “a medida“
con materiales especificos.

En la Figura 1.9 se resumen los aspectos estructurales y superficiales mencionados.

Anodos
microbianos
con alta densidad
de corriente
volumétrica

(i/m3)

v N\

Alta superficie por unidad de Alta densidad de corriente por

1
. volumen . unidad de area real de electrodo
accesible para microorganismos o
(m/m?) (i/m?)
| [
Macroporosidad . Microporosidad
. Tamafio de poro Disefio de la Diseno de la 3 Conductividad
. Forma de poro B o e N C Rugosidad
o Accesibilidad estructura superficie e Biocompatibilidad
Electrodos. CRIRRIDS Electrodos con superficie
macrosc6picos para la conductora y afines a la
colonizacion interna y adhesion bacteriana

operacién sin obstruccién

Figura 1.9. Optimizacién de &nodos microbianos. El objetivo es alcanzar una elevada densidad volumétrica de
corriente. Esto se puede lograr a través del disefio de la estructura y de la superficie del electrodo.

En este esquema de optimizacién, el disefio de &nodos porosos requiere ademads tener en cuenta
aspectos termodindamicos y cinéticos del crecimiento bacteriano, contemplando las necesidades
energéticas para la replicaciéon microbiana en conjunto con los factores dindmicos asociados al proceso
de transformacién de la materia organica en carga eléctrica. Esto repercute directamente en la necesidad
de disefiar poros abiertos ‘a medida” con tamafios y morfologias adecuadas para permitir el acceso tanto
de las bacterias electro-activas al interior de los electrodos como de la materia orgénica necesaria para
su desarrollo. La colonizacién de los electrodos conlleva a un aumento progresivo de la biomasa en el
interior de los mismos y, en consecuencia, un tamafio de poro no optimizado puede provocar la
obstrucciéon de la estructura porosa (Chong et al, 2019). Asimismo, el material particulado proveniente
de medios de alimentacién sin tratamientos previos (filtraciéon y/o precipitaciéon), podria bajo ciertas
condiciones contribuir también al “taponamiento” de la matriz porosa. Este fenémeno se ha visto en

aplicaciones tecnolégicas como el tratamiento de aguas residuales, y podria representar un
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inconveniente en sistemas bio-electroquimicos alimentados con orina. Por estas razones, muchos de los
electrodos porosos utilizados hoy dia en estudios bio-electroquimicos no cumplen con las caracteristicas
adecuadas de acuerdo a la escala de tamafio de poro y arquitectura requerida para favorecer una
actividad microbiana 6ptima. En este contexto, s6lo unos pocos disefios de &nodos porosos han
demostrado su potencial como “habitats” microbianos apropiados. Algunos de estos sistemas
contemplan desde configuraciones de lecho compacto, mallas de acero inoxidable, fieltros/cepillos de
carbono y textiles modificados con nanotubos de carbono hasta la mayoria de los anodos porosos
monoliticos (Xie et al, 2015).

A diferencia de los electrodos porosos formados por varias unidades conductoras interconectadas,
como por ejemplo las mallas o fieltros basados en fibras de carbono, un &nodo poroso monolitico (APM)
es aquel cuyo material estd intrinsecamente interconectado en una tnica unidad estructural y que,
ademads, posee porosidad abierta, es decir, accesible desde la superficie externa. Uno de los APM més
utilizados en la actualidad es el carbono vitreo reticulado (RVC), también conocido como espuma de
carbono. Este y muchos otros electrodos monoliticos se fabrican mediante procesos de pirolisis (en
atmosfera inerte o reactiva) de matrices porosas (en este caso particular, la de una esponja polimérica).
Sin embargo, esta no es la tnica forma de crear estructuras monoliticas porosas.

En los dltimos afios se ha estudiado el desarrollo de plataformas porosas jerarquicamente
estructuradas para diferentes aplicaciones, para lo cual se han propuesto diversas vias de preparacion
de las mismas. Dentro de los diferentes enfoques abordados, la técnica de estructuraciéon criogénica
denominada congelamiento direccional ha demostrado ser una opcién valiosa, brindando versatilidad
a la hora de seleccionar los materiales que pueden ser utilizados y procesados de acuerdo con los
requerimientos experimentales (Su et al, 2012; Zhang et al, 2005). Ademads, este método resulta
particularmente atractivo ya que permite controlar de manera muy precisa tanto la morfologia como el
grado de orden de la porosidad a partir del manejo de las condiciones de congelamiento. Al respecto,
la caracteristica mas sobresaliente de las estructuras obtenidas mediante congelamiento direccional es
su morfologia de tipo laminada (estructura tipo “milhojas” de ldminas equiespaciadas), lo que brinda la
posibilidad de controlar - a partir de las condiciones de procesamiento - el espaciado interlaminar y la
anisotropia de la porosidad resultante. Estas y otras caracteristicas han posicionado a esta técnica como
una herramienta versatil para el desarrollo de estructuras porosas funcionales de diferente naturaleza,
capaces de ser utilizadas en diversas areas de investigacién y desarrollo en el campo de la Ciencia de

Materiales (Deville, 2008; Guizard et al, 2014; Shahbazi et al, 2020).
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De acuerdo con el esquema de optimizacién mostrado en la Figura 1.9, ademas de las caracteristicas
estructurales, la quimica superficial del anodo juega un papel fundamental en el desempefio de
recuperacion de carga en procesos bio-electroquimicos. Es por esto que para la utilizaciéon de
plataformas porosas como anodos funcionales es necesario que su superficie cumpla ademas con los
requerimientos mencionados de afinidad microbiolégica (bio-compatibilidad), elevada conductividad
eléctrica, estabilidad mecanica y quimica, rugosidad (lo cual favorece la adhesién microbiana), entre
otros. Esto puede lograrse o bien mediante la modificacion superficial de una estructura porosa
preformada (en donde el material base s6lo determina la morfologia de la porosidad y la accesibilidad
al interior de la estructura, mientras que la modificacién superficial incorpora funcionalidad bio-
electroquimica) (Baudler et al, 2016) o mediante la elecciéon de un material que cumpla dichos
requerimientos per se, pudiendo utilizarse este tltimo para la fabricacién de la propia estructura porosa
(Massazza et al, 2015). En este tltimo caso, la posibilidad de contar ademas con materiales a los que
pueda modificarse su estructura electronica es particularmente atractiva, especialmente cuando el
principal objetivo es el desarrollo de electrodos (Massazza et al, 2018). Del abanico de opciones que
existe en la literatura al respecto, el didéxido de titanio (TiO:) se ha destacado en los tltimos afios como
punto de partida y material de eleccién para la preparaciéon de plataformas porosas eléctricamente

conductoras.

1.6- Oxidos de titanio eléctricamente conductores

La btsqueda de nuevas plataformas que puedan utilizarse - tanto desde el punto de vista
electroquimico como microbiolégico - para el desarrollo de danodos porosos, ha dado lugar a la
exploracion de materiales de diversa naturaleza (metales, materiales de base carbono, 6xidos) que
permitan abordar simultdneamente los requerimientos estructurales y superficiales mencionados. En el
area energética (generacion, conversion, almacenamiento), el TiO: ha surgido sin lugar a dudas como
uno de los materiales de eleccion en las tltimas décadas, tanto para su uso directo como también como
punto de partida para el desarrollo de estructuras de conductividad eléctrica variable. De acuerdo con
su estructura electronica de bandas, el TiO» (de férmula general TiO»., donde x representa una fracciéon
de vacancias de oxigeno en la red cristalina) es un semiconductor de tipo 7, el cual ha despertado
particular interés en el campo de la fotocatalisis (Haider et al, 2019). Sin embargo, la misma caracteristica
que ha estimulado su uso extendido como fotocatalizador - su amplio band-gap energético (3.0-3.2 eV,
dependiendo de su estructura cristalogréfica) - ha limitado al mismo tiempo su rango de absorcién de

radiacion a la zona ultravioleta del espectro solar.
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En las dltimas décadas se ha buscado extender este rango a la region visible, para lo cual se ha
recurrido a la generacion deliberada de defectos estructurales extendidos en la red cristalina del TiO2.x
(Chen et al, 2015). En el caso particular de 6xidos con estructuras de tipo rutilo, éstos han demostrado
ser excelentes plataformas para la “incorporaciéon” de multiples defectos; ya sea desde vacancias de
oxigeno y posiciones intersticiales, hasta planos de cizalladura (Diebold, 2003). Esto ha permitido no
solo modular la energia de absorcion del material, sino también producir estructuras que, dependiendo
de las condiciones experimentales (por ejemplo, la temperatura de trabajo), puedan comportarse
ademas como conductores eléctricos. Especificamente, las vacancias de oxigeno han demostrado tener
particular influencia sobre las propiedades eléctricas finales del material. El estudio tedrico y experimental del
efecto producido por la incorporacién de vacancias aniénicas en la estructura de 6xidos ha demostrado
también que, cuando intervienen en su composicion metales que pueden existir en mas de un estado de
oxidacion (como el caso del titanio), es posible controlar ademas de manera muy precisa la cantidad de
portadores de carga (electrones para el caso de los 6xidos de titanio) y la ocupacién de la banda de
conduccién del material (Eyert et al, 2004; Liborio y Mallia, 2009; Tsujimoto et al, 2015). Se ha
demostrado ademas que, si bien este efecto por si solo no garantiza conductividad eléctrica extendida
en el material, es posible modular la deslocalizacion electrénica por modificacién de las distancias
6xido-metal en la estructura cristalina, lo que puede lograse con la temperatura de trabajo.

En funcién de los estudios mencionados, y de acuerdo con los objetivos de esta Tesis, es de interés
remarcar el enorme impacto que ha producido el TiO, como material precursor de una serie de 6xidos
sub-estequiométricos conocidos como fases de Magnéli. Los 6xidos pertenecientes a esta familia son
compuestos de féormula general Ti,02..1, donde 1 es un nimero entero comprendido generalmente entre
4 y 10. Estos compuestos se caracterizan por una elevada conductividad eléctrica a temperatura
ambiente, la cual varia a lo largo de la serie en funcién del valor de n en la estructura (los 6xidos con
menor valor de n exhiben mayor conductividad). Al respecto, dentro de esta familia de sub-6xidos, el
Ti4O7 es el material mas atractivo desde el punto de vista electroquimico, debido a que presenta la
conductividad eléctrica mas elevada, complementada por una aceptable cinética de transferencia
electrénica superficial (Inglis et al, 1973; Smith et al, 1998; Chen et al, 2015). Estas caracteristicas,
sumadas a su estabilidad quimica, han hecho del Ti;O7 un excelente material de electrodo, tanto en el
campo de la investigacion bésica (por ejemplo, en el estudio de procesos de sintesis, procesos de
oxidaciéon de gases de combustion, entre otros) como también en la industria (sistemas de proteccion
catédica de acero en concreto, fotocatalisis, tecnologia de baterias, supercapacitores, entre otros) (Ioroi

et al, 2008; Maragatha et al, 2017; Nayak y Chaplin, 2018). En el caso particular de su utilizacién como
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electrodo, se ha demostrado que su uso como dnodo en celdas de combustible tradicionales ha mejorado
considerablemente el rendimiento de éstas, lo que se ha asociado a la conductividad eléctrica del
material como consecuencia de la gran cantidad de vacancias aniénicas de oxigeno que posee.
Ademas de sus propiedades eléctricas y de su consecuente uso en aplicaciones electroquimicas
(fundamentalmente bajo condiciones agresivas, como pHs extremos, soluciones con altos contenidos de
sales, medios corrosivos, entre otros), el Ti;O; resulta ser a su vez un candidato atractivo para su
utilizacién en el area bio-electroquimica. Esto se debe a su demostrada bio-compatibilidad frente a
bacterias electro-activas, lo que ha permitido el uso de este 6xido conductor como interfase de contacto
con estos microorganismos en procesos de transferencia electrénica directa sin provocar la inhibiciéon

de los mecanismos biolégicos involucrados (Romeo et al, 2017).

De acuerdo con el marco tedrico expuesto en el este capitulo, podemos reconocer la relevancia que
tendria el desarrollo de nuevas estructuras conductoras que puedan utilizarse en contacto con
microorganismos electro-activos para aumentar la eficiencia de recuperaciéon de carga eléctrica en

procesos bio-electroquimicos empleando orina humana como fuente energgética.

Esta Tesis se enfoca asi en el disefio y la preparacién de electrodos cerdmicos de TisO7 con porosidad
estructurada por congelamiento direccional, para ser utilizados como plataformas para el crecimiento
y colonizacion (dentro de los poros del material) de bacterias electro-activas capaces de degradar orina

humana y generar corriente eléctrica iitil.

El punto de partida para el desarrollo de las estructuras porosas sera la utilizacién de dispersiones
acuosas de nanoparticulas (NPs) comerciales de TiO, (P25, Degussa), las que serdn procesadas mediante
la técnica de congelamiento direccional. La eleccion de estas NPs como bloques de construccion de los
electrodos porosos se debe, por un lado, a la posibilidad de preparar dispersiones acuosas estables
capaces de ser estructuradas criogénicamente y, por otro, a la posibilidad de contar con un material base
precursor de la fase cristalogréfica conductora de interés (Ti4O7).

En esta Tesis se vinculan, a través del estudio de las propiedades de 6xidos eléctricamente
conductores y su interaccién con microorganismos electro-activos, dos campos de investigaciéon que

confluyen en el area bio-electroquimica: la Ciencia de Materiales y la Electro-microbiologia.
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Motivacion, hipotesis y objetivos

2.1- Motivacién del trabajo propuesto

De acuerdo con el marco teérico descripto en el capitulo anterior es posible emplear orina humana en
celdas de combustible microbianas (MFCs) para la recuperaciéon de nutrientes y la generacion
simultdnea de corriente eléctrica. Sin embargo, los fenémenos fisicoquimicos que se desencadenan
durante la degradacién microbiolégica de la orina y las limitaciones inherentes al funcionamiento de
las celdas repercuten a la hora de aprovechar este desecho corporal en los procesos de recuperacion de
carga. Dentro de las principales limitaciones, y de acuerdo con los objetivos del trabajo de Tesis, es de

interés remarcar los siguientes aspectos vinculados a la caida en el desempefio anddico:

@,

% Bajas eficiencias de recuperacion de carga debido a fenémenos de estratificacion fisiolégica (como
consecuencia del “apilamiento” de microorganismos electro-activos sobre la superficie del
anodo).

% Factores condicionantes de la viabilidad microbiana (por ejemplo, el pH del medio) cuando se
utiliza orina como combustible.

% Limitaciones asociadas al transporte de materia organica y nutrientes cuando se emplean &nodos
porosos con porosidad tortuosa.

% Colonizacién microbiana deficiente dentro de los electrodos porosos cuando éstos presentan

estructuras “cerradas” y bajas superficies por unidad de volumen.

En este contexto ain quedan aristas por optimizar en el funcionamiento de los sistemas bio-
electroquimicos alimentados con orina, tanto desde el punto de vista operacional (por ejemplo, caudales
de alimentacién y concentraciéon 6ptima de orina) como estructural (material y arquitectura de los
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electrodos - especialmente los d&nodos -, tamafio de las celdas, entre otros), lo que ha dado lugar a la

concepcion de esta Tesis.

La principal motivacién de este trabajo ha sido la de diseriar y preparar electrodos cerdmicos de oxidos de
titanio sub-estequiométricos (Ti4O7) con porosidad anisotropica (laminas alineadas longitudinalmente a lo largo
del electrodo) para ser utilizados como dnodos microbianos capaces de generar eficientemente corriente eléctrica a

partir de orina humana en sistemas bio-electroquimicos.

La Figura 2.1 representa graficamente esta idea:

e-
————e
Corriente

eléctrica e
- A
- - > f
[ L \
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electro-activa | Electrodo

laminado de Ti:O7

Figura 2.1. Esquema representativo de la idea/motivacién del presente trabajo de Tesis.

La busqueda de porosidad anisotrépica (obtenida mediante la técnica de congelamiento direccional)
se focalizd, por un lado, en la posibilidad de contar con anodos que puedan emplearse bajo una
modalidad de flujo continuo de orina a través de su estructura porosa. Esto favoreceria a priori los
fenémenos de transporte de materia organica y nutrientes a lo largo de todo el volumen del electrodo.
Asimismo, el desarrollo de estructuras con morfologia laminada permitiria utilizar la distancia
interlaminar como pardametro para controlar el “tamafio de poro” y, en consecuencia, la accesibilidad
microbiana al interior del electrodo. De igual modo, el control sobre la arquitectura porosa permitiria
modular la superficie electroquimicamente activa por unidad de volumen de éanodo. Estas

caracteristicas, sumadas a la utilizacién de un material de electrodo bio-compatible con excelentes
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propiedades eléctricas, permitirian aprovechar la superficie del 6xido conductor como plataforma para
el crecimiento y proliferacién de bacterias electro-activas.

En la primera seccion experimental de la Tesis (Capitulo 4) se presentan estudios de produccion
microbiolégica de corriente eléctrica a partir de orina utilizando electrodos no porosos de grafito
como anodos de celdas bio-electroquimicas. En este capitulo se detalla un protocolo de enriquecimiento
de bacterias electro-activas (obtenidas a partir de un lodo cloacal doméstico) capaces de degradar los
componentes de la orina humana y generar corriente eléctrica, asi como los estudios de identificacion
de dichos microorganismos. Luego se describe el efecto de la concentracién de orina sobre la viabilidad
microbiana y se introduce un estudio tedrico de simulacién de las densidades de corriente a partir de
un modelo termodindmico aplicado al metabolismo microbiano. El objetivo de esta primera parte del
trabajo fue obtener, a partir de una fuente natural, una poblacién microbiana mixta (electro-activa y no
electro-activa) capaz de degradar orina y producir carga eléctrica, asi como establecer un rango éptimo
de concentraciones de orina en el cual los microorganismos electro-activos permanezcan
metabodlicamente viables. Los resultados de esta secciéon se utilizaron para fijar las condiciones
experimentales empleadas en la dltima parte del trabajo (Capitulo 6).

En la segunda seccién experimental (Capitulo 5) se presenta el disefio, preparacién y
caracterizacion fisicoquimica de electrodos porosos de TisO7 con porosidad anisotrépica obtenidos
por congelamiento direccional. Esta seccion discute las variables de procesamiento que controlan las
caracteristicas estructurales de los electrodos, en particular, el espaciado interlaminar y la superficie
especifica por unidad de volumen. El objetivo de esta seccién fue obtener electrodos con elevada
porosidad y conductividad eléctrica, generando estructuras con baja tortuosidad y alta superficie
electroquimicamente activa para su utilizacion como anodos microbianos. Los resultados de este
capitulo se emplearon en la dltima parte del trabajo (Capitulo 6) para relacionar las propiedades
estructurales de los electrodos con las densidades volumétricas de corriente obtenidas en funcién de la
concentracién de orina.

En la altima seccion (Capitulo 6) se presenta el estudio de la combinacion de los microorganismos
electro-activos obtenidos a partir del lodo cloacal y los electrodos porosos de Ti;O7 desarrollados, con
el objeto de producir corriente eléctrica en sistemas operados bajo condiciones de flujo continuo de orina
a través de la estructura porosa de los electrodos. El objetivo de esta seccién final fue evaluar los nuevos
electrodos hibridos desarrollados y predecir las condiciones 6ptimas de concentraciéon de orina y
espaciado interlaminar que conducen a la maximizacién de la corriente generada por unidad de

volumen de dnodo microbiano. El estudio se llevé a cabo dentro del marco estadistico de la Metodologia
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de la Superficie de Respuesta (RSM), selecciondndose la concentracién de orina y el espaciado

interlaminar como las variables experimentales bajo control, construyendo superficies de densidad

volumeétrica de corriente como variable de respuesta.

A continuacién, se muestra un esquema de la estructura del trabajo de Tesis de acuerdo con cada

una de las secciones mencionadas.
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2.2- Hipoétesis planteadas

Las hipétesis de este trabajo son:

Y/
0'0

Y/
0'0

Y/
0'0

Es posible enriquecer, a partir de lodos cloacales domésticos, microorganismos electro-activos
capaces de ser utilizados en presencia de orina humana para la produccion de corriente eléctrica
en sistemas bio-electroquimicos.

El control sobre las variables de procesamiento (congelamiento direccional) permite modular a
voluntad la porosidad y estructuracion final de los electrodos de TisO7.

La porosidad abierta de los electrodos y su morfologia laminar facilitan la colonizacién bacteriana
en su interior, asi como los fenémenos de transporte de materia organica, nutrientes y productos
de desecho metabdlico.

El control sobre la estructura de los electrodos permite modular el area superficial por unidad de
volumen y, en consecuencia, el drea de contacto efectiva entre los microorganismos electro-
activos y la superficie conductora.

El aumento del area de contacto entre las bacterias electro-activas y la superficie del electrodo
conduce a un incremento de la densidad volumétrica de corriente.

El uso de 6xidos de titanio conductores (fases de Magnéli, en particular TisO;) como material de
electrodo permite lograr una mayor eficiencia en la transferencia electrénica bacteriana, debido
a su mayor conductividad eléctrica en comparacién con los materiales carbonosos tipicamente

utilizados como anodos en el area bio-electroquimica.

2.3- Objetivos del trabajo de Tesis

El Objetivo General de esta Tesis es desarrollar electrodos bio-hibridos porosos (TisO/bacterias electro-activas)

capaces de producir corriente eléctrica a partir de orina humana, contribuyendo a la comprension de los fendmenos

y variables que controlan los procesos de recuperacion de carga eléctrica en los sistemas hibridos desarrollados.

De acuerdo con este objetivo general, se plantean los siguientes Objetivos Especificos:

Enriquecer e identificar, a partir de efluentes cloacales domésticos, consorcios bacterianos
capaces de producir corriente eléctrica a partir de orina humana.

Evaluar la influencia de las variables de procesamiento criogénico sobre el tamafio y la
morfologia de los poros generados en los electrodos de TisO.

Seleccionar las condiciones 6ptimas para los tratamientos térmicos y quimicos de las matrices

ceramicas de TiO. (precursoras de los electrodos de TisO7) que permitan la consolidaciéon
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estructural de las mismas y la obtencion de la fase cristalografica responsable de la conductividad
eléctrica (Ti4Oy).

% Evaluar la adherencia y proliferaciéon de consorcios bacterianos en el interior de los electrodos
preparados en funcién del espaciado interlaminar generado.

% Evaluar la produccion de corriente eléctrica a partir de orina humana utilizando los electrodos
bio-hibridos bajo una modalidad de alimentacién continua de tipo flujo a través.

% Aplicar métodos estadisticos multivariados (metodologia de la superficie de respuesta, RSM)
para predecir las condiciones 6ptimas estructurales y de operacion de los &nodos microbianos

que conducen a la maximizacion de la densidad volumétrica de corriente.
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Técnicas de analisis y caracterizacion

En este capitulo se resumen las técnicas utilizadas en el trabajo de Tesis para caracterizar los materiales preparados

y el desemperio electroquimico/bio-electroquimico de los electrodos hibridos desarrollados.

3.1- Cronoamperometria

La cronoamperometria es una técnica electroquimica en la que el electrodo de trabajo es sometido a un
potencial constante y la corriente generada en este se registra y grafica en el tiempo. La Figura 3.1
muestra un perfil tipico de una cronoamperometria obtenida en una celda de tres electrodos biética (por
ejemplo, a partir de un electrodo de grafito colonizado por microorganismos electro-activos) bajo
alimentacion continua. El aumento de la densidad de corriente eléctrica sobre el electrodo est4 asociado

a los procesos de catalisis bacteriana.
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Figura 3.1. Cronoamperometria “tipica” en una celda biética de tres electrodos con alimentacién continua. El
tiempo de evolucién de cada etapa depende de los microorganismos involucrados y las condiciones
experimentales utilizadas.
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En la primera etapa del proceso (Etapa 1 - Figura 3.1) la corriente medida sobre el electrodo es
incipiente y corresponde a la fase lag o de latencia, donde las bacterias se adaptan al medio de cultivo y
comienzan a interactuar con el electrodo. El mayor aumento de la corriente eléctrica en el tiempo se da
en la segunda etapa, conocida como fase de crecimiento exponencial (Etapa 2 - Figura 3.1), la que
corresponde al crecimiento bacteriano sobre el electrodo, utilizando su superficie como sumidero de los
electrones provenientes de la oxidacién de los compuestos presentes en el medio. Esta etapa coincide
con la mayor velocidad de crecimiento de la biomasa. Finalmente, en la tercera etapa (Etapa 3 - Figura
3.1), conocida como fase estacionaria, se alcanza una corriente invariante en el tiempo cuando la cantidad
de bacterias se mantiene constante. Como se menciond, este perfil cronoamperométrico corresponde a
una modalidad de alimentacion continua de medio de cultivo. Esto permite mantener constante la
concentracion de compuestos quimicos en las celdas y asi obtener corrientes estables en el tiempo. En
el caso de trabajar bajo una modalidad batch (suplementacion inicial de medio de cultivo sin renovacion
en el tiempo), se observaria una cuarta etapa de muerte celular, donde la disminucién en la
concentraciéon de los compuestos utilizados como alimentacion ya no permite mantener una corriente
estable, observandose una caida final de la misma.

Esta técnica se emple6 en el marco de la Tesis para evaluar la producciéon de corriente eléctrica a
partir de electrodos de grafito colonizados por bacterias electro-activas (Capitulo 4) y de los nuevos
electrodos bio-hibridos de Ti4O7 desarrollados (Capitulo 6), utilizando en todos los casos celdas bio-
electroquimicas de tres electrodos como reactores experimentales. El potencial seleccionado para la
evaluacién de los electrodos fue de 0.2 V vs Ag/AgCl. Para esto se emple6 un potenciostato Autolab

105 PGSTAT 101, controlado por el software NOVA 1.6.

3.2- Voltametria ciclica (CV)

La voltametria ciclica (CV, por cyclic voltammetry) es una técnica electroquimica que permite detectar
procesos de transferencia de carga sobre la superficie del electrodo de trabajo (conocidos como procesos
faradaicos) asi como también procesos de acumulacién de carga en la interfase electrodo/soluciéon
(conocidos como procesos capacitivos) en funcion del potencial externo aplicado. Para esto la técnica
consiste en la aplicacién de una perturbacién en el potencial (V) del electrodo de trabajo, la cual puede
cambiar, por ejemplo, linealmente con el tiempo, como se muestra en la Figura 3.2. La corriente que
fluye a través del electrodo se registra y grafica finalmente en funcién del potencial aplicado. Este

gréfico es conocido como voltagrama y se muestra en la Figura 3.3 para una reaccion reversible tipica.
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Potencial (V) 1 Corriente |, B-e—p A
eléctrica (A =
(A) ! /‘\: Reaccion de oxidacion

V2 / =N,
e,

N
Vi \/ Reaccion de reduccion

A+e —p B
Tiempo (s) Potencial (V)
Figura 3.2. Cambio lineal del potencial (V) del electrodo Figura 3.3. Voltagrama: corriente eléctrica (A) vs potencial
de trabajo en funcién del tiempo en una voltametria V).

ciclica.

El potencial inicial V1 (Figura 3.2) se selecciona generalmente en un valor donde no se observe
corriente asociada a una reaccién quimica para el sistema bajo estudio. En el caso de una voltametria
ciclica de barrido lineal, el potencial se hace variar linealmente hasta un valor V2 a partir del cual se
invierte la direccién de avance y el potencial aplicado al electrodo regresa al valor inicial. Los valores
de los potenciales V1 'y V2 se seleccionan en general de manera de abarcar un amplio rango, en el cual
se encuentre la reacciéon de interés.

Los barridos hacia potenciales positivos (derecha en el ejemplo de la Figura 3.3) se denominan
anoédicos, ya que inducen reacciones de oxidacion sobre el electrodo polarizado. Por el contrario, cuando
el barrido se realiza hacia potenciales negativos (izquierda) se inducen reacciones de reduccién (barrido
catddico). El ciclo de barrido de potenciales suele realizarse varias veces hasta alcanzar valores
estacionarios de corriente, y la velocidad a la que se realiza el mismo (variacién del potencial con el
tiempo) puede modificarse para obtener informacién acerca de la velocidad de las reacciones en el
electrodo. Esta velocidad esta dada por la pendiente de las rectas en la Figura 3.2.

Esta técnica se utilizé (Capitulos 4 y 6) para la deteccion de los procesos redox asociados a la
transferencia de carga eléctrica entre los microorganismos electro-activos involucrados en la produccién
de corriente y los electrodos sobre los cuales crecieron. Asimismo, se utilizé esta técnica para la
determinacion del drea por unidad de volumen de los electrodos de TisO7 desarrollados (Capitulo 5),
como se resume en la siguiente seccién. Los estudios de voltametria ciclica se realizaron utilizando un
potenciostato Autolab 105 PGSTAT 101, empleando diferentes rangos de potencial (de acuerdo con el
sistema estudiado) y usando diferentes velocidades de barrido (de 1 a 10 mV/s) en funcién del objetivo

abordado.

33



Capitulo 3

3.2.1- Determinacion de areas mediante voltametria ciclica

El area superficial volumétrica de materiales conductores puede ser calculada a partir de valores de
capacitancia de doble capa eléctrica (Cdl) obtenidos por voltametria ciclica en soluciéon. La
determinacion de Cqi se realiza modificando la velocidad de barrido de potencial a la que se somete el
electrodo de trabajo, midiendo la respuesta en corriente (asociada a la migracion de especies cargadas
hacia la superficie del electrodo) para cada velocidad. El area superficial electroquimicamente activa
puede finalmente determinarse dividiendo Cqi por la capacitancia efectiva (Cefectiva) propia del material
de electrodo bajo estudio, donde Cefectiva €s la capacidad asociada a la polarizacién del material, debido
a la separacién y acumulacion de portadores de carga en la superficie del mismo.

La determinacion del &rea superficial volumétrica de los electrodos de TisO7 se realizé con un
potenciostato VoltaLabl0 PGZ-100 (Radiometer Analytical). Esta, se aborda en el Capitulo 5, y los

calculos correspondientes se detallan en el Anexo B.

3.3- Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)

Cuando se aplica un potencial (V) a un sistema electroquimico se produce un flujo de corriente (i) a
través de éste, cuyo valor estard determinado por el mecanismo de transporte que tenga lugar en el
sistema. En particular, si el potencial aplicado es sinusoidal, la respuesta obtenida también lo sera. La
relacién que existe entre el potencial sinusoidal aplicado y la corriente resultante es conocida como
impedancia (Z), la cual tiene una magnitud V(t)/i(t). Los diferentes procesos que ocurren a nivel
electroquimico “absorben” energia eléctrica a frecuencias discretas, provocando consecuentemente una
demora temporal entre la sefial de entrada y de salida (respuesta), la cual se mide a través de un dngulo
de fase (0). Por este motivo, la impedancia representa una cantidad vectorial en el plano complejo.

Si se aplica un potencial sinusoidal a un elemento resistivo puro, la magnitud de Z serd igual a la
resistencia, y la fase sera igual para todas las frecuencias evaluadas. En un gréfico de componente
imaginaria (Zing) en funcion de la componente real (Z.), este caso particular queda representado como
un vector sobre el eje real. Por otro lado, si la sefial sinusoidal es aplicada a un capacitor puro, la Z sera
independiente de la frecuencia, y el dangulo de fase serd de 90°. La representacion grafica en este caso
serd un vector sobre el eje imaginario. El resultado de combinar componentes resistivos y capacitivos
en un sistema (en serie o en paralelo) es facilmente reproducible, y las graficas resultantes pueden ser

apreciadas en la Figura 3.4.
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Figura 3.4. Espectros de impedancia en el plano complejo. (a) Resistencia y capacitor en serie; (b) Resistencia y
capacitor en paralelo.

A diferencia de las técnicas de corriente continua, la espectroscopia de impedancia permite obtener
separadamente los valores de resistencia (R) y capacidad (C) asociados a las diferentes partes
constituyentes del sistema bajo estudio. Generalmente, para el andlisis de los resultados es conveniente
disponer de un circuito equivalente (construido a partir de la combinacién de elementos resistivos y
capacitivos) para la representacion del comportamiento y realidad fisica del sistema.

En este trabajo se utilizo la técnica de espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS, por
electrochemical impedance spectroscopy) para determinar la capacidad efectiva (Cefectiva) del material de los
electrodos porosos (Ti4O7), con el objeto de determinar el area superficial volumétrica de los mismos.
Este estudio se aborda en el Capitulo 5. Las medidas fueron realizadas a temperatura ambiente
utilizando un impedancimetro Gamry Ref600, en el intervalo de frecuencias 1x105 y 1x102 Hz,
empleando una solucién 0.1 M de Na>SO4 como electrolito soporte, un electrodo de calomel saturado
(SCE) como referencia y un alambre de platino bobinado como contra-electrodo. Los detalles se abordan

en el Anexo B.

3.4- Difraccion de rayos X de polvos (XRD)

La técnica de difraccién de rayos X (XRD, por X-ray diffraction) es un método no destructivo que permite
caracterizar materiales con cierto grado de cristalinidad. Proporciona informacién sobre la distribucién
espacial de los 4tomos (o iones) en estructuras cristalinas, asi como también de otros parametros
estructurales, como el tamafio medio de grano, el grado de cristalinidad, la presencia de defectos, entre
otros.

Los rayos X son una clase particular de radiaciéon electromagnética de elevada energia, cuya

longitud de onda es del orden de magnitud de los espaciados interatémicos existentes en los materiales
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s6lidos cristalinos. Cuando una muestra es irradiada con rayos X, la interaccion con la luz incidente
produce - en el caso de que exista una disposiciéon ordenada de los &tomos - un fenémeno de difracciéon
e interferencia constructiva cuando las condiciones satisfacen la Ley de Bragg. En estos casos, se
producen patrones de difraccién cuyas intensidades y posiciones en el difractograma resultante estan
determinadas por la distribucién de los &tomos dentro de la red. La relacion que existe entre la posicion
de los picos de difraccion y los espaciados interatémicos caracteristicos permite la identificacion del
compuesto bajo estudio.

En este trabajo de Tesis se utilizé difracciéon de rayos X para el andlisis de las fases inorganicas
precipitadas sobre los electrodos de trabajo evaluados en presencia de orina humana (Capitulo 4).
Asimismo, se empel6 para la caracterizaciéon de los polvos comerciales de nanoparticulas de TiO»
(Aeroxide P25/Degussa) utilizados para la preparacion de los electrodos porosos y para la
identificacién de la fase conductora TisO7 (Capitulo 5).

Los andlisis de las muestras en polvo se realizaron usando un difractémetro PANalytical X Pert
Pro, empleando radiacion de Cu K, (\ = 1.541 A). En todos los casos se emple6 un voltaje acelerador de
40 kV y una corriente de 30 mA, abarcando la regién de 20 (dngulo de difraccién) comprendida entre

10 y 80°, utilizando una velocidad de barrido de 1°/min.

3.5- Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electrénica de barrido (SEM, por scanning electron microscopy) es una técnica que permite
obtener informacién morfoldgica/topografica de la superficie de una muestra, produciendo imagenes
de alta resolucién a partir de la interaccién de un haz de electrones con la materia. Para esto el equipo
cuenta con un filamento por el que se hace circular una corriente, al cual se aplica una diferencia de
potencial para inducir la emisién del haz de electrones que impactara - luego de ser enfocado mediante
un sistema de lentes electro/ magnéticos - sobre la muestra. La deteccion de los electrones dispersados
por la superficie (denominados electrones secundarios) permite crear una imagen que refleja las
caracteristicas de la misma.

En este trabajo se utiliz6 microscopia electrénica de barrido para el anélisis superficial de electrodos
de grafito colonizados por microorganismos electro-activos (Capitulo 4), para la determinacion de los
espaciados interlaminares de los electrodos de Ti4O7 con porosidad anisotrépica (Capitulo 5) y para la

caracterizacion de estos tltimos en presencia de bacterias electro-activas (Capitulo 6).
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Las observaciones fueron realizadas con un microscopio Jeol (JSM-6460LV), previo recubrimiento

de las muestras con una delgada pelicula de Au/Pd.

3.6- Fijacion de microorganismos

Para la visualizacion por SEM de los microorganismos crecidos sobre la superficie de los electrodos
debe realizarse un proceso previo de fijacion quimica, de manera de preservar la estructura y morfologia
bacteriana. Este procedimiento implica el tratamiento inicial de las muestras (electrodos de grafito y de
Ti4O; colonizados) con una soluciéon de glutaraldehido (GTA), el cual forma “puentes” entre las
moléculas del tejido bacteriano. Posteriormente, las muestras tratadas con GTA son sometidas a un
proceso de deshidratacion progresiva mediante la inmersién en soluciones de etanol de concentracién

creciente. La Tabla 3.1 muestra el protocolo desarrollado para los distintos tipos de muestras.

Tabla 3.1
Protocolos de fijacién para electrodos de grafito y Ti4O7 colonizados
Electrodos de grafito Electrodos de TisO7
Paso  Solucién  Concentracion (%) Tiempo (min) | Paso  Solucion Concentracion (%)  Tiempo (min)

1 GTA 2,5 15 1 GTA 2,5 40
2 Etanol 30 10 2 Etanol 30 10
3 Etanol 40 10 3 Etanol 40 10
4 Etanol 60 10 4 Etanol 60 10
5 Etanol 80 10 5 Etanol 80 10
6 Etanol 100 10 6 Etanol 100 10

3.7- Analisis térmico diferencial (DTA)

Bajo la denominacién de andlisis térmico suele englobarse un conjunto de técnicas analiticas que
permiten estudiar el comportamiento de los materiales frente a la temperatura. En particular, el anélisis
térmico diferencial (DTA, por differential thermal analysis) es una técnica en la cual se registra la diferencia
de temperatura (AT) entre una muestra y un material de referencia inerte (por ejemplo, Al:O3) en
funcién de la temperatura, de acuerdo con un programa de calentamiento/enfriamiento controlado.
Los cambios diferenciales de temperatura entre la muestra y la referencia (ya sean derivados de
procesos endotérmicos o exotérmicos) son finalmente graficados en funcién del tiempo o de la
temperatura, dando lugar al termograma resultante, el cual proporciona informacién sobre las

transformaciones que ocurren en la muestra de interés, tales como procesos de fusion, cristalizacion,
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transiciones vitreas, reacciones quimicas, entre otros. Estos eventos se manifiestan como “picos” o

“valles” en el termograma, tal como se observa a modo de ejemplo en la Figura 3.4.

Exotérmico

< AT —>

Endotérmico

Temperatura

Figura 3.4. Termograma DTA. Los picos y valles representan diferencias de temperatura entre la muestra y la referencia a
una determinada temperatura.

Esta técnica se empled (Capitulo 5) para el estudio de las transiciones térmicas de las piezas de
PVP/TiO; precursoras de los electrodos de TisOy;. Para esto se utilizé un equipo Shimadzu DTA-50H,

evaluando las muestras en atmosfera de aire a una velocidad de calentamiento de 10°C/min.

3.8- Analisis termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico (TGA, por thermogravimetric analysis) es una técnica utilizada para
estudiar los cambios en la masa de una muestra en funcién de la temperatura, mientras se la somete a
un programa controlado de calentamiento o enfriamiento. Este andlisis proporciona informacién
relevante sobre diversos procesos que ocurren en una muestra, como la pérdida de humedad,
transiciones de fase o descomposicién de compuestos. Esta técnica de utilizé (Capitulo 5) para la
determinacion de las condiciones de tratamiento térmico para el sinterizado de las piezas ceramicas
porosas de TiO. Para esto se emple6 un equipo Shimadzu TGA-50H, sometiendo las muestras a una

atmosfera de aire a una velocidad de calentamiento de 10°C/min.

3.9- Medidas eléctricas: determinacion de la resistencia eléctrica

El comportamiento eléctrico de los electrodos porosos de TisO; se evalué a partir de medidas de
corriente (A) en funcién de la tension (V) aplicada a diferentes temperaturas. Para esto se utiliz6 una

fuente de tension variable (Siglent SPD3303D), un amperimetro (Rigol DM3062) y un sistema de control
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de temperatura en una celda de medicién. Conociendo la relacién entre la corriente eléctrica y la tension
aplicada (para las diferentes temperaturas evaluadas) se determiné la resistencia eléctrica de las
muestras, empleando para esto la Ley de Ohm. En la Seccion 5.5.1 del Capitulo 5, se detalla este

procedimiento realizado sobre electrodos de TisOy.

3.10- Medidas de densidad aparente y porosidad

La determinacion de la densidad aparente de las muestras porosas sinterizadas se llevé a cabo por el
método de Arquimedes, utilizando en este trabajo agua destilada como fluido. Este método consiste en
la determinaciéon de la masa de la muestra seca (mseca), la masa de la muestra sumergida en agua
(Msumergida) v 1la masa de la muestra saturada de agua (Msaturada). A partir de estas medidas y de la
densidad del agua (pagua) @ la temperatura de trabajo, es posible determinar la densidad aparente de la

muestra (Paparente) aplicando la siguiente ecuacion:

Mgeca

Paparente = ( ) X Pagua

Msaturada™ Msumergida

A partir de las medidas de cada una de las masas mencionadas se determiné ademas la porosidad

abierta (P%) de cada una de las piezas porosas, para lo que se emple¢ la siguiente expresion:

P% = ( Msaturada— Mseca ) <100

Mgaturada™ Msumergida

Estas medidas se efectuaron para cada una de las piezas porosas preparadas en esta Tesis (Capitulo

5), utilizando una balanza Sartorius equipada con un kit comercial de determinacién de densidad.

3.11- Analisis genémico

El genoma es el conjunto completo de material genético de un organismo, el cual incluye todos los genes
y las regiones no codificantes. El analisis gendmico abarca una amplia gama de técnicas y enfoques que
permiten identificar y analizar la informacién contenida en el genoma de un microorganismo o
comunidad. A continuacién, se describen brevemente las técnicas utilizadas en esta Tesis para estudiar

el genoma de las comunidades bacterianas utilizadas.
3.11.1- Extraccion de ADN

La extraccién del ADN bacteriano de las comunidades microbianas estudiadas se llevé a cabo utilizando
un kit comercial disefiado para facilitar y estandarizar el proceso de extraccién en muestras biol6gicas.

Este kit contiene los reactivos y establece los protocolos necesarios para realizar la extraccién de manera
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eficiente, confiable y reproducible. A continuacion, se enumeran los pasos generales de funcionamiento
del kit:
1. Preparacion de la muestra
2. Lisis celular (desnaturalizacién las membranas celulares para la liberaciéon del ADN)
3. Precipitaciéon del ADN
4. Purificacién del ADN
5. Elucién del ADN

En el trabajo de Tesis se efectud la extracciéon del ADN gendémico total utilizando el kit comercial
‘Qiagen” sobre lodos cloacales domésticos y sobre comunidades bacterianas adheridas a electrodos de
grafito en distintas condiciones de crecimiento (Capitulo 4).

La integridad estructural del ADN extraido fue evaluada por electroforesis en geles de agarosa. Las
muestras de ADN gendmico fueron finalmente enviadas al Instituto Nacional de Agrobiotecnologia de

Rosario (INDEAR) para su secuenciacion. Los resultados se presentan en el Capitulo 4.
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Produccion microbioldgica de corriente
eléctrica a partir de orina utilizando
electrodos no porosos de grafito

En este capitulo se describe el estudio de la produccion de corriente eléctrica a partir de orina humana mediada por
microorganismos electro-activos, utilizando electrodos no porosos de grafito como soportes para el crecimiento

microbiano y la recoleccion de carga.

La seccion introductoria aborda los mecanismos involucrados en el proceso de produccion microbiologica de
carga eléctrica a partir de materia orgdnica, y como éstos pueden ser utilizados con fines prdcticos en sistemas bio-
electroquimicos para obtener corriente a partir de orina. La descripcion de los resultados experimentales se presenta
en cuatro bloques. El primero (Seccion 4.4) describe la obtencion, enriquecimiento e identificacion de bacterias
electro-activas a partir de lodos cloacales domésticos. El sequndo (Seccion 4.5) se centra en los ensayos de
generacion de corriente a partir de los microorganismos obtenidos, empleando orina como fuente de materia
orgdnica biodegradable en celdas bio-electroquimicas de tres electrodos. El tercer bloque (Seccion 4.6) aborda el
estudio del rango optimo de concentraciones de orina donde los microorganismos electro-activos permanecen
metabdlicamente viables y la produccion de corriente eléctrica es maxima. En el ultimo bloque (Seccion 4.7) se
introduce un modelo bio-termodindmico para simular las densidades de corriente en funcion de la concentracion

de orina.
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4.1- Metabolismo microbiano y corriente eléctrica

Los procesos microbiologicos son esencialmente procesos fisico-quimicos en los que intervienen
microorganismos, como por ejemplo bacterias. Un proceso de este tipo puede describirse de manera

sencilla como una reaccién quimica general, representada de la siguiente forma (Castafieda, 2019):

Microorganismos
Reactivos — Productos

En este caso, los reactivos son las moléculas y nutrientes que los microorganismos necesitan para
su reproduccién y mantenimiento celular; como por ejemplo fuentes de carbono y nitrégeno, macro- y
micro-nutrientes, factores de crecimiento, entre otros. En lo que respecta a los productos de reaccién,
uno de los mas importantes es la biomasa microbiana que se genera a partir de la reproduccién celular,
asi como también otros productos ligados al metabolismo energético, como por ejemplo CO» y H>O en
un metabolismo oxidativo y/o compuestos orgénicos/inorganicos en un metabolismo fermentativo.

Los procesos descriptos son mediados por cadenas de reacciones bioquimicas que constituyen el
metabolismo microbiano en su conjunto, el cual puede representarse como una combinaciéon
sincronizada de eventos catabdlicos y anabdlicos. A partir de las reacciones catabédlicas los
microorganismos degradan, por ejemplo, materia orgénica en el interior celular, lo que les permite
obtener energia en forma de ATP (adenosin trifosfato). Al igual que cualquier reaccién quimica
convencional, las reacciones catabdlicas tienen asociada una determinada variacion de energia libre de
Gibbs (AGcatabslico). Parte de dicha energia es utilizada en los procesos de mantenimiento celular,
mientras que otra fraccion (mayoritaria) es consumida durante las reacciones anabélicas, a partir de las
cuales los microorganismos producen estructuras celulares y, finalmente, nuevas células. De manera
analoga al catabolismo, el anabolismo tiene asociado un AGanabsiico, Vinculado a la energia invertida en
el proceso de “construccion” celular. En este esquema, para que el proceso de replicacion microbiano sea
consistente con la Segunda Ley de la Termodindmica, parte de la energia puesta en juego debe ser
disipada al entorno (AGuisipacion), ya sea como calor y/o entropia (moléculas simples derivadas del
proceso catabolico) (von Stockar et al, 2006).

En el metabolismo, las reacciones de transferencia electrénica juegan un papel central. Lejos de
ocurrir de manera aleatoria, las reacciones involucradas en los procesos de transferencia de carga que
se desencadenan a partir del proceso catabélico ocurren de manera ordenada entre componentes
celulares especificos, cada uno de ellos localizados espacialmente de acuerdo con una secuencia de

valores crecientes de sus potenciales redox, a fin de optimizar la energia puesta en juego (Barlett, 2008).
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Esta organizacion espacial representa solo una parte del proceso de optimizacion energética,
controlando la fuerza impulsora termodindmica del mismo. Para lograr ademas selectividad entre los
centros redox involucrados, se requiere una cinética de transferencia electrénica adecuada, lo que a nivel
celular se controla mediante la distancia, orientacion y entorno (constante dieléctrica) entre los centros
activos (Kuznetsov y Ulstrup, 1999; Barlett, 2008). Los eventos de transferencia electrénica pueden
ocurrir entre centros redox solubles presentes en el propio medio liquido celular (citoplasma,
periplasma) y/o entre centros asociados a una o mas bicapas lipidicas, las que acttian a modo de barrera
fisica permitiendo la separacion de cargas y el consecuente almacenamiento de energia electroquimica.
Estos procesos organizados espacio-temporalmente constituyen lo que se denomina cadena
transportadora de electrones, el ndcleo central de todos los procesos de generacion de energia en
organismos vivos. La energia ganada durante el flujo electrénico a lo largo de la cadena dependera del
dador electrénico utilizado (cupla redox de menor potencial) y del aceptor electrénico final (compuesto
reducido, de mayor potencial).

En el caso particular de células bacterianas, estas pueden utilizar una gran variedad de dadores y
aceptores electrénicos, diferencidandose los procesos de generacién de energia en procesos respiratorios
(cuando el aceptor electrénico final es externo a la célula, sea éste incorporado a la célula o no) o procesos
fermentativos (cuando el aceptor es un compuesto intermedio producido en el interior de la célula)
(Freguia, 2010). La energia tedrica que los microorganismos pueden obtener dependera directamente
de la diferencia de potencial de los compuestos localizados en los extremos de la cadena transportadora,

y puede calcularse de acuerdo con la siguiente expresion: AG = - nFAE, donde n es el nimero de

C
mol e~

electrones intercambiados en la reaccion de interés, F es la constante de Faraday (96485 )y AE la

diferencia de potencial (V) entre el aceptor y el dador electrénico (Rabaey, 2010). De acuerdo con el
entorno en el que se encuentren y a la oferta de sustratos metabolizables, las bacterias intentaran
maximizar la ganancia de energia “seleccionando” el dador de electrones de menor potencial y el aceptor
disponible de mayor potencial. Debido a que a menudo los aceptores solubles se encuentran en bajas
concentraciones y suelen agotarse en el entorno microbiano, las bacterias pueden recurrir a diferentes
estrategias para ‘completar” sus procesos metabolicos: o bien modificar su metabolismo (de respiraciéon
a fermentacién, por ejemplo) o utilizar aceptores electrénicos insolubles. En las tltimas décadas se han
descubierto mecanismos especificos de interaccién entre bacterias y aceptores insolubles, como por
ejemplo material particulado presente en sedimentos anaerébicos - como 6xidos de hierro (III), de

manganeso (IV), de uranio (VI) - entre otros. En estos casos, los microorganismos involucrados tienen
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que poseer estructuras celulares que permitan canalizar de alguna manera los electrones producidos en
el metabolismo hacia el exterior de la célula. Cuando estos requerimientos se cumplen, el proceso de
transferencia de carga se denomina transferencia electronica extracelular (EET, por sus siglas en
inglés).

Se han identificado distintos mecanismos dentro de la familia de procesos EET, los cuales han sido
sub-divididos en procesos de transferencia indirecta (IET, por sus siglas en inglés) o directa (DET)
(Rabaey, 2010). En el primer caso, los microorganismos excretan al medio extracelular compuestos
organicos o inorganicos solubles producidos en el interior celular (como, por ejemplo, dcidos hamicos,
piocianinas, compuestos inorganicos azufrados, entre otros) los cuales difunden finalmente hacia el
aceptor insoluble. En el segundo caso, los microorganismos cuentan con complejos enzimaticos redox
unidos a su membrana celular externa y/o apéndices proteicos conductores que actian como
nanocables (denominados pili), responsables de mediar la transferencia electrénica cuando estan en
contacto directo con la superficie externa.

Como se menciond, en la naturaleza existen ejemplos de procesos microbiolégicos de respiracién
anaerobica en lodos sedimentarios utilizando 6xidos metalicos como aceptores electrénicos finales. Esto
ha conducido al estudio de los microorganismos y de los mecanismos involucrados en la reduccién de
dichos 6xidos. En este contexto, las bacterias del género Geobacter y Shewanella han sido los
microorganismos electro-activos que mayoritariamente se han encontrado como participes directos en
estos procesos de reduccién. Més alld del interés microbiolégico per sé en el estudio de los mecanismos
de transferencia electrénica, los conocimientos basicos que se han desprendido de dichos estudios
fundamentales han desencadenado la exploracion y utilizacion de diferentes superficies como aceptores
electréonicos externos en contacto con bacterias electro-activas. El “simple” hecho de que estos
microorganismos puedan catalizar reacciones de 6xido-reduccioén en contacto con sélidos, ha dirigido
la atencién en el drea de la Ciencia de Materiales hacia la utilizaciéon deliberada de superficies
conductoras como sumideros electrénicos finales. En particular, y como se abordé en el Capitulo 1, el
uso de electrodos en contacto con bacterias electro-activas ha conducido al desarrollo de dispositivos
bio-electroquimicos funcionales, lo que ha demostrado la posibilidad de conectar eficientemente las
reacciones bioquimicas asociadas al metabolismo microbiano con el sistema externo conductor (Bond
et al, 2002). Durante la secuencia de transformaciones que ocurren a nivel intracelular en el proceso de
produccién de carga eléctrica, los microorganismos utilizan las reacciones de transferencia electrénica
entre los diferentes componentes de la cadena transportadora (quinonas, flavinas, centros redox de

membrana, proteinas redox periplasmaéticas, entre otros) para impulsar la translocacién de protones a
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través de la membrana celular interna, generando la fuerza electromotriz necesaria para la produccién
de energia en forma de ATP (Bartlett, 2008). Este proceso, que contempla desde la oxidacién del dador
electrénico (sustrato organico combustible, por ejemplo) hasta la reduccion del aceptor electrénico final,
constituye precisamente la via que permite canalizar con fines practicos los electrones provenientes del
metabolismo catabdlico hacia superficies conductoras.

La Figura 4.1 muestra un esquema representativo de un proceso de transferencia electrénica directa
(DET) a partir de la interaccion de microorganismos electro-activos (por ejemplo, bacterias del género
Geobacter) con la superficie de un electrodo colector (dnodo). Este proceso comienza con la oxidacion

intracelular de un compuesto organico (por ejemplo, acetato).

Corriente eléctrica

Anodo e e e e e Exerior

celular

Citocromo de

Contacto bacteria/electrodo
membrana externa

Interior
Membrana externa celular
Proteina redox
periplasmdtica

Periplasma
Proteina redox de

membrana interna
NADH I+

deshidrogenasa {  Quinona Membrana interna

Citoplasma

NADH NAD*

cmmmemm-®

Acetato
(fuente de carbono y electrones)

Figura 4.1. Esquema de un proceso de transferencia electrénica directa (DET) a partir de la oxidacion
microbioldgica de acetato (dador electrénico) en el citoplasma de Geobacter sulfurreducens en contacto con un
aceptor electrénico externo (electrodo colector). TCA: ciclo de los acidos tricarboxilicos. NADH: nicotinamida
adenina dinucleétido. La figura fue adaptada de la original en Functional electrodes for enzymatic and microbial
electrochemical systems (Chapter 3 - Continuum in enzymatic and microbial bioelectrocatalysis).
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Esta representacion es una conceptualizacion més detallada del proceso mostrado en la Figura 1.4
(b) (Capitulo 1). El mecanismo mostrado en la Figura 4.1 puede describirse en 5 grandes etapas: (i)
transformacion del dador electrénico (acetato) en acetil-CoA en el citoplasma de la célula, (ii) oxidaciéon
de acetil-CoA en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), (iii) produccién de nicotinamida adenina
dinucleétido (NADH) como primer eslabon de la cadena transportadora, (iv) transferencia electrénica
entre centros redox (solubles y adheridos a membrana), y (v) transferencia electronica extracelular hacia
el electrodo colector (4nodo).

En términos generales, este mecanismo representa el nicleo subyacente a los fenémenos de
transformacion microbiolégica de materia organica en carga eléctrica til, y serd la base conceptual de

los procesos de produccién de corriente a partir de orina que se estudiaran en este trabajo de Tesis.

4.2- Producciéon microbiolégica de corriente eléctrica a partir de orina

Como se menciono en el Capitulo 1, la orina humana es un desecho corporal de composicién quimica
compleja que puede utilizarse como combustible para generar corriente eléctrica en sistemas bio-
electroquimicos (BESs). Si bien las caracteristicas de la orina y los procesos que ocurren en los BESs
confluyen en una combinacién compleja de abordar, resulta atractivo trazar - dentro de las posibilidades
y suposiciones pertinentes - un esquema de transformacién que permita vincular la materia orgéanica
presente en la orina con la produccién de corriente mediada por microorganismos electro-activos.

La materia orgénica soluble de los medios de cultivo con los que se alimentan habitualmente los
BESs suele ser de naturaleza variada, especialmente si se utilizan aguas residuales y/o liquidos de
composiciéon compleja (como el caso de la orina). En este contexto, la cantidad de compuestos
susceptibles de ser oxidados microbiolégicamente debe analizarse en conjunto con su calidad
metabélica, es decir, su bio-disponibilidad (o bio-degradabilidad). De acuerdo con este concepto, solo
la fraccién de materia orgénica de composicion elemental adecuada para el crecimiento bacteriano
(fundamentalmente C, H, O y N) serd efectivamente utilizada y asimilada por los microorganismos. El
rango de sustratos que pueden ser degradados en BESs (ya sea fermentados y/o utilizados en procesos
respiratorios) resulta ser generalmente amplio, asi como también la diversidad filogenética de
microorganismos capaces de contribuir de forma conjunta al proceso de degradacién (Freguia, 2010).
En este escenario se desarrolla un proceso sintréfico complejo, en el cual una o mas especies de
microorganismos viven a expensas de los productos metabdlicos de otra especie. Asi, el proceso de
producciéon de carga eléctrica responderd en dltima instancia a la variabilidad y complejidad de

nutrientes y sustratos del medio, al mismo tiempo que dependera de la diversidad microbiana presente.
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Teniendo en cuenta estos aspectos, y de acuerdo con los pocos estudios que han abordado el tema en la
literatura, es posible establecer una via simplificada de transformacién de la materia organica presente
en la orina humana y su conversion en carga eléctrica en BESs. Para esto es posible considerar como
punto de partida los principales compuestos orgénicos solubles que hay en la orina, de acuerdo con
datos cuantitativos de estudios metabolémicos (Bouatra et al, 2013). En este enfoque, es importante no
s6lo considerar posibles fuentes de carbono y electrones para microorganismos electro-activos, sino
también materia organica capaz de ser consumida por especies fermentadoras, contemplando, como se
menciond, aspectos cuantitativos (concentracién) y cualitativos (composiciéon elemental/bio-
degradabilidad).

Los metabolitos organicos mds abundantes presentes en la orina son (i) urea (22.5 mM/mM
creatinina) y (ii) creatinina (10.5 mM) (Bouatra et al, 2013). Ademads, y de especial interés para su
aplicacion en la produccion de corriente, la orina contiene también pequefias cantidades de acetato (45
uM/mM creatinina) las cuales pueden ser utilizadas directamente por la poblacion electro-activa en
contacto con el &nodo. Si bien es cierto que estos compuestos representan solo una fraccion de la materia
organica de la orina, su mayor concentracioén y su caracter bio-degradable hace que sean adecuados
como punto de partida en un esquema de produccién microbiolégica de corriente. En el marco de esta
Tesis, y de acuerdo con los objetivos trazados (uno de ellos vinculado a la determinacién de la
concentraciéon 6ptima de orina necesaria para alcanzar el maximo rendimiento bio-electroquimico), es
de particular interés contemplar ademads otras posibles fuentes de materia organica utilizables por los
microorganismos, como por ejemplo los compuestos provenientes del medio liquido empleado para
diluir la orina. En este trabajo se utiliz6 como diluyente un efluente domestico sintético (denominado
Syntho) (Boeije et al, 1999), el cual ha sido habitualmente utilizado en estudios bio-electroquimicos para
simular de manera reproducible las condiciones de un liquido residual doméstico (O’Flaherty et al,
2012; Capodaglio et al, 2013; Nopens et al, 2001). De esta forma, es necesario considerar también en
nuestro esquema de produccion de corriente a los principales compuestos solubles presentes en Syntho.
Ademas de acetato, y a diferencia de la orina, Syntho contiene materia orgénica compleja
(macromoléculas, como por ejemplo almidén) que podria ser degradada a sus monémeros
constituyentes (glucosa en este caso) siendo estos tltimos utilizados como fuente alternativa de carbono
y electrones. Sobre esta base se propuso un esquema simplificado de los principales compuestos
organicos que podrian ser utilizados en la produccién de corriente eléctrica a partir de microorganismos
fermentadores y/o electro-activos presentes en un dnodo microbiano, junto con posibles rutas de

conversiéon metabdlica en un esquema sintroéfico.
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La Figura 4.2 muestra algunas de estas posibles rutas de vinculacion entre la materia orgénica bio-

degradable de la orina y Syntho y su transformacién microbiolégica en corriente eléctrica.

[ MATERIA ORGANICA BIODEGRADABLE J

| SIMPLE I COMPLEJA I

1
1
1
I
L

[ —

Urea Creatinina  Acetato Polisacaridos (ej.: almidon)
1 I 1
! ' | Hidrolisis
| Fermentacién | Y
) 1

i acetogénica : Glucosa ---------- :
v i Fermentacién acetogénica | '

1 1
! v oA !
Acetato ------- .
)i Acetato + H» !
e 1
1 1 \
| Respiracion o NP
' anaerébica Respiracion ! Respiracion |
anaerdbica anaerdbica |

1
1 1
\4 \4

¢
Anodo

Figura 4.2. Diagrama de flujo de posibles vias de transformaciéon de materia organica soluble bio-

degradable (presente en la orina humana y Syntho) en corriente eléctrica en sistemas bio-electroquimicos. Se
indican explicitamente los procesos de hidroélisis, fermentacioén y respiracién asociados.

El esquema presentado sélo intenta mostrar, en esta etapa introductoria, la existencia de rutas
metabdlicas y posibles conexiones que permiten vincular la materia organica de los medios de cultivo
utilizados en este trabajo de Tesis y su transformacion en carga eléctrica sobre la superficie del anodo.
Este esquema sera utilizado en la Seccién 4.7, junto con posibles sumideros alternativos de electrones
(que no conducen a la produccién de corriente), como punto de partida para el estudio teérico de la

simulacion de corriente eléctrica en funcion de la concentracién de orina.
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4.3- Electroanalisis de anodos microbianos

Independientemente del desarrollo que surja a partir de las nuevas tecnologias asociadas a los
fenémenos microbiolégicos de transferencia electrénica, la actividad microbiana electro-activa es
indudablemente un concepto atractivo de cara al futuro. En este marco, los anodos microbianos
constituyen los pilares fundamentales de la mayoria de los procesos bio-electroquimicos y sus
tecnologias derivadas, a excepcion de las denominadas celdas de electrélisis microbianas (MEC), en las
que el catodo de la celda desempefia el rol principal.

Un dnodo microbiano estd constituido basicamente por biofilms bacterianos (cepas puras electro-
activas y/o comunidades mixtas) sobre la superficie de un electrodo colector. La mayoria de los estudios
relacionados con anodos microbianos se han llevado a cabo utilizando MFCs en su configuracion
tradicional de dos compartimientos (esquema mostrado en la Figura 1.4 (a), Capitulo 1). Debido a la
diversidad de procesos que tienen lugar en una MFC, tanto la corriente (i) que circula por la misma
como la diferencia de potencial de la celda (AE) pueden variar durante el funcionamiento del sistema,
especialmente durante las primeras etapas de colonizacién del &nodo (Rimboud et al, 2014). En la Figura
4.3 se muestra un esquema de la respuesta en corriente y potencial de una MFC en dos estadios de
evolucién diferentes: (i) durante el crecimiento microbiano sobre el d&nodo (curva azul), y (ii) en

presencia de un biofilm maduro (curva roja a trazos).
Corriente (mA)

16
) 12 - AEuicial
8 >,
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Figura 4.3. Diagrama corriente (i)/ potencial (E) correspondiente a un &nodo microbiano (corriente positiva)
conectado a un catodo reductor de oxigeno (corriente negativa, curva negra) en una MFC. En azul se indica el
comportamiento inicial del &nodo, durante la colonizacién microbiana. En rojo se indican las condiciones finales,
correspondientes a un biofilm electro-activo maduro. La figura fue adaptada de la original en Electroanalysis of
microbial anodes for bioelectrochemical systems: basics, progress and perspectives (Rimboud et al, 2014).
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El comportamiento mostrado en la figura puede interpretarse de la siguiente manera. Durante la
etapa inicial de su colonizacion el &nodo carece de suficiente biomasa bacteriana para oxidar materia
organica de manera extensiva, obteniéndose bajas corrientes (cinética lenta de oxidacién) a potenciales
anodicos altos (linea azul punteada). En funcién de la corriente anédica, y de acuerdo con la forma en
que varia la relaciéon corriente/potencial para el cdtodo en un proceso de reduccién de oxigeno en
condiciones abidticas (curva continua negra), es posible determinar la diferencia de potencial inicial
(AEiicia) en la celda. Asi, para una corriente de, por ejemplo 1 mA, el potencial anédico serad (en el
ejemplo de la figura) de 0.22 V, mientras que el catédico sera de 0.31 V, conduciendo a un AEiicia de sélo
0.09 V. La capacidad electrocatalitica del &nodo microbiano aumenta notablemente con la formacién de
un biofilm maduro sobre la superficie conductora (curva roja a trazos), lo que a menudo puede lograrse
con el transcurso de los dias, tipicamente 5-7 dias. Esto provoca un cambio sustancial del potencial del
anodo hacia valores mdas negativos. Asi, para una corriente de, por ejemplo 6 mA, los potenciales
anodico y catédico toman valores de -0.31 V 'y 0.24 V, respectivamente, conduciendo a un AEg,. de 0.55
V. En este contexto, siempre que se trabaje con una configuracion de celda de dos compartimientos
(dnodo y catodo), uno de los objetivos principales estara dirigido al disefio de &nodos microbianos que
produzcan una corriente elevada a un potencial anédico bajo, garantizando asi una mayor diferencia
de potencial en la celda y, en consecuencia, una potencia de salida elevada (Rimboud et al, 2014).

Si bien la configuracion de celda de dos compartimientos es apropiada para evaluar aspectos del
sistema ‘como un todo’, por ejemplo la propia arquitectura de la celda, la modalidad de alimentacion
(batch, continuo, semi-continuo), el arreglo funcional en serie/paralelo de una multiplicidad de celdas,
entre otros, no permite caracterizar exclusivamente el comportamiento intrinseco de los anodos
microbianos. Las diferentes etapas fisico-quimicas y microbiolégicas que se ponen en juego y que
interactdan durante la operaciéon de una MFC afectan en mayor o menor medida la velocidad del
proceso global de recuperacién de carga eléctrica, lo que repercute en el desempefio anddico y las
conclusiones que del mismo puedan sacarse. Ademds, como se present6 en la Figura 4.3, el potencial
del catodo en una MFC y la cinética de la reaccion de reduccién asociada representan una fuerte
limitante a la velocidad global del proceso, determinando la diferencia de potencial &nodo/catodoy, en
consecuencia, el flujo electrénico y desarrollo del propio biofilm sobre la superficie anédica. De acuerdo
con los estudios realizados al respecto, la resistencia interna de la propia celda (resistencia eléctrica de
las conexiones y resistencia iénica en solucion) también ha sido identificada como otro factor que puede
limitar la velocidad de los procesos involucrados. Debido a la variabilidad de todas estas condiciones,

el potencial que “experimenta” el &nodo puede variar considerablemente durante el funcionamiento de
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una MFC, lo que dificulta la obtencién de informacién del mismo a partir de medidas de corriente
eléctrica. En este contexto, y de especial interés para este trabajo de Tesis, el valor efectivo del potencial
del &nodo durante el desarrollo del biofilm electro-activo y durante su desempefio electroquimico debe
ser cuidadosamente controlado. Si bien la mayoria de los estudios bio-electroquimicos reportados en la
literatura atn utilizan celdas de dos compartimientos para analizar el comportamiento de sus partes
individuales, la madurez en el area ha comenzado a inclinar la balanza hacia la implementacién de otras
aproximaciones electro-analiticas, como por ejemplo el uso de celdas bio-electroquimicas de tres
electrodos.

La utilizacion de este tipo de celdas es fundamental a la hora de caracterizar especificamente el
comportamiento de &nodos microbianos. Por un lado, permite asegurar que al &nodo en su conjunto
constituya el Gnico “paso limitante” de la velocidad de transferencia electrénica, controlando asi la
corriente producida, la que puede utilizarse como una medida del desempefio anédico global. Por otro
lado, este tipo de configuracion permite controlar perfectamente el potencial del &nodo, utilizando para
esto polarizacion externa mediante el uso de un potenciostato, lo que evita la variabilidad de potencial
mostrada en la Figura 4.3 durante la evolucién microbiana. En la Figura 4.4 se muestra un esquema
general de una tipica celda bio-electroquimica de tres electrodos.

Como se menciond, debido a la importancia del control del potencial anddico, es necesario tener
en cuenta algunos aspectos a la hora de disefiar y trabajar con este tipo de configuraciones,

especialmente cuando se desea estudiar el comportamiento anédico en ensayos a largo plazo.
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Figura 4.4. Celda de tres electrodos. Se representa el electrodo de trabajo (dnodo microbiano formado por un
biofilm de bacterias electro-activas sobre una barra de grafito), el contra-electrodo (alambre de platino, por
ejemplo) y el electrodo de referencia. Se muestra ademas el potenciostato utilizado para polarizar al electrodo de
trabajo y el sistema de anélisis de datos.

4.3.1- Disefio y operacion de celdas bio-electroquimicas de tres electrodos

El potencial del &nodo en una celda de tres electrodos se controla externamente por polarizacién, a un
valor determinado respecto de un electrodo de referencia. Por este motivo, uno de los aspectos a
considerar es el control inicial y final del potencial del propio electrodo de referencia, garantizando de
esta forma un correcto funcionamiento del mismo y, por lo tanto, del potencial efectivo de polarizaciéon
del electrodo de trabajo a lo largo de todo el ensayo, el cual debe ser medido a su vez periédicamente.
Bajo condiciones de polarizacién, cepas electro-activas puras (por ejemplo, las del género Geobacter) han
demostrado una excelente capacidad de adaptaciéon en diferentes condiciones electroquimicas,
reveldndose la existencia de diversas rutas metabolicas de transferencia electrénica directa (DET) a la
superficie del d&nodo en funcién del potencial aplicado. Por otro lado, cuando se utilizan muestras
ambientales (lodos, por ejemplo) como fuente microbiana, se ha demostrado que el potencial de
polarizacién tiene relevancia directa sobre la diversidad microbiana resultante adherida a la

superficie anédica. Asi, anodos polarizados a potenciales “elevados” (0-0.4 V vs SHE, electrodo estandar
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de hidrégeno) han revelado la presencia de una gran diversidad microbiolégica, debido al fuerte
caracter aceptor del electrodo, soportando la viabilidad de una comunidad microbiana mixta de interés
electro-analitico. Por el contrario, el empleo de potenciales de polarizacién “bajos” (-0.15 V vs SHE) ha
permitido el desarrollo y enriquecimiento preponderante de microorganismos del género Geobacter a
partir de muestras ambientales, debido a la capacidad de esta especie electro-activa para adaptar sus
rutas metabolicas de transferencia al potencial externo, lo que permite dejar “fuera de competencia” - y
del biofilm anddico - a todos aquellos microorganismos que no dispongan de la misma flexibilidad
metabolica (Wagner et al, 2010). En este sentido, el potencial aplicado es un factor de relevancia central
durante la operaciéon de celdas bio-electroquimicas de tres electrodos, influyendo en el balance
microbiano desarrollado sobre el &nodo y condicionando, en consecuencia, la respuesta electro-quimica
final.

Excepto en los casos en que se trabaje con microorganismos haléfilos (aquellos que toleran altas
concentraciones de sales en el medio), la mayoria de los microorganismos electro-activos tipicamente
utilizados crecen en condiciones de salinidad moderada. Asi, el control sobre la conductividad i6nica
del medio de cultivo utilizado en la celda es también fundamental para garantizar la viabilidad
microbioldgica. En este contexto se pueden reconocer dos extremos: (i) bajos valores de conductividad
(por ejemplo, 0.5 mS/cm), beneficiosos desde el punto de vista microbiolégico pero que conducen a
altas resistencias ionicas en solucién (lo que es perjudicial a la hora de “cerrar” el circuito eléctrico de la
celda); o (ii) altos valores conductividad (por ejemplo, 20 mS/cm), los que favorecen el transporte idénico
en solucién, pero pueden provocar la inactivacion bacteriana.

Para propdsitos electro-analiticos, la configuracién de tres electrodos permite superar los obstaculos
de conductividad iénica, al trabajar en ausencia de membranas separadoras anodo/cétodo (lo que no
ocurre en una MFC). Asi, solo el efecto de la caida de conductividad entre el &nodo microbiano y el
electrodo de referencia debe tenerse presente para asegurar que el potencial seteado externamente sea el
efectivo sobre la superficie anddica. Esto altimo se logra ademas colocando el electrodo de referencia
en el centro de la configuracién, lo mas cercano posible al dnodo, lo que permite alcanzar una
distribucion homogénea de las lineas de corriente en soluciéon. Aunque la configuracién utilizada
cumpla con todos estos requerimientos, es posible que aun asi exista - fundamentalmente cuando se
trabaja con danodos de elevada area superficial y/o baja conductividad eléctrica - un gradiente de
potencial local sobre su superficie. Para minimizar este efecto, debe garantizarse que la superficie del
contra-electrodo (por ejemplo, un alambre de platino enrollado) posea una superficie electroquimica

superior a la del 4nodo microbiano (se suele tomar un valor de referencia de 4rea de contra-
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electrodo/érea de dnodo ~ 10). Con el fin de minimizar gradientes de composicién quimica en la
solucion, el volumen de la celda debe ser relativamente pequefio en comparacién con el volumen del
anodo microbiano, asi como someterse a agitacion continua durante el transcurso del ensayo,
garantizando que no existan limitaciones al transporte de masa por conveccién hacia la superficie
anddica. Estas condiciones pueden verse beneficiadas ademds cuando se utilizan sistemas de
alimentacion continua, con los cuales es posible mantener en estado estacionario la concentracion de
materia orgénica en la celda y renovar continuamente el medio de cultivo.

La temperatura por su parte ejerce un efecto significativo sobre la cinética del &nodo microbiano,
controlando fundamentalmente la velocidad de los procesos metabolicos y la replicacion celular. Por
este motivo, la celda debe permanecer a temperatura constante (lo que se logra generalmente
colocdndola en una incubadora termostatizada) y en ausencia de luz, este tltimo punto siendo
fundamental para evitar posibles interferencias de microorganismos foto-tréficos durante el electro-
analisis anddico.

Si bien la mayoria de las caracteristicas de disefio y operacion de las celdas de tres electrodos no
difieren cuando se estudian comunidades bacterianas o cepas puras, existen algunos requisitos que
deben tenerse en cuenta cuando se trabaja con microorganismos puros. En este tltimo caso, las celdas
deben esterilizarse al inicio de los ensayos, con el fin de evitar la proliferaciéon de microorganismos
indeseados. Respecto de la atmosfera del reactor, las celdas de tres electrodos operan generalmente con
el suplemento (burbujeo) de gases estériles que dependen del medio de cultivo y los microorganismos
electro-activos utilizados (la mayoria de ellos de cardcter anaerébico), asi como también del objetivo
final trazado. En este sentido suelen emplearse tipicamente, para microorganismos electro-activos,
gases inertes como N2 o mezclas N>/ CO; en distintas proporciones volumétricas, las que se utilizan

simultdneamente para el control del pH de la celda.

4.3.2- Formacion de biofilms en anodos microbianos

El proceso de colonizacién y proliferacién bacteriana sobre la superficie de un anodo polarizado puede
iniciarse a partir de la inoculacién de la celda (MFC o celda de tres electrodos) con la cepa particular
bajo estudio (por ejemplo, la bacteria electro-activa modelo G. Sulfurreducens). También se han aplicado
métodos de colonizacién a partir de anodos microbianos primarios, es decir, a partir de la utilizacion
de electrodos previamente colonizados (provenientes de MFCs o celdas de tres electrodos en

funcionamiento), dando lugar al desarrollo de 4&nodos secundarios, siendo estos tltimos los de interés
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bajo estudio (Nam et al, 2011; Erable et al, 2011). Para esto, el biofilm presente en el &nodo primario suele,
o bien ser removido deliberadamente de la superficie e inoculado en la celda, o bien utilizado adherido
al dnodo primario para lograr la colonizacion cruzada de la superficie anddica secundaria. En esta
colonizacion cruzada ambos electrodos (primario con biofilm adherido y secundario inicialmente sin
biofilm) se colocan en la misma celda, permitiendo que los microorganismos del biofilm primario se
desprendan y colonicen la superficie “virgen” del &nodo secundario polarizado (Chen et al, 2011; He et
al, 2011). Para el desarrollo de los &nodos primarios, generalmente se emplean inéculos provenientes
de lodos naturales u obtenidos de sistemas bio-electroquimicos pre-existentes, lo que permite la
seleccion de mejores fuentes de in6culo para el crecimiento del anodo microbiano secundario de interés,
siempre teniendo en cuenta los efectos de polarizacién mencionados en la seccién precedente. Si bien
los in6culos provenientes de fuentes naturales tienen una diversidad microbiana considerable, los
procedimientos de colonizaciéon cruzada mencionados han conducido a resultados reproducibles,
permitiendo ademéds ganar tiempo en los ensayos debido a una colonizacion répida de la superficie
secundaria como consecuencia de microorganismos que ya se encuentran metaboélicamente activos.

En cuanto a la modalidad de alimentacién de las celdas para lograr la formacién de biofilms electro-
activos en condiciones controladas, los estudios electro-analiticos se han llevado a cabo generalmente
bajo tres modalidades diferentes: batch, semi-batch o continua (Feng et al, 2013; Rousseau et al, 2013). En
el primer caso, el contenido de materia organica se define y se fija inicialmente en la celda, finalizdandose
el ensayo una vez consumida la totalidad de la materia organica. En la modalidad semi-batch, una vez
consumida la materia organica, esta se vuelve a renovar en el compartimiento anddico de la celda (en
el caso de una MFC), reemplazando parte o la totalidad de la solucién. En el caso de estudios bajo una
modalidad de alimentacién continua, ésta se lleva a cabo una vez que el biofilm anddico ya se encuentra
en su estadio de madurez. Para esto suele utilizarse primero una modalidad batch, de manera de lograr
la colonizacién bacteriana inicial, evitando remover de la celda microorganismos plancténicos
(suspendidos en el medio de cultivo) necesarios para la colonizacién primaria. Una vez lograda esta
fase, la celda es sometida a una alimentacién continua, empleando para esto un sistema de bombas para
lograr la circulaciéon de medio de cultivo desde un reservorio “aguas arriba” a la celda. En esta
configuracion, es posible controlar el tiempo de residencia en la celda y alcanzar, como ya se mencioné
previamente, una composicién quimica estable en el reactor, la cual puede controlarse facilmente

mediante modificaciones de la concentracion en el reservorio de alimentacion.
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En este trabajo de Tesis se empleé una configuraciéon de celda de tres electrodos, bajo una
modalidad de alimentacién continua, para el estudio del desempefio bio-electroquimico de todos los
anodos microbianos evaluados en presencia de orina humana: desde los obtenidos a partir del
crecimiento de bacterias electro-activas sobre barras no porosas de grafito (Secciones 4.4 a 4.6 en este
capitulo) hasta los electrodos bio-hibridos porosos de TisO7 evaluados en la parte final de la Tesis
(Capitulo 6).

A continuacién, se describen los principales resultados y conclusiones obtenidas en la primera parte

experimental del trabajo.

4.4- Enriquecimiento e identificacion de bacterias electro-activas a partir de lodos

cloacales domésticos

Los microorganismos electro-activos - principalmente aquellos capaces de canalizar de manera directa
los electrones producidos en su metabolismo hacia un material conductor - representan uno de los
elementos clave en la dindmica de los sistemas bio-electroquimicos. El primer paso del estudio realizado
consistié en la obtencién e identificacion de dichos microorganismos, con la intencién de evaluar
posteriormente (Seccién 4.5) su capacidad para degradar compuestos organicos presentes en la orina
humana. Como fuente de bacterias electro-activas se utiliz6é un lodo cloacal doméstico (LCD) obtenido
de la planta de tratamiento de efluentes del Instituto de Investigaciones en Ciencia y Tecnologia de
Materiales (INTEMA, CONICET/UNMAdP), por tratarse de un medio con alto contenido de desechos
organicos corporales, lo que a priori representaria una fuente de microorganismos viables para el fin
altimo perseguido. Para esto, el LCD se coloc6 en una celda bio-electroquimica de tres electrodos de
160 mL de capacidad, insertdndose - como electrodo de trabajo - un electrodo de grafito no poroso (barra
de grafito prensado, de drea expuesta igual a 8 cm2) en contacto con el lodo. La celda se complet6 con
un contra-electrodo de platino y un electrodo de referencia de Ag/AgCl. La Figura 4.5 (a) muestra una

fotografia de una de estas celdas.
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Figura 4.5. (a) Celda bio-electroquimica de tres electrodos conteniendo el LCD. (b) Izquierda - electrodo de
trabajo al comienzo del experimento (superficie libre). Derecha - electrodo al final del experimento (superficie
recubierta por lodo y microorganismos).

Para la colonizacién con microorganismos electro-activos, el electrodo de trabajo se sometié a
polarizacion externa a un potencial de 0.2 V (Ag/AgCl), con el objeto de inducir la adherencia de un
consorcio bacteriano sobre su superficie capaz de oxidar materia organica y de ceder los electrones al
potencial seleccionado. Este potencial permitié ademds asegurar que el proceso de transferencia
electrénica al anodo no limite la produccién maxima de corriente (Bulsalmen et al, 2010), y que no exista
a priori una corriente eléctrica abidtica, es decir, una corriente generada por la oxidaciéon de materia
organica sobre la superficie del electrodo sin intervencién microbiana. La corriente se registro
continuamente en el tiempo (a partir de medidas de cronoamperometria) y se utiliz6 como una medida
de la proliferacién bacteriana sobre el anodo. Los ensayos se realizaron bajo agitacion mecénica (220
rpm) y temperatura controlada (30°C), empleando condiciones anaerdbicas generadas por el burbujeo
de una mezcla gaseosa de N>/ CO» en relaciéon volumétrica 80/20, respectivamente.

Para dar inicio a la produccion de corriente se abordaron dos estrategias de alimentacién en batch.
Por un lado, la celda fue suplementada con orina pura como fuente tinica de materia orgéanica disponible
para los microorganismos. Por otro lado, se utilizé un efluente doméstico sintético (Syntho) (Boeije et al,
1999). En acuerdo con estudios de la literatura, la celda alimentada con orina pura no generé corrientes
significativas capaces de ser sostenidas en el tiempo; lo que se atribuy6 (como se abordaré en la Seccién

4.5 de este capitulo) a efectos inhibitorios sobre los microorganismos. Por el contrario, la utilizacién de
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Syntho como medio de cultivo permitié efectivamente iniciar y mantener en el tiempo el proceso de
produccién de corriente. En la Figura 4.5 (b) se muestran fotografias de uno de los electrodos de trabajo
utilizados, al comienzo y al final del ensayo (luego de dos semanas de colonizacién en presencia de
Syntho). La Figura 4.6 muestra la comparacién de la evolucién temporal de la densidad de corriente
anddica (en A/m?2, tomando como referencia la superficie de &nodo sumergida en el medio de cultivo)

correspondiente a un LCD alimentado con orina pura o Syntho.
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Figura 4.6. Densidad de corriente andédica en funcién del tiempo para un LCD alimentado con orina o Syntho.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se decidié emplear Syntho - bajo una modalidad de tipo
batch - para dar inicio a los ensayos de evolucién microbiana sobre la superficie del &nodo a partir del
LCD. Una vez lograda la colonizacion inicial del electrodo de trabajo (definida arbitrariamente a partir
de la generacion de una densidad de corriente minima de 0.5 A/m?), se emple6 una modalidad de
alimentacion continua (utilizando una bomba peristaltica para el bombeo de medio de cultivo a un
caudal promedio de 3.5 mL/h), con el fin de garantizar la operacién estable de la celda en el tiempo. La
Figura 4.7 muestra un perfil tipico de evolucién de densidad de corriente en un ensayo con LCD
alimentado de manera continua con Syntho. Los ensayos fueron realizados en todos los casos por

triplicado.
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Figura 4.7. Ensayo de cronoamperometria (densidad de corriente en funcién del tiempo) para un &nodo

microbiano (bacterias/barra de grafito) en una celda de tres electrodos conteniendo LCD alimentado con
Syntho. Se reportan los valores promedio (n=3).

En todos los ensayos realizados se observo¢ el crecimiento paulatino de la densidad de corriente a
partir de la implementacién de la modalidad de alimentacién continua hasta alcanzar valores estables
(a partir de aproximadamente una semana), momento en el cual el sistema bio-electroquimico ingresa
en un régimen de estado estacionario. La densidad de corriente promedio obtenida en este estadio fue
de aproximadamente 0.5 A/m?2 Las tendencias y valores de densidad de corriente en este tipo de
ensayos fueron reproducibles a lo largo de todo el trabajo experimental realizado. Estos ensayos
permitieron definir las condiciones de “puesta en marcha” de la celda en todos los experimentos
realizados en el trabajo de Tesis.

Con el fin de determinar si la respuesta eléctrica detectada por cronoamperometria (Figura 4.7) se
debi6 efectivamente a la presencia de microorganismos electro-activos adheridos al &nodo (y no a la
oxidacién electroquimica directa de compuestos presentes en el medio de cultivo sobre la superficie de
grafito), se realizaron ensayos de voltametria ciclica (CV) (variaciéon del potencial del electrodo de
trabajo y seguimiento de la corriente desarrollada) sobre las barras de grafito colonizadas, obtenidas
luego de dos semanas de ensayo. Con el objeto de contar con un parametro de referencia, se llevaron a

cabo también ensayos de CV sobre electrodos de grafito sin colonizar. Ambos estudios se realizaron en
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celdas de tres electrodos (en ausencia de LCD) utilizando Syntho como tnica fuente de materia

organica. La Figura 4.8 muestra la comparacion de los voltagramas obtenidos.
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Figura 4.8. Ensayos de CV sobre electrodos de grafito alimentados con Syntho. Se muestra la respuesta del
anodo colonizado (rojo) y sin colonizar (negro). La velocidad de barrido de potencial utilizada fue de 1 mV/s.

Al potencial de trabajo utilizado (0.2 V vs Ag/AgCl) la densidad de corriente obtenida en ausencia
de microorganismos es despreciable (~ 0.15 A/m?) comparada con la obtenida para el electrodo
colonizado (~ 2.5 A/m?, densidad maxima detectada). Asimismo, y como rasgo distintivo caracteristico
del voltagrama en presencia de microorganismos, la forma de tipo sigmoidea de la respuesta eléctrica
en funcién del potencial (con un potencial de media onda de ~- 0.3 V (Ag/AgCl)) remiti6 a la presencia
de bacterias electro-activas adheridas al anodo (en particular, bacterias del género Geobacter) efectuando
procesos de transferencia electronica directa (Marsili et al, 2010). En este contexto, se indagd
posteriormente la formacién de biofilms sobre los electrodos de trabajo, para lo que se utilizé
microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés). En la Figura 4.9 se muestran

imagenes representativas obtenidas a partir del electrodo colonizado mostrado en la Figura 4.5 (b).
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Biofilm bacteriano

Figura 4.9. Imégenes SEM de electrodos de grafito al final del proceso de colonizacién a partir de un LCD,
utilizando Syntho como fuente de materia organica. (a) Corte transversal del electrodo, con el biofilm
desarrollado sobre la superficie externa del mismo (la linea punteada representa la interfase biofilm / grafito). (b)
Detalle de la presencia de bacterias individuales en el biofilm.

De acuerdo con los resultados de voltametria y microscopia, la respuesta eléctrica detectada en los
ensayos cronoamperométricos podria ser efectivamente atribuida al desarrollo de bacterias electro-
activas sobre el &nodo de la celda. Para complementar estos resultados, se llev6 a cabo la identificacion
de la poblacién microbiana presente en el LCD, buscando caracterizar, por un lado, la fuente de
microorganismos, y de detectar simultdneamente la presencia de bacterias electro-activas responsables
de la respuesta bio-electroquimica. El estudio de la composicién microbiana se llevé a cabo por
secuenciacion genémica. Para esto, se efectud la extraccion del ADN gendémico total (Kit comercial
Qiagen) a partir de una muestra del LCD utilizado. Una vez aislado el ADN se verificé su integridad
mediante electroforesis en gel de agarosa, y fue finalmente secuenciado (INDEAR, Rosario). De acuerdo
con los resultados obtenidos pudieron detectarse, como era de esperar, una gran diversidad de
microorganismos en el lodo de partida (Figura 4.10).

Dentro de las comunidades dominantes encontradas se destacaron los filos correspondientes a
Proteobacterias (~ 36%), Bacteroidetes (20%) y Firmicutes (~ 15%). Estos, junto con Chloroflexi (8%), ya han
sido reportados no solo en medios conteniendo orina, como barros y liquidos provenientes de efluentes
cloacales (Bjornsson et al, 2002); sino también en orina fresca (recién obtenida) (Obata et al, 2020), lo que
refuerza en primera instancia la idea de utilizar el LCD como fuente de microorganismos capaces de

producir corriente a partir de orina.
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Figura 4.10. Distribucién porcentual de la comunidad bacteriana obtenida a partir del LCD, de acuerdo con el
analisis genémico realizado.

A suvez, y de acuerdo con el andlisis de cada uno de los filos mencionados, fue posible determinar
la presencia de bacterias del género Geobacter (dentro del filo Proteobacterias) como parte de la poblaciéon
presente en el lodo, las cuales, como ya se ha mencionado, tienen probada capacidad para degradar
moléculas organicas simples y canalizar de manera directa los electrones hacia aceptores extracelulares,
tanto solubles (por ejemplo, moléculas de fumarato) como insolubles (6xidos de hierro, electrodos
polarizados, entre otros). De acuerdo con la caracterizaciéon genémica, y en contexto con la respuesta
bio-electroquimica obtenida por CV, la corriente generada en los estudios de cronoamperometria se
relacioné con la presencia particular de estos microorganismos sobre las superficies de grafito,
colonizadas a partir de la poblaciéon presente en el lodo de partida. Si bien la utilizacién de lodos
cloacales domésticos como indéculo de bacterias electro-activas para la produccion de corriente eléctrica
sobre electrodos de grafito ya ha sido abordada en la literatura (Yoshizawa et al, 2014; Yusoff et al, 2013),
el estudio realizado en esta parte del trabajo resulté6 fundamental para validar el procedimiento
experimental que se utiliz6 a lo largo de la Tesis bajo las condiciones y set-ups empleados.

A partir de estos resultados, se procedié a evaluar posteriormente la capacidad de los dnodos

microbianos para producir corriente eléctrica en medios con contenidos variables de orina.
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4.5- Produccion microbiolégica de corriente eléctrica a partir de orina

Los estudios de produccién de corriente a partir de orina se realizaron por triplicado (n=3) en celdas de
tres electrodos a temperatura controlada (30°C). Se utilizaron como &nodos de partida los electrodos de
grafito colonizados a partir del LCD (Figura 4.5 (b), derecha). De acuerdo con el protocolo adoptado,
una vez alcanzada la densidad de corriente anddica de colonizacién en presencia del lodo cloacal (~ 0.5
A/m?, Figura 4.7), los electrodos fueron retirados de la celda y utilizados en una nueva celda, esta vez
en ausencia de lodo, de manera de emplear el biofilm generado sobre las barras de grafito como tnica
fuente de microorganismos (dnodo microbiano primario). Los &nodos fueron polarizados a un potencial
de 0.2V (Ag/AgC(Cl) y sometidos a un cambio gradual del medio de cultivo, iniciando los ensayos con
Syntho y aumentando paulatinamente la cantidad de orina suministrada a la celda. En este ensayo,
denominado Ensayo de Aclimatacion Secuencial (EAS), se modificé gradualmente la composicién del
medio de cultivo desde 100% Syntho hasta 100% orina, pasando por distintas mezclas Syntho/Orina
(MSO) correspondientes a 10%, 30%, 50% y 80% orina (porcentaje en volumen). La concentracion de
orina se incremento en la celda cada dos semanas, de manera de garantizar la adaptacién microbiana a
los cambios en el medio de cultivo. En todos los casos se utiliz6 un modo de alimentacién continua de
la celda, empleando para esto un caudal promedio de 3.5 mL/h (al igual que los estudios realizados en
presencia del LCD). La Figura 4.11 muestra fotografias de las celdas para las distintas concentraciones

mencionadas.

Syntho 100% MSO 10% MSO 30% MSO 50% MSO 80% Orina 100%

L

Figura 4.11. Ensayo de aclimatacién secuencial (EAS). Celda de tres electrodos con contenidos crecientes de
orina en el medio de cultivo. El diluyente utilizado en todos los casos fue Syntho.

Durante el ensayo se monitore6 el pH del sistema, la conductividad iénica y la concentracién total
de nitrégeno amoniacal (TAN, por sus siglas en inglés). A partir de las medidas de TAN y los valores
de pH, se calcul6 finalmente la concentracién de amoniaco libre (FAN, por sus siglas en inglés),

pardmetro fundamental relacionado con la viabilidad de los microorganismos. Este andlisis fue
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complementado con la deteccion (por observacion visual) de precipitados en la celda. A fin de establecer
ademds una comparaciéon en términos del contenido de materia orgénica inicial en cada medio de
alimentacion, se determino para cada uno de ellos la demanda quimica de oxigeno (DQO, medida de la
cantidad de compuestos organicos oxidables presentes en el medio). Por ultimo, se calcul6 la
concentracion de urea en cada medio de cultivo, con el fin de relacionar esta variable con el contenido
de FAN desarrollado en la celda.

La Tabla 4.1 muestra los valores de cada uno de estos parametros (medidos en la celda durante su
funcionamiento en estado estacionario), en comparacioén con los valores correspondientes a orina fresca

(recién obtenida) y Syntho.

Tabla 4.1

Conductividad iénica, TAN, FAN, pH promedio y presencia de precipitados en el medio de cultivo durante el ensayo de
aclimatacion secuencial (EAS). Medidas de DQO y concentracién de urea para los medios de alimentacién antes de su
ingreso a la celda.

n ivi TA FA I . .
Co (rigc/tcm)dad (g/L, cc[>mol\II\]I-NH4+) (ml\EI deNI\]IHs) DQO  pH (Irjnlf/?) Precipitado
Syntho 0.4 0.02 Despreciable 0.5 6.75 1.62 -
Orina (Fresca) 18 0.89 Despreciable 8 6.25 220-280 -
MSO 10 % 11 1.5 11.7 081 84 23-29 -
MSO 30 % 22 5 28.5 1.58 825  67-85 +
MSO 50 % 46 7.45 58 3.5 8.4  110-140 ++
MSO 80 % 64 9.25 72 396 84 175-225 +++
100 % orina 69 13 124 799 85 220-280 +++

De acuerdo con el mismo procedimiento descripto en la Seccién 4.4, la produccién de corriente
eléctrica fue monitoreada mediante cronoamperometria. La Figura 4.12 muestra la evolucién de la
densidad de corriente en funcién de la concentraciéon de orina del medio para cada condicién en estado
estacionario.

La relacién entre la densidad de corriente y la concentracion de orina siguié un patrén en forma de
‘campana’, evidencidndose un rango de concentraciones - alrededor de 10% - donde la corriente que es
posible extraer del sistema es maxima. De acuerdo con la dindmica del sistema frente a los cambios de
concentracién, se observo inicialmente un marcado incremento en la densidad de corriente (mas de
cuatro veces) al introducir orina en la celda (de 0.68 + 0.07 A/m?2 para Syntho a 3.08 + 0.53 A/m?2 para
10% orina). A fin de justificar esta diferencia se determinaron los valores de DQO de ambos medios de

alimentacion (~ 0.8 g/L para 10% orina y 0.5 g/L para Syntho, Tabla 4.1), sin embargo el aumento en el
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contenido total de compuestos oxidables en la celda no permitiria justificar per se la diferencia de

corriente observada.

Densidad de corriente (A/m?)
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Figura 4.12. Densidad de corriente eléctrica estacionaria (j) en funcién de la concentracién de orina durante el

EAS.

Como se mencioné en la Seccién 4.2, ademas de analizar la cantidad de materia orgénica presente

en el medio de cultivo debe tenerse en cuenta ademaés la bio-degradabilidad o calidad metabélica de la

misma. De acuerdo con la composicién elemental de la orina humana - en funcién de sus principales

metabolitos organicos (Figura 1.6, Capitulo 1) - fue posible estimar a priori la bio-degradabilidad de la

misma. Teniendo en cuenta la composicién porcentual de dichos metabolitos, se determiné la relaciéon

molar elemental entre C, H, O y N para la orina. La Tabla 4.2 muestra esta relaciéon en comparacién con

la correspondiente a Syntho y a cada medio MSO utilizado.

Tabla 4.2
Relacién molar elemental para los medios de cultivo utilizados en el EAS
H/C o/C N/C
Syntho 1.77 0.89 0.032
MSO 10% 1.79 0.58 0.3
MSO 30% 1.79 0.53 0.36
MSO 50% 1.79 0.52 0.38
MSO 80% 1.79 0.52 0.39
Orina 1.79 0.51 0.39
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Una de las maneras mas utilizadas para evaluar la bio-degradabilidad de una muestra a partir de
su composicion elemental es mediante la utilizacién de diagramas - denominados diagramas de van
Krevelen - que permiten visualizar graficamente dicha composicién en relacién con zonas/regiones de
mayor o menor degradabilidad biolégica (Visser, 1983; D’Andrilli et al, 2015). Los diagramas se
representan generalmente de manera bidimensional (2D), donde uno de los ejes (ordenada) muestra la
relacién molar H/ Cy el otro la relacién O/ C. De acuerdo con estas relaciones para la muestra de interés,
el diagrama permite ubicar su composicion respecto a familias de compuestos de bio-degradabilidad
conocida (por ejemplo, carbohidratos, lipidos, proteinas). La ventaja de esta aproximaciéon es que
permite a su vez simplificar el analisis de la muestra vinculando su composicién elemental promedio
respecto a una region de mdxima bio-degradabilidad, correspondiente a compuestos ricos en heterodtomos
que actian como fuente de electrones y carbono para el metabolismo microbiano (tridangulo
composicional comprendido por la familia de lipidos, proteinas y amino-aztcares) (D"Andrilli et al,
2015). La Figura 4.13 muestra el diagrama de van Krevelen 2D construido a partir de las composiciones
elementales de orina y Syntho mostradas en la Tabla 4.2. Es interesante notar en nuestro caso que la
composiciéon promedio de la orina humana cae dentro de la regién de maxima bio-degradabilidad, lo
que no ocurre con Syntho. A pesar de tener una relaciéon H/C similar a la de la orina, Syntho muestra
una relaciéon O/C considerablemente mayor, lo que es indicativo (en promedio) de un medio mas

oxidado y, consecuentemente, con menor disponibilidad de electrones y energia para ceder.
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Figura 4.13. Diagrama de van Krevelen 2D. Se indica la composicién elemental promedio de la orina humana

(azul) y Syntho (verde). Se indican ademas las composiciones tipicas correspondientes a las familias de
carbohidratos, proteinas, lipidos, amino-aztcares y ligninas (triangulo rojo). El tridngulo violeta

(lipidos/ proteinas/amino-aztcares) representa la region composicional correspondiente a la materia orgénica

de mayor bio-degradabilidad. La linea gris punteada (para la relacion H/C=1.5) demarca el denominado limite

de labilidad molecular (MLB), debajo del cual se encuentran aquellos compuestos con comportamiento més

refractario a la degradacién biolégica.

Debido a que la mayoria de los medios de cultivo que se utilizan en estudios de desarrollo

microbiano contienen ademas compuestos nitrogenados, se ha propuesto la extension de los diagramas

de van Krevelen a tres dimensiones (3D), incorporando a la discusién la relaciéon molar N/C de la

muestra (Sleighter y Hatcher, 2007; Rivas-Ubach et al, 2018). La Figura 4.14 (a) muestra el diagrama 3D

construido de acuerdo con las relaciones mostradas para orina y Syntho en la Tabla 4.2. El analisis

tridimensional permitié extender la discusién y poner atin mas en evidencia la diferencia entre orina y

Syntho. La principal distincién entre ambos medios reside en la relacién N/C (0.39 para orina y 0.032

para Syntho), lo que impacta directamente - de acuerdo con estudios de la literatura - sobre la bio-

degradabilidad de la materia organica asociada a cada medio, y condiciona la cantidad de

microorganismos capaces de crecer en cada uno de ellos.
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Figura 4.14. Diagrama de van Krevelen 3D. (a) Se observa la diferencia fundamental entre orina y Syntho en
el eje N/C. La flecha roja indica la relacién N/C (0.2) correspondiente a la composicién elemental promedio de
una bacteria (CH158005No.2). (b) Efecto del incremento de la concentraciéon de orina en la composicién promedio
del medio de alimentacién (MSO), respecto del tridngulo de maxima bio-disponibilidad. En ambas figuras MLB

corresponde a la relacién H/C que determina el limite de labilidad molecular.

Los estudios mencionados han revelado que la asimilacién de materia organica, y el consecuente
crecimiento microbiano, dependen fuertemente de la composiciéon elemental del medio de cultivo
respecto de la relacion N/C correspondiente a la composicién bacteriana promedio (N/C = 0.2)
(Goldman et al, 1987; Vallino et al, 1996). Asi, medios de alimentacién con relaciones N/C superiores a
la de la estructura bacteriana han demostrado inducir un crecimiento microbiano preferencial,
independientemente de la naturaleza de la fuente de C y N (siempre y cuando, por supuesto, el
compuesto nitrogenado empleado no resulte t6xico para la poblacién microbiana). En este contexto es
interesante notar también cémo, para el ensayo de aclimatacién realizado, las composiciones de los
distintos medios de orina utilizados permiten al sistema “desplazarse e ingresar” progresivamente al
tridangulo de mayor bio-degradabilidad (Figura 4.14 (b)), generando condiciones de menor relacién O/C
(menor grado de oxidacién, mayor cantidad de electrones disponibles) y de relacién N/C por encima
de la correspondiente a la estructura microbiana promedio (lo que favoreceria el crecimiento
bacteriano).

Este andlisis permitirfa suponer inicialmente un incremento en la cantidad de microorganismos
desarrollados al incorporar orina en la celda, lo que fue comprobado experimentalmente a partir de
medidas de ADN y conteo bacteriano sobre el biofilm anédico (8.6x108 bacterias electro-activas cuando

el sistema se aliment6 con Syntho frente a 2.62x10° en 10% orina). Ademas de su elevada bio-
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degradabilidad en términos generales, la orina contiene moléculas capaces de ser aprovechadas para la
produccién de corriente eléctrica (acetato y creatinina, por ejemplo, como se mencioné en la Seccién 4.2
y se discutird en la Seccién 4.7), lo que redundaria en los notorios efectos observados por
cronoamperometria al suplementar 10% orina como medio de alimentacién en comparacién con Syntho.

En este contexto, se hubiera esperado un incremento continuo y sostenido en el tiempo de la
corriente producida al trabajar con concentraciones de orina en aumento. Sin embargo, la produccion
de corriente se vio fuertemente comprometida al utilizar concentraciones iguales y/o mayores al 30%
(0.90+£0.10 A/m?, Figura 4.12), observandose una caida exponencial de la carga entregada por el sistema
hasta alcanzar los valores mas bajos en presencia de orina pura (0.05-0.1 A/m?). Estos altimos se
corresponden en excelente acuerdo con los reportados en estudios previos para MFCs alimentadas con
orina (Ieropoulos et al, 2013; Pant et al, 2010).

A fin de dar una explicacion a la caida de corriente eléctrica para concentraciones de orina en
aumento, se analizaron los parametros determinados en la celda durante el funcionamiento de la misma
(Tabla 4.1). De acuerdo con este analisis, la disminucién en el desempefio bio-electroquimico fue
atribuida principalmente a la inhibicién de la poblacién microbiana sobre el &nodo, como consecuencia
de fenémenos fisico-quimicos desencadenados en la celda a partir de concentraciones de orina
superiores al 10%. Uno de estos eventos se encuentra directamente relacionado con el aumento en el
contenido inicial de urea en el reactor. Este compuesto es degradado enziméticamente en la celda,
conduciendo a un aumento del pH del medio como consecuencia de la generacién de amoniaco libre
(el pH alcanza valores estables de ~ 8.3-8.5 bajo las condiciones del experimento, correspondientes a la
formacion de un sistema buffer amonio/amoniaco). De acuerdo con los valores reportados en la Tabla
4.1, puede apreciarse la relacién que existe entre el contenido de amoniaco libre (FAN) y la
concentracion de urea del medio de cultivo utilizado como alimentacion. En particular, y de relevancia
para los fines del experimento, el amoniaco ha sido identificado en diversos estudios como un
compuesto esencialmente toxico frente a microorganismos (principalmente bacterias), debido a su
capacidad para penetrar las membranas celulares y alterar el pH interno bacteriano (con la consecuente
inactivacion metabdlica) (Kadam y Boone, 1996; Miiller et al, 2006; Delgado et al, 2016; Tian et al, 2018).
Es interesante notar que, para concentraciones de orina de 30% y/o superiores (donde la caida de la
corriente es particularmente notoria), los niveles de amoniaco libre producidos resultaron ser
ampliamente superiores a los reportados en bibliografia para los limites de viabilidad microbiolégica

en sistemas similares (Sprot et al, 1986; Kadam y Boone, 1996; Rajagopal et al, 2013).
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Ademés de los efectos provocados por las altas concentraciones de amoniaco, el proceso
microbiolégico de generaciéon de corriente se vio también afectado por la precipitaciéon de sales
inorganicas al pH del medio, como consecuencia del aumento en el contenido de iones
(fundamentalmente Ca?*, Mg*2, OH- y PO4>) con el incremento en la proporcién de orina. Los
precipitados, observados a partir de una concentracion de 30% (Tabla 4.1), se depositaron tanto sobre
las paredes de la celda como sobre la superficie de todos los electrodos de la celda. Esto condujo, en el
caso particular del electrodo de trabajo, al “aislamiento” del biofilm (lo que podria asemejarse a un
proceso de “pasivado” anddico) y a la consecuente disminucion de la actividad microbioldgica.
Asimismo, la pérdida de superficie efectiva del contra-electrodo también fue identificado como otro de
los efectos contraproducentes para el normal funcionamiento de la celda.

La Figura 4.15 muestra una fotografia del &nodo “pasivado” por precipitaciéon obtenido en un medio

conteniendo 30% orina, asi como imagenes de microscopia SEM de un corte transversal del mismo

Precipitado

inorganico

A

Figura 4.15. Fotografia del &nodo cubierto por precipitados generados en un medio MSO 30%. Las imagenes
SEM muestran un corte transversal del electrodo donde se observa la presencia de cristales facetados
depositados sobre el biofilm. Barras: 50 um

El material adherido a la barra de grafito (biofilm + precipitado) fue extraido para su analisis por
difraccién de rayos X (XRD). La Figura 4.16 muestra el difractograma obtenido, a partir del cual se
determinaron las principales fases inorganicas cristalinas depositadas: estruvita (NHiMgPO4.6H-O) e
hidroxiapatita (Ca10(POs)(OH)2). Este resultado estd en acuerdo con estudios previos de modelado
computacional de sistemas de recolecciéon de orina. En éstos, se ha demostrado que, de acuerdo con las
condiciones de pH asociadas a la hidroélisis de urea y en funcién de la concentraciéon y solubilidad de
las sales presentes en un medio conteniendo orina, tanto la estruvita como la hidroxiapatita son las
principales fases inorganicas generadas por precipitacion, a concentraciones de orina comparables a las

estudiadas en esta Tesis (Udert et al, 2003).
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Figura 4.16. Difractograma del ‘material” adherido al &nodo obtenido en un medio conteniendo 30% orina. Los
patrones correspondientes a las principales fases cristalinas (estruvita e hidroxiapatita) se observan sobre un
‘fondo” de baja cristalinidad, el que podria estar asociado al material biolégico del biofilm (células + matriz

extracelular).

Ademéds de los efectos de inhibicién microbiana por exposicién a altas concentraciones de amoniaco
y fenémenos de precipitacion, se analizé por dltimo el efecto producido per se por el aumento del pH
en la celda, de manera de desacoplar los efectos de pH de aquellos desencadenados por hidrolisis de la
urea. Para esto, se realizé un experimento con la cepa bacteriana modelo G Sulfurreducens (DM12127,
DSMZ, Alemania), la cual se inocul6 en celdas de tres electrodos como las empleadas para los estudios
en presencia de orina, utilizando barras de grafito no porosas como electrodo de trabajo y bajo la misma
modalidad de operacion (periodo inicial en batch y posterior alimentacién en modo continuo). En este
caso se emple6 un medio de cultivo tipico para G. Sulfurreducens (conteniendo acetato como fuente de
materia organica) en lugar de orina. Para modificar el pH del sistema libremente, se eliminé de la
formulacién del medio de cultivo el NaHCO;, evitando asi la formacion del sistema buffer CO,/HCOs-.
De esta forma, el cambio de pH se llevé a cabo de manera controlada en la celda a partir de la
modificaciéon de la proporcién de gases N>/ CO» utilizados para el mantenimiento de las condiciones
anaerobicas del sistema. El ensayo se llev6 a cabo a un pH inicial de 7, el cual - una vez estabilizado el
sistema - se modificé a valores correspondientes a los medidos en la celda en presencia de orina (8.5-9,

Tabla 4.1). La Figura 4.17 muestra los resultados obtenidos por cronoamperometria.
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Como puede observarse, una vez estabilizada la densidad de corriente, el cambio de pH del medio
no condujo a modificaciones significativas de la misma, manteniendo valores de ~7 A/m? tipicos para
esta cepa bacteriana bajo condiciones de polarizaciéon. Este ensayo, en conjunto con el hecho de que a
10% orina el sistema - aun desarrollando un pH de ~ 8.5 - no evidenci6 caida en la corriente, demostré
que el efecto de inhibicién microbiana no puede ser justificado s6lo por el valor de pH, reforzando la

propuesta de inhibicién conjunta por efectos citotdxicos y de precipitacién de sales inorgéanicas.

o
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Figura 4.17. Cronoamperometria correspondiente al crecimiento de G. sulfurreducens y su desempefio bio-
electroquimico a diferentes valores de pH.

A fin de identificar las poblaciones microbianas presentes sobre los anodos para distintas
concentraciones de orina, y de relacionarlas con los eventos inhibitorios mencionados, se llevaron a cabo
estudios genémicos de los biofilms desarrollados. Para esto se realizaron extracciones y secuenciaciones
del ADN genémico total para cada condicién, de manera andloga a los estudios presentados en la
Seccién 4.4. Las muestras seleccionadas para este fin fueron: (i) el biofilm anddico en el sistema
alimentado con 10% orina (lo que permiti6 evaluar la poblacién microbiana correspondiente al maximo
de densidad de corriente); y (ii) el biofilm desarrollado en el sistema suplementado con 100% orina (con

el objeto de determinar la poblacién presente bajo condiciones de inhibicion extrema).
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La Figura 4.18 muestra las comunidades bacterianas correspondientes a los estadios mencionados.
Se incorpora ademads en esta figura, para facilitar la comparacion, la distribucién de microorganismos

presentes en el LCD, mostrada originalmente en la Figura 4.10.
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Figura 4.18. Composicién de la comunidad bacteriana presente en el biofilm de (a) un &nodo microbiano
proveniente de un medio conteniendo 10% orina, y (b) un d&nodo proveniente de un medio conteniendo 100%
orina. En (c) se muestra (a modo comparativo) la comunidad bacteriana original presente en el LCD.

Mientras que el lodo utilizado como inéculo mostré una gran variedad de filos en su composicion,
los &nodos colonizados luego del periodo de aclimatacién en 10% orina mostraron un enriquecimiento
preferencial en Proteobacterias (de 35.7% en el lodo a 75.4% luego de la aclimatacién, Figura 4.18 (a)), con
Geobacter y Pelobacter como los principales géneros encontrados. Este enriquecimiento en bacterias
electro-activas se reflej6 directamente en el incremento de la densidad de corriente eléctrica al
incorporar orina en el reactor. Sin embargo, el analisis de la comunidad bacteriana en presencia de orina
pura mostré una clara pérdida de Proteobacterias, alcanzando niveles de tan s6lo 1.2% (Figura 4.18 (b)).
Un aspecto interesante a remarcar en este tltimo caso es el notable enriquecimiento del filo Firmicutes
en la composicion del biofilm anédico (98,5%), con Tissierella como el principal género encontrado. La
presencia de este género bacteriano (no electro-activo) ya ha sido reportada en sistemas conteniendo

orina humana pura, demostrandose su capacidad para metabolizar creatinina, utilizdndola como tinica
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fuente de carbono y produciendo acetato como producto metabdlico final (Barbosa et al, 2017). Como
se menciond, el acetato es la principal fuente de carbono y de electrones utilizada en el metabolismo de
microorganismos electro-activos (como Geobacter, por ejemplo). Por lo tanto, de acuerdo con los
resultados de secuenciacion, las densidades de corriente detectadas durante el EAS podrian ser
directamente atribuidas a la colaboracién sinérgica de microorganismos no electro-activos capaces de
producir acetato en el biofilm anddico (Tissierelln) y microorganismos electro-activos capaces de
transformar el acetato en corriente eléctrica (Geobacter). Estos resultados pueden asi relacionarse, por un
lado, con las bajas densidades de corriente frecuentemente reportadas en sistemas bio-electroquimicos
alimentados con orina pura (fuerte inhibicién de bacterias electro-activas en el biofilm anédico); y, por
otro, permitir proponer un método de mitigacién de estos efectos (Seccién 4.5), con el objeto de superar
las limitaciones encontradas en la produccion de corriente.

El intercambio de electrones con el electrodo y, en consecuencia la densidad de corriente eléctrica,
puede ser utilizado como parametro efectivo para cuantificar la velocidad de procesos metabdlicos
mediante una expresion simple similar a la propuesta por Monod (Franzetti et al, 2017). La ecuacién de
Monod, adaptada al sistema de trabajo, puede representarse de la siguiente forma:

[orina]

j([orina]) = jnax m

donde j es la densidad de corriente, [orina] es la concentraciéon de orina (%) y, Km y jmax son
constantes empiricas del modelo. De acuerdo con un sistema microbiol6gico metabélicamente inhibido,
se llev6 a cabo un ajuste de los resultados de densidad de corriente en funcion de la concentracion de
orina (Figura 4.12), empleando un modelo matematico que tiene en cuenta eventos inhibitorios por
efecto de la concentracion de sustrato (modelo de Han/Levenspiel) (Han y Levenspiel, 1998). Este
modelo, a diferencia del modelo empirico de Monod (que se emplea habitualmente para representar la
dindmica de crecimiento bacteriano en condiciones no inhibidas), toma la forma de:

[urine] [urine]
B [urine]*) '

J = Jmax-(1 [uri
. _ [urine] .,,
[urine] + Ky . (1 —[urine]*)

donde [orina]” es la concentracién de orina a densidad de corriente tendiendo a cero (j—0), y ny m,
son constantes de ajuste. Este modelo permiti6 modelar de manera satisfactoria los puntos
experimentales. La Figura 4.19 muestra el ajuste obtenido y la curva de crecimiento tedrica

correspondiente a un sistema no inhibido simulada con el modelo de Monod.
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Figura 4.19. Valores experimentales del EAS (simbolos azules) ajustados con el modelo de Han/Levenspiel
correspondiente a un crecimiento microbiano inhibido (Iinea continua). En la figura se simula a modo
comparativo un perfil de crecimiento no inhibido de acuerdo con el modelo de Monod (linea punteada).

Si bien los modelos tradicionales de cinética de crecimiento microbiano han sido desarrollados en
su gran mayoria para sistemas suplementados con un tnico sustrato (compuesto organico tinico) y/o
cepas puras (no consorcios), la aproximacién semi-empirica utilizada en este trabajo permitié demostrar
que el modelo de Han/Levenspiel puede ser efectivamente empleado para reproducir el
comportamiento resultante de nuestro sistema durante el proceso de aclimatacién, de acuerdo con un
patron de inhibicion en un medio conteniendo una multiplicidad de sustratos organicos. Como puede
verse en la figura, este modelo permite simular, para concentraciones superiores a 10%, la desviacién
del comportamiento microbiano respecto a un crecimiento no inhibido.

Sobre la base de estos resultados, se decidié estudiar el efecto de la concentracién de orina en un
rango acotado en torno a la concentracion correspondiente al médximo de densidad de corriente
observado. El objetivo fue detectar una concentracion 6ptima que permita generar la mayor cantidad
de carga eléctrica bajo las condiciones experimentales ensayadas, evitando simultdineamente los efectos

inhibitorios mencionados.
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4.6- Produccion de corriente a partir de orina: estudio de la concentracién 6ptima

Para evaluar las concentraciones de orina en torno al 10 % se llevé a cabo un EAS utilizando el mismo
set-up experimental presentado en la Seccién 4.5. Esto permitié determinar una concentraciéon mds
precisa a partir de la cual los efectos inhibitorios juegan un papel dominante, y por lo tanto establecer
una concentracion de trabajo capaz de producir la mayor densidad de corriente en el sistema estudiado.
Se evaluaron cuatro concentraciones adicionales, una por debajo de 10% (5%) y tres por encima (15, 20
y 25%), cubriendo de esta manera el rango comprendido hasta 30%, concentracién esta tltima a partir
de la cual los efectos inhibitorios condicionaron la produccion de corriente eléctrica. La Figura 4.20 (a)

muestra el perfil de densidad de corriente obtenido al trabajar en esta ventana de concentraciones.
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Figura 4.20. (a) Densidad de corriente eléctrica para el rango de concentraciones acotadas. Las barras bordo
corresponden a las nuevas concentraciones evaluadas. (b) Ajuste de los nuevos puntos experimentales con el
modelo de Monod.

Los resultados mostraron la posibilidad de extender la concentracién de orina hasta un 20% sin
evidenciar efectos inhibitorios. Esto condujo efectivamente a un incremento continuo en la densidad de
corriente, esta vez de acuerdo con un perfil no inhibido de tipo Monod (Figura 4.20 (b)). Las densidades
mas elevadas (3.6 + 0.2 A/m? para 20% orina) representaron un aumento significativo (mas 35 veces)
respecto de los valores obtenidos a partir de orina pura (0.1 A/m?, Figura 4.12). En este rango de
concentraciones - hasta 20% - fue posible evitar la produccién excesiva de amoniaco libre (~ 13 mM para
20% orina) y simultdineamente la precipitaciéon extensiva de sales en la celda, lo que repercuti6 en el
aprovechamiento mas eficiente de los compuestos presentes en la orina. Cuando se evalu6 el sistema
para una concentraciéon de 25%, la densidad de corriente se aparté de la tendencia en aumento,
conduciendo a una caida (~ 2.5 £ 0.6 A/m?) en transicioén hacia los valores correspondientes a 30%. De

acuerdo con los efectos inhibitorios discutidos, concentraciones de 25% o superiores hacen inviable el
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proceso de aclimatacién microbiana en el sistema estudiado, ya sea tanto desde un punto de vista
bioquimico (concentracién de amoniaco libre ~ 20 mM para 25% orina) como fisico (comienzo de los
eventos de precipitacion).

Como ultimo paso del proceso de optimizacion se evalu6 la posibilidad de reducir los tiempos de
obtencion de la méaxima densidad de corriente (30-35 dias considerando todas las etapas
experimentales). Para esto se determind, dentro del rango libre de inhibicion, si el protocolo de
aclimatacion secuencial (aumento progresivo de la concentracién de orina en el medio de cultivo) es un
factor relevante o podria prescindirse del mismo. Para esto, los resultados obtenidos durante la
aclimatacion se compararon con los de un nuevo ensayo en donde el cambio a la concentracién de orina
“6ptima” (20%) se 1llevé a cabo en una sola etapa, pasando directamente de Syntho a MSO 20% (sin
contemplar las concentraciones previas). De igual manera a los ensayos anteriores, se sigui6 la corriente
eléctrica en el tiempo mediante cronoamperometria en una celda de tres electrodos bajo las mismas
condiciones experimentales. La Figura 4.21 muestra los resultados obtenidos, contrastados con los
mostrados en la Figura 4.20 hasta la concentracién 6ptima encontrada.

4

m Aclimatacion Secuencial

3,5
3 M Sin aclimatacion secuencial
2,5
15
s B
0

Syntho Syntho 5% 20% 10% 20% 15% 20% 20% 20%
Concentracion de orina (%)

j (A/m?)

—

Figura 4.21. Densidad de corriente en funcién de la concentracién de orina evaluada bajo dos modalidades:
con (azul) y sin (naranja) aclimatacién secuencial.

En la figura se observa como la densidad de corriente maxima obtenida con 20% orina en ausencia
de aclimatacion (2 A/m?) es considerablemente menor a la maxima obtenida al aclimatar la poblaciéon
microbiana (3.6 A/m?2). Con el fin de evaluar si el tiempo podia ser responsable de los elevados valores
obtenidos en el proceso de aclimatacién, el ensayo "no aclimatado” se mantuvo durante cuatro semanas

(desde el pasaje de Syntho a 20% orina). Con el paso del tiempo se observé claramente la caida en la
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producciéon de corriente eléctrica, estabilizdndose para valores promedio de ~ 0.5 A/m2 En
consecuencia, para la obtencién de los resultados mostrados en la Figura 4.20 (densidades de corriente
maximas de 3.6 A/m?) es efectivamente necesario un proceso de aclimatacioén previa.

De acuerdo con los resultados mostrados en esta seccién, la adopcion de un protocolo de dilucién
de orina en una ventana de concentracién adecuada, en conjunto con una estrategia de aclimatacién
microbioldgica a concentraciones de orina crecientes, conduce efectivamente a la optimizacién de los
procesos bio-electroquimicos de producciéon de corriente cuando se emplea orina como fuente de

materia orgédnica bio-degradable.

4.7- Simulacion bio-termodinamica de las densidades de corriente

Sobre la base de los resultados mostrados en la Seccion 4.6 se llevo a cabo una aproximacion tedrica al
sistema bajo estudio, con el objeto de simular las densidades de corriente en funcién de la concentracion
de orina en el rango en el que el sistema se encuentra libre de inhibicién.

Si bien existe en la literatura una gran variedad de modelos que permiten simular pardmetros de
salida de BESs (por ejemplo, densidades de corriente, potencias, gradientes de concentracién de sustrato
en el biofilm bacteriano, entre otros) (Picioreanu et al, 2007; Torres et al, 2008; Kato Marcus et al, 2011),
todos ellos utilizan una cierta cantidad de variables de entrada (datos de alimentacién de los modelos)
obtenidas a partir de resultados experimentales (por ejemplo, velocidades maximas de crecimiento
microbiano para géneros bacterianos especificos, constantes cinéticas de los procesos de degradacion
de materia organica, entre otros), las que atn no estdn disponibles en la literatura para sistemas
alimentados con orina. Con el objeto de sortear este obstaculo - y como aporte adicional del trabajo de
Tesis - se llevé a cabo un estudio de la dindmica microbiana a partir de leyes de primeros principios,
empleando una interpretacion termodindmica del metabolismo de bacterias electro-activas. Esto permitio
vincular la densidad de energia catabolica presente en el medio de cultivo (para cada concentracion de
orina en el rango 0-20%) con la velocidad de crecimiento de los microorganismos, la que se utiliz6
finalmente para calcular la velocidad de consumo de materia organica y la carga eléctrica generada por
unidad de tiempo y unidad de &rea de electrodo (densidad de corriente).

El modelado matematico es una de las herramientas mas ttiles para el estudio teérico de los BESs.
Permite, por un lado, disminuir el tiempo experimental invertido en ensayos de tipo “prueba y error’,
simplificando a su vez los disefios experimentales de acuerdo con las variables criticas que emerjan del

estudio tedrico (Jadhav et al, 2020). La versatilidad de los modelos matemaéticos permite condensar
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ademas la complejidad fenomenolégica de los BESs en una serie de ecuaciones acopladas, a partir de
las cuales es posible describir el efecto de las variables del sistema sobre la respuesta final de salida. Los
modelos que han sido utilizados hasta el momento en el area bio-electroquimica pueden dividirse en
dos grandes familias: (i) modelos estadisticos, y (ii) modelos ingenieriles/bio-fisicos (Luo et al, 2016).
Los primeros se focalizan en relaciones de tipo “input-output”, haciendo uso de una gran cantidad de
datos experimentales como pardmetros de alimentacion de los mismos, renunciando de cierta forma a
la “visualizaciéon” de la fisica subyacente a los fenémenos involucrados (motivo por el cual son
generalmente denominados modelos de tipo ‘caja negra”). Contrariamente, los modelos bio-fisicos
abordan la “imagen fisica” del sistema bajo estudio, construyendo las interfases del mismo a partir de
dominios que contemplan los aspectos fisico-quimicos, microbiolégicos y electroquimicos que
gobiernan la dinamica del proceso de produccién de corriente (Kato Marcus 2007; Torres et al, 2008).
Si bien existe en la literatura una gran variedad modelos que se han empleado con éxito para la
simulacién de densidades de corriente de BESs, éstos han abordado generalmente medios de cultivo
tradicionales (por ejemplo, medios sintéticos conteniendo acetato como tnica fuente de materia
organica) y cepas puras de microorganismos electro-activos (por ejemplo, Shewanella o Geobacter), lo que
ha servido para validar la estructura de los modelos bajo condiciones simplificadas, dejando la puerta
abierta a su utilizacién en escenarios mas complejos. Estos sistemas més complejos han comenzado a
abordarse en los tltimos afios, demostrando la validez de las aproximaciones y enfoques propuestos
(Littfinski et al, 2022). Muy recientemente han aparecido las primeras aproximaciones tedricas a BESs
alimentados con orina. Sin embargo, los modelos empleados - todos de tipo estadistico - se han basado
en andlisis numéricos, lo que ha dejado de lado posibles interpretaciones y visualizaciones fisico-
quimicas de los sistemas estudiados (de Ramoén-Ferndndez et al, 2019: de Ramoén-Fernandez, 2020).
Claramente, la manera de alcanzar tal interpretacién es recurrir a aproximaciones de tipo bio-fisicas. La
estructura tedrica desarrollada a la fecha dentro de este tipo de modelos es robusta; sin embargo,
también hace uso de una minima cantidad de pardmetros experimentales para realizar los calculos de
interés (por ejemplo, velocidades méaximas de crecimiento microbiano, constantes cinéticas de
degradacion de sustrato, cantidad de microorganismos electro-activos presentes en el anodo,
coeficientes de difusion, entre otros) (Picioreanu et al, 2007; Korth et al, 2015). Es justamente debido a la
falta de estos parametros, obtenidos experimentalmente en presencia de orina, que no existen a la fecha

simulaciones de BESs alimentados con orina basadas en interpretaciones ingenieriles/bio-fisicas.
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El objetivo en esta parte del trabajo de Tesis fue proponer una alternativa al respecto, elaborando una
aproximacion visualizable” del sistema estudiado que permita reproducir las densidades de corriente obtenidas en
funcion de la concentracion de orina, en la ventana composicional donde la poblacion electro-activa se encuentra
libre de inhibicion.

Para lograr esto se trabaj6é en el marco del drea conocida como bio-termodinamica. La bio-
termodindmica - desarrollada en la década de los afios 1990 de la mano de los trabajos de von Stockar,
Heijnen y van Loosdrecht - sienta sus bases en la aplicacién de leyes termodinamicas al metabolismo
microbiano (termodindmica de procesos irreversibles). En este marco teérico es posible predecir el
comportamiento del sistema biolégico, en cuanto a rendimiento (cantidad de microorganismos capaces
de crecer bajo condiciones experimentales definidas) y velocidad de crecimiento, abordando tanto la
estequiometria como la cinética del proceso de replicacion celular. En las siguientes secciones se
introducen los conceptos mas relevantes vinculados con ambos dominios (estequiometria y cinética),

los que fueron empleados para el desarrollo del modelo propuesto.

4.7.1- Estequiometria del crecimiento microbiano

De acuerdo con los conceptos discutidos en la Seccion 4.1, los procesos microbiolégicos pueden ser
interpretados como una reaccién quimica convencional (reactivos — productos). Asi, teniendo en
cuenta el metabolismo microbiano (catabolismo/anabolismo) y los balances energéticos asociados
(AGecatabslico, AGanabstico Y AGdisipacion), las transformaciones a nivel celular pueden visualizarse mas

detalladamente - para el caso particular de una bacteria - de la siguiente manera (Figura 4.22):
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Figura 4.22. Representacién del metabolismo bacteriano como una “reaccién quimica’.

De las variables representadas en el esquema, es de importancia para nuestro modelo la fuente de
carbono y energia que serd empleada por los microorganismos electro-activos del biofilm bacteriano, asi
como también la cantidad de biomasa formada (X, de acuerdo con la simbologia utilizada en la
literatura) y cada uno de los parametros termodindmicos asociados al metabolismo (AGeatabstico,
AGanabslico Y AGdisipacion) (von Stockar, 2010).

En este contexto, y sobre la base de la Primera Ley de la Termodindmica, la bio-termodinamica ha
hecho posible la interpretacién de los fenémenos de generacion de calor en cultivos celulares a partir
de balances energéticos, vinculando éstos tltimos con la cantidad de bacterias capaces de desarrollarse
en condiciones especificas. Tanto la cantidad de bacterias desarrolladas como la velocidad de
crecimiento, han representado los principales intereses de la bio-termodinamica en el campo de la bio-
tecnologia (von Stockar, 2010). De la misma forma, la aplicaciéon de la Segunda Ley - considerando la
fuerza impulsora del crecimiento microbiano (AGudisipacien) - ha permitido evaluar la relacién entre la
produccién de entropia asociada al desarrollo bacteriano y la viabilidad y direcciéon del proceso de
divisién celular (proceso espontaneo e irreversible) (von Stockar et al, 2006). En este marco, la bio-
termodindmica se ha transformado en una herramienta capaz predecir el comportamiento de sistemas
microbianos (no excluyentemente electroquimicos), respaldada por una gran cantidad de datos

validados experimentalmente (von Stockar, 2010).

81



Capitulo 4

Teniendo en cuenta el balance de masa extracelular (considerando cada microorganismo como un
bio-reactor), es posible plantear una ecuacién macroquimica de crecimiento microbiano para el
proceso de interés. En nuestro caso, considerando el crecimiento anaerébico de bacterias electro-activas
a partir de acetato (fuente de carbono y electrones) es posible plantear de manera simplificada la

siguiente ecuacion para la produccién de 1 mol de biomasa:
(a) CHsCOO- + (b) NH4* + (c) HXO — 1 CH1.8005No2 + (d) HCOs + (e) H* + (f) ¢ Ecuacion 4.1

donde CHis005No.2 representa la férmula elemental (por mol de C) asociada a la composiciéon
bacteriana promedio (Heijnen y Kleerebezem, 2010; Picioreanu et al, 2007), considerando los electrones
cedidos al electrodo (coeficiente estequiométrico f) como uno de los “productos” de interés de la
reaccion. Los coeficientes (a-f) pueden ser calculados a partir de ecuaciones de balance elemental, asi
como también a partir de balances de carga y de energia libre de Gibbs. Como es usual, los macro- y
micronutrientes (asi como los factores de crecimiento) no se incluyen en las ecuaciones de crecimiento;
no por ser irrelevantes, sino porque son constituyentes minoritarios en la composicion microbiana,
teniendo poco impacto en el tratamiento matematico final (Castafieda, 2019).

Parte de la tarea realizada durante el desarrollo del modelo propuesto consistié en, a partir de la
fuente de carbono y electrones utilizada y de la estequiometria de la reacciéon de crecimiento
(catabolismo y anabolismo considerados por separado), determinar cada uno de los pardmetros
termodindmicos vinculados al metabolismo (AGeatabstico, AGanabslico Y AGdisipacion). Finalmente, dichos
parametros fueron relacionados con la velocidad de crecimiento bacteriano y con la velocidad de produccion

de electrones sobre el anodo (densidad de corriente).

4.7.2- Cinética del crecimiento microbiano

La produccién de carga eléctrica depende del desarrollo de microorganismos electro-activos sobre el
electrodo, por lo que es fundamental conocer no sélo la cantidad de bacterias presentes en funciéon de
la concentracion de orina (en nuestro modelo), sino también la velocidad a la que éstas crecen. La
velocidad de crecimiento esta directamente asociada con la velocidad de consumo de sustrato (materia
organica), y puede ser descripta microscépicamente considerando a un microorganismo como la unidad
basica del sistema. En este caso, dicha velocidad se denomina velocidad especifica de crecimiento, y se
simboliza con la letra griega p.

En la década de los afios 1940, Jacques Monod desarrollé una expresiéon fenomenolégica que

relaciona p con la concentracién del compuesto limitante del crecimiento (Liu et al, 2003). Esta limitacién
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no necesariamente esta vinculada con la concentracién de dicho compuesto en el medio de cultivo, sino
que contempla también los requerimientos nutricionales de los microorganismos en cuestion. La

expresion - denominada ecuacion de Monod - toma la forma de:

— Hmax - [S]

(Ks+ [S]) Ecuacion 4.2

u

donde [S] representa la concentracion del compuesto limitante, p,s la velocidad maxima a la que
pueden crecer los microorganismos bajo las condiciones de cultivo, y Ks la constante de saturaciéon

Mmax

media, equivalente a la concentracién de sustrato para la cual la velocidad de crecimiento es

En el caso particular de nuestro sistema, el proceso catabdlico asociado al metabolismo microbiano
electro-activo transforma materia orgénica en carga eléctrica, parte de la cual es finalmente transferida
al anodo. Este proceso dependiente del tiempo representa una medida cinética del desempefio bio-
electroquimico global (Rabaey, 2010). En la mayoria de los modelos bio-fisicos de simulacién, la
velocidad de produccion de electrones se calcula a partir de valores de velocidad de consumo de materia
organica (Picioreanu et al, 2007; Kato Marcus et al, 2007; Renslow et al, 2013), considerando que ésta
altima depende de las concentraciones del dador y del aceptor electrénico, a través de ecuaciones
acopladas de manera multiplicativa (Torres et al, 2008; Renslow et al, 2013). En el caso de un aceptor
electrénico insoluble (por ejemplo, un electrodo), la velocidad de consumo de materia organica ha sido
relacionada con la velocidad de crecimiento microbiano mediante el uso de una extensiéon de la ecuacién
de Monod, denominada ecuacién de Nernst-Monod, la que permite tener en cuenta simultineamente
la concentracion de materia organica limitante (dador electrénico) y el potencial del electrodo de trabajo
(aceptor electrénico) (Picioreanu et al, 2007; Kato Marcus et al, 2007; Renslow et al, 2013). Sin embargo,
para proceder de esta manera, los modelos requieren pardmetros validados experimentalmente en
condiciones particulares, como por ejemplo valores de velocidad méxima de consumo de sustrato (qmax),
constantes de saturaciéon media (Ks), velocidades maximas de crecimiento microbiano (limax), entre otros,
informacion no disponible atin para BESs alimentados con orina humana. En este punto es donde, en el marco
propuesto, se aplicaron las herramientas de la bio-termodindamica al metabolismo bacteriano electro-
activo para vincular la estequiometria y la energética metabdlica con la cinética de crecimiento y de
consumo de materia orgénica.

Las leyes termodindmicas son utilizadas habitualmente en estudios metabdlicos para determinar la
factibilidad y/o direccionalidad de una reaccién particular de interés. Sin embargo, para sistemas fuera

del equilibrio (estados estacionarios, por ejemplo), la Termodindmica también puede vincularse con
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aspectos cinéticos del proceso a partir de relaciones de tipo fuerza-flujo (Noor et al, 2014). Este aspecto
constituye el ntcleo central de modelos que describen la dindmica de crecimiento microbiano
incorporando en su tratamiento fenémenos de termodinamica de no-equilibrio, teniendo en cuenta los
procesos catabolicos y anabdlicos involucrados. Esto ha conducido a una conceptualizacién fisica
profunda del metabolismo (von Stockar y Liu, 1999; von Stockar 2006), permitiendo relacionar los
procesos catabdlicos y anabélicos a través del pardmetro de disipacion de energia de Gibbs (AGadisipacion)-

Debido a que el proceso de replicacion bacteriana obedece leyes fisicas fundamentales, es posible
en principio describirlo dentro del campo de la Termodindmica Estadistica (Saadat et al, 2020).
Utilizando esta aproximacién, y empleando el concepto de AGudisipacion, Le Quéméner y Bouchez (2014)
desarrollaron una expresiéon que permite calcular la velocidad especifica de crecimiento microbiano en

términos de balances energéticos. Esta expresion toma la siguiente forma:

(AGanabslico+ AGdisipacic’m)
Vharv [S]-AGcatabslico

K= Umax - [exp (- Ecuacion 4.3

donde, como se observa, la velocidad de crecimiento (1) depende de cada uno de los parametros
termodindmicos asociados al metabolismo bacteriano (mostrados en la Figura 4.22), asi como también
de la concentracion de materia orgédnica limitante ([S]). En la Ecuacién 4.3, umsx representa la velocidad
maxima de crecimiento. La ventaja de utilizar esta ecuacién - la que se describira en la Seccién 4.7.4.1.1
- radica en que permite determinar p a partir de parametros energéticos, calculados a su vez a partir de
la estequiometria de la reaccion catabolica y anabdlica. Asimismo, permite tratar a pmax en términos
termodindmicos, lo que facilita el anélisis, prescindiendo de valores de literatura.

Sobre la base tedrica descripta se abordé el estudio del sistema presentado en la Seccién 4.6,
vinculando los aspectos energéticos del metabolismo microbiano electro-activo con la cinética de
replicacién bacteriana y la produccién de corriente eléctrica para cada concentracién de orina (en el
rango de concentraciones en que el sistema se encuentra libre de inhibicién). En las siguientes secciones

se detalla la aproximacién propuesta de acuerdo con la siguiente ‘ruta” de trabajo:

( ( (
Definicién de

Estrategia de Simulacién
la estructura D 5 D y

calculo validacion
del modelo

J J
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4.7.3- Estructura del modelo

La complejidad de los BESs hace inviable el abordaje simultdneo - a partir de primeros principios - de
todos y cada uno de los aspectos involucrados en el proceso de generacion de carga eléctrica. Estos
sistemas dindamicos o lineales evolucionan en el tiempo y suelen ser descriptos a partir de modelos que
contemplan dominios en la micro/macro escala, vinculando la concentraciéon de la materia organica
limitante con la producciéon de carga (Torres et al., 2008; Lee et al., 2009; Picioreanu et al., 2010). En
nuestro estudio, el sistema fue visualizado de la misma manera, considerdndolo compuesto de sub-
dominios unidimensionales interrelacionados (Figura 4.23): (1) liquido “bulk’, (2) capa limite difusiva
(CLD), (3) biofilm bacteriano (adherido a la barra de grafito utilizada como anodo) y (4) electrodo de

trabajo (dnodo).
Capa limite difusiva (CLD)

Biofilm (penetrado)
Geobacter (y %) con g (hl)

8 . Electrodo

0]
i— NH
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o : A
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v

# [creatinina] y [acetato] en funcién de # [orina]
Figura 4.23. Esquema simplificado de los sub-dominios propuestos: (1) liquido ‘bulk’, (2) capa limite difusiva,
(3) biofilm bacteriano, (4) electrodo.

De acuerdo con estudios de andlisis de sensibilidad (es decir, cuan sensibles son los resultados del
modelo respecto a cambios en los parametros de entrada), se ha demostrado que la cantidad de
microorganismos electro-activos (biomasa, X), la fraccién de electrones susceptibles de ser recuperados
como corriente eléctrica (fe™) y la velocidad especifica de consumo de materia orgénica (q) son los

pardmetros criticos de mayor relevancia a la hora de simular corrientes eléctricas en BESs (Lee et al,
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2009; Renslow et al, 2013). Teniendo en cuenta esto, y de manera similar a como se procede en los
modelos tradicionales para sistemas en ausencia de orina, cada uno de los dominios considerados
(Figura 4.23) fueron abordados haciendo simplificaciones pertinentes de manera de facilitar el

tratamiento de los datos. En las secciones siguientes se detallan las aproximaciones consideradas.

4.7.3.1- Primer dominio (liquido "bulk”)

De acuerdo con lo expuesto en la Seccion 4.2 (Produccion microbiologica de corriente eléctrica a partir de
orina) es posible plantear una simplificacién del sistema bajo estudio a la hora de seleccionar posibles
dadores electrénicos en el medio de cultivo.

Es posible considerar inicialmente el aporte a la produccién de corriente de microorganismos tanto
plancténicos (suspendidos en el medio de cultivo) como presentes en el biofilm bacteriano desarrollado
sobre el electrodo. En este punto podemos realizar la primera aproximacion, ya que se ha demostrado
que la contribucién de los primeros a la generacion de carga eléctrica es despreciable en comparaciéon
con la de los microorganismos sésiles (biofilm) (Picioreanu et al, 2007; Chae et al, 2009; Picioreanu et al,
2010). Ademas, debido a la utilizacion de un sistema de flujo continuo de medio de cultivo - que permite
mantener en estado estacionario la concentracién de materia organica, pero provoca la remocién de
microorganismos plancténicos del reactor - es posible asumir que la corriente producida en los EAS se
debe principalmente a la presencia del biofilm bacteriano (lo que fue comprobado experimentalmente a
partir de medidas de voltametria ciclica). Teniendo en cuenta esto, y en conjunto con el analisis
genoémico de la poblacion anddica (Seccion 4.5), fue posible proponer un esquema simplificado de
transformacion de materia orgénica y su conversion en carga eléctrica en el biofilm. Para esto se partid
de los principales compuestos orgénicos solubles presentes en la orina y en Syntho (Figura 4.2),
extendiendo el diagrama de conversién metabélica contemplando ademads potenciales rutas de pérdida
de electrones (sumideros alternativos al &nodo). La Figura 4.24 muestra este esquema de transformacion

extendido.
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Figura 4.24. Posibles rutas sintréficas para la transformacién de los principales compuestos organicos del medio

de cultivo Syntho/ orina (MSO) en corriente eléctrica. En azul se indican las vias utilizadas para los célculos de
simulacién (ver texto). En rojo se indican posibles fuentes de pérdida de electrones en el sistema.

De los compuestos orgénicos simples, la urea fue descartada como posible fuente de carbono, ya
que - como se demostro en la Seccién 4.5 - hidroliza rapidamente en el reactor (Figura 4.24, ruta (1)), no
pudiendo ser utilizada por las bacterias (Udert et al, 2006; Barbosa et al, 2017). Ademas, la urea no tiene
poder reductor (es decir, el carbono de su estructura no tiene electrones que puedan ser cedidos), lo cual
también descarta la posibilidad de que acttie como fuente de electrones (Heijnen y Kleerebezem, 2010).

En cuanto a la creatinina, se ha demostrado en publicaciones recientes de BESs alimentados con
orina que la misma es fermentada dentro de biofilms constituidos por consorcios bacterianos en
presencia de microorganismos del género Tissierella (Figura 4.24, ruta (2)), generandose acetato como
producto final (fermentacién acetogénica). El acetato producido de esta forma puede ser luego utilizado
por bacterias electro-activas (por ejemplo, Geobacter) para producir directamente corriente eléctrica (ruta
(3)) (Barbosa et al, 2017). Considerando asi el proceso sintréfico Tissierella/Geobacter (fermentacion
acetogénica/respiracion anaerdbica, con el electrodo como aceptor electronico final), es posible plantear

en el modelo la utilizacién de creatinina en el biofilm como fuente directa de acetato (ver Seccién 4.7.3.3,
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Tercer dominio). En este contexto, se determiné en primer lugar la cantidad de acetato que seria posible
obtener por fermentacion de creatinina para cada concentracién de orina utilizada. Luego, se determiné
la cantidad total de acetato con la que seria posible contar, sumando la cantidad generada por
fermentacion y la cantidad presente naturalmente en la orina. A partir de este contenido total de acetato,
se estim6 la méxima carga eléctrica que seria posible recuperar en el anodo por oxidacién directa
mediada por microorganismos del género Geobacter. La combinacion de estas rutas se indica en color
azul en la Figura 4.24.

En el sistema estudiado el medio de cultivo contiene también materia organica compleja,
fundamentalmente almidén proveniente de Syntho. En este caso, el camino de recuperacion de carga
debe iniciarse con un proceso de hidroélisis de la macromolécula (Figura 4.24, ruta (4)), lo que impone a
priori un retardo temporal con respecto a la utilizaciéon directa de materia orgénica simple. Si la hidrélisis
efectivamente ocurriera, serfa posible contar con aztcares simples (glucosa, por ejemplo) que podrian
ser empleados como fuente de carbono y electrones. Particularmente, la glucosa podria o bien ser
utilizada en procesos de respiracién anaerébica (dnodo como aceptor electrénico final) para producir
directamente corriente (ruta (5)), o bien ser fermentada (ruta (6)). Si bien la utilizacion directa de glucosa
es conveniente desde un punto de vista energético (Freguia et al, 2008), la diversidad de
microorganismos capaces de llevar a cabo la respiracién anédica directa utilizando glucosa como dador
electrénico es acotada, por lo que los procesos fermentativos son los que suelen prevalecer en biofilms
mixtos (Freguia, 2010). De los procesos de fermentacién posibles, la fermentacion acetogénica es la mas
favorable desde el punto de vista energético (mayor cantidad de ATP generada por mol de glucosa) y
consecuentemente la que ocurre en este tipo de sistemas (Freguia et al, 2008), generdndose acetato e
hidrégeno molecular como productos de reaccion (ruta (6)). En este proceso, tanto el acetato como el
hidrégeno podrian ser utilizados por microorganismos electro-activos como fuente directa de electrones
(ruta (7)). Sin embargo, el hidrégeno asi producido solo puede ser utilizado para producir carga eléctrica
si no se pierde en rutas alternativas. Estas tltimas son principalmente de dos tipos: (i) produccién de
metano a partir de hidrégeno (metanogénesis hidrogenotréfica, ruta (8)), o (ii) expulsién de hidrégeno
del medio de cultivo por venteo gaseoso. En ambos casos el resultado es una pérdida efectiva de
electrones, que no pueden recuperarse en el anodo. Independientemente de la presencia de
metandgenos en el sistema, se ha demostrado que la remocion de hidrégeno por venteo gaseoso bajo
agitacion continua suprime efectivamente la produccion de corriente en el biofilm (Bond y Lovley, 2003).

Asi, de acuerdo de acuerdo con el set-up experimental utilizado en nuestro sistema - burbujeo continuo
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de gases (N2/CO») bajo agitacion mecénica - es posible descartar inicialmente en el modelo la
produccién de corriente por oxidacion microbiolégica de hidrégeno.

En el esquema planteado debe tenerse en cuenta ademas la posible pérdida de electrones por
produccion de metano a partir de acetato - metanogénesis acetocléstica - (rutas (9) y (10)). Al respecto,
estudios de bibliografia han demostrado la posibilidad de suprimir estos procesos (asi como también
otros sumideros de carga alternativos, como nitratos y/o sulfatos) mediante el control de dos variables:
(i) el potencial anédico, y (ii) la concentraciéon de acetato (Sleutels et al, 2016). Trabajando con altos
sobrepotenciales y bajas concentraciones de acetato es posible lograr la prevalencia de microorganismos
electro-activos por sobre los metandgenos, suprimiendo a estos tltimos. Asimismo, a potenciales
anodicos suficientemente elevados (como los utilizados en nuestro estudio) es posible minimizar
reacciones de denitrificacién y reduccion de sulfato (Sleutels et al, 2016). Esto taltimo se debe a que la
oxidacién microbiolégica de acetato en el biofilm depende del potencial aplicado, mientras que los
procesos metanogénicos - asi como los procesos de reduccion de nitratos y/o sulfatos - son
independientes de dicha variable, haciéndose importantes solo a altas concentraciones de acetato (y/o
de nitrato y sulfato) y bajos potenciales anédicos, donde los microorganismos electro-activos ya no
pueden competir con los metanégenos (y/o bacterias denitrificadoras y reductoras de sulfato) (Sleutels
et al, 2016). Asi, de acuerdo con los sobrepotenciales utilizados en nuestro sistema bajo polarizaciény a
las bajas concentraciones de acetato presentes en el medio de cultivo, se despreciaron inicialmente en el
modelo dichos sumideros alternativos de carga (Lee et al, 2009; Sleutels et al, 2016). En el caso particular
de los procesos metanogénicos, las medidas experimentales de secuenciacién genémica soportaron esta
aproximacion, demostrando que, bajo las condiciones utilizadas, no hay presencia de metanégenos en
el biofilm.

La cadena compleja de eventos descriptos, asociados a la hidroélisis y degradaciéon de materia
organica macromolecular, es la razén principal por la que los BESs alimentados con, por ejemplo
almidén (e incluso con mondémeros como la glucosa), arrojan valores de recuperacion de carga eléctrica
considerablemente bajos (Pant et al, 2010). En consecuencia, en el modelo abordado se priorizé
inicialmente la materia organica simple (creatinina y acetato) como via directa para la produccién de
electrones para cada concentracién de orina (Figura 4.23 - dominio 1), con posibilidad de ampliar los
sustratos de partida en funcién de los resultados de simulaciéon obtenidos. Debido a la modalidad de
agitacion continua del reactor, la concentraciéon de compuestos en el medio de cultivo se consider6
homogénea, en linea con estudios tradicionales de simulacion (Picioreanu et al, 2010; Renslow et al,

2013). La utilizacién de un potencial anédico elevado en los experimentos realizados permitié generar
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condiciones favorables para los microorganismos electro-activos, beneficiando los procesos de
generacion de corriente tanto desde el punto de vista energético (elevado AGcatabstico por mol de acetato
consumido) como cinético, de acuerdo con la reaccién de crecimiento microbiano involucrada (como se

vera en la Seccion 4.7 .4).

4.7.3.2- Segundo dominio (capa limite difusiva)

El flujo de sustrato desde el medio de cultivo hacia el biofilm es controlado en tltima instancia por
difusién molecular a través de la capa limite difusiva (CLD - 5 - en la Figura 4.23). Esto es asi siempre
que no exista limitacion al transporte en el seno del liquido, lo que puede evitarse por agitaciéon
mecanica (conveccion forzada). Diferentes estudios han incorporado capas limites difusivas de distintos
espesores en los modelos de simulacién, evaluando el efecto de este parametro sobre la concentracién
efectiva de sustrato sobre la superficie del biofilm (Kato Marcus et al, 2007; Lee et al, 2009). Estos estudios,
en conjunto con modelos de andlisis de sensibilidad, han demostrado que - dentro de los 6rdenes de
magnitud experimentales para condiciones de agitacion tipicas - el espesor de la CLD no impone
limitaciones significativas a la densidad de corriente final calculada. Esto ha llevado a considerar, en
diversos modelos, concentraciones de sustrato sobre la superficie del biofilm iguales a las del seno del
liquido, con el objeto de simplificar el abordaje del sistema (Picioreanu et al, 2010; Renslow et al, 2013).
De manera andloga hemos considerado en nuestro caso perfiles de concentracion de creatinina y acetato
constantes en la CLD de nuestro modelo (Figura 4.23 - dominio 2).

Otro factor que podria contribuir al transporte de sustrato hacia la superficie del biofilm es la electro-
migracion de especies cargadas, como por ejemplo acetato. Sin embargo, debido a la elevada fuerza
i6nica del medio en presencia de orina, este fenémeno de transporte no contribuye significativamente

y puede ser despreciado (Torres et al, 2008).

4.7.3.3- Tercer dominio (biofilm)

La cantidad de bacterias electro-activas que forman parte del biofilm constituye uno de los parametros
de simulacién de mayor impacto sobre la densidad de corriente final (Lee et al, 2009; Renslow et al,
2013). En la mayoria de los modelos reportados suelen utilizarse valores promedio de biomasa
bacteriana (obtenidos de literatura) para representar la evolucién de la poblacién responsable de la
produccién de corriente. Sin embargo, esta simplificacién suele no tener en cuenta la posibilidad de que

exista una comunidad mixta adherida al electrodo (microorganismos electro-activos y no electro-
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activos), lo que puede llevar a la sobreestimacion de la corriente final (Luo et al, 2016). Por este motivo,
en la aproximacion propuesta, no se utilizaron valores tedricos para la cantidad de biomasa electro-
activa presente en el biofilm, sino valores experimentales determinados a partir de la cuantificacién de
ADN para nuestro sistema particular. Debido a que las medidas de ADN contemplan la totalidad de
microorganismos del biofilm, se emplearon resultados de analisis genémico para estimar la cantidad de
microorganismos especificamente electro-activos.

De acuerdo con la secuenciaciéon gendémica, y teniendo en cuenta la materia organica considerada
como fuente de carbono y electrones (creatinina y acetato), la estructura del biofilm se simplifico
asumiendo una composicioén binaria, con Tissierella y Geobacter como los principales géneros bacterianos
participantes del proceso de generacién de carga (x% Tissierella e y% Geobacter, Figura 4.23 - dominio
3). Esta seleccion estd soportada ademds con resultados de literatura, en los que se ha demostrado que
Tissierella es uno de los géneros mayoritarios presentes en biofilms anédicos de sistemas alimentados con
orina, lo que esta asociado directamente a la degradaciéon de creatinina (Barbosa et al, 2017). La
produccion de acetato por fermentacion de creatinina da cuenta a su vez de la presencia de Geobacter en
el biofilm mixto, ain en condiciones extremas de concentracién de orina (tal como se demostré en la
Seccién 4.5). Sobre esta base se asumié un esquema simplificado de dos etapas para la dindmica de
consumo de materia orgénica en el biofilm. Se consider6 en primer lugar la fermentacioén de creatinina
para generar acetato (por parte de los microorganismos del género Tissierella, Figura 4.24, ruta (2)) y
luego la degradacion de acetato (el generado por fermentacion y el presente naturalmente en la orina)
a partir de Geobacter, con la consecuente produccion de carga eléctrica sobre el electrodo (ruta (3)). Esta
dindmica en serie se defini6 sélo a fin de ordenar y simplificar los cdlculos, reconociendo las diferencias
que existen respecto a la dindmica real en un biofilm mixto. Para esto, se represento el biofilm de manera
estratificada, con Tissierella en la parte mas externa (en contacto con el medio de cultivo) y Geobacter en
contacto directo con el electrodo de trabajo (Figura 4.23 - dominio 3). La estequiometria de la reacciéon
de fermentacién acetogénica de creatinina se abordé de acuerdo con la ruta metabdlica correspondiente
a Tissierella creatinophila (Harms et al, 1998), a partir de la cual se producen 0.8 moles de acetato por mol
de creatinina fermentada. Esta estrategia se basa en la aproximacion de Heijnen y Kleerebezem (2010),
de acuerdo con la cual es posible - y conveniente - utilizar datos de conversién metabdlica de sustratos
no convencionales (creatinina en este caso) en sustratos primarios (acetato), para los que se conoce en
tltima instancia el nimero exacto de electrones involucrados en el proceso de recuperacién de carga (8

moles de electrones por mol de acetato consumido en el caso de G. sulfurreducens).
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Las densidades de corriente simuladas correspondieron en todos los casos a condiciones de estado
estacionario. En el rango de concentraciones de orina estudiado se trabajé con un biofilm anédico no
superior a 15 um de espesor, tal como fue revelado por microscopia SEM. En consecuencia, se asumi6
un biofilm completamente penetrado (fully-penetrated biofilm); es decir, sin gradiente de concentracién de
materia organica en su interior, de acuerdo con estudios de literatura (Lee et al, 2009). El bajo espesor
de los biofilms permitié6 ademads descartar gradientes de pH en su interior, como ha sido asumido en
otros modelos bio-fisicos (Renslow et al, 2013) y demostrado a partir de calculos (Korth et al, 2015). La
dindamica electro-activa del biofilm - velocidad especifica de consumo de acetato (qac) y velocidad
especifica de crecimiento microbiano (p) - se describira en detalle en las Secciones 4.7.4.1 y 4.7.4.1.1,

respectivamente.

4.7.3.4- Cuarto dominio (anodo)

El electrodo colector (barra de grafito) representa un elemento clave en el proceso de respiracion
anaerdbica, debido a su rol como aceptor electrénico final en contacto con el biofilm (Figura 4.23 -
dominio 4). Los ensayos de voltametria ciclica realizados sobre el electrodo colonizado por
microorganismos electro-activos (Figura 4.8) permitieron determinar la disponibilidad de potencial
anodico bajo las condiciones de polarizacién empleadas (Torres et al ,2008). De acuerdo con el ajuste de
los datos experimentales, se demostré que la saturacién de corriente para el sistema estudiado ocurre a

partir de un potencial de ~ - 0.1 V (Ag/AgCl), con un potencial de media onda (Exa, potencial al cual

i=12) de ~ - 0.24 V (Ag/ AgCl) (Figura 4.25).

92



Corriente eléctrica a partir de orina utilizando electrodos no porosos de grafito

2,0x10°

Saturacion

1,5x10°
1,0x10™
5,0x10™

0,0

Corriente (A)

-5,0x10™

Nernst-Monod

-1,0X10-3 T T T "| T T T T T T T T T
06 -04 02 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

Potencial (V) vs Ag/AgCl

Figura 4.25. Ajuste Nernst-Monod de los datos de voltametria ciclica mostrados originalmente en la Figura 4.8.
Se indica el potencial de media onda (Eka), el potencial de polarizacion (Esnodo) ¥ las condiciones de saturacion.

Para el potencial de trabajo utilizado (0.2 V vs Ag/AgCl, equivalente a un sobrepotencial 1 = Esnodo
- Exa =0.44 V), se comprobo que no existen limitaciones de aceptor electrénico en el sistema, pudiéndose
despreciar las caidas de potencial a lo largo del biofilm (lo que se conoce como condicién de dnodo
saturado) (Lee et al, 2009). En este contexto, y debido a que no se detectaron cambios en la corriente con
la velocidad de agitacién del medio, la corriente obtenida depende sélo de la velocidad a la que los
microorganismos electro-activos consumen acetato.

De acuerdo con el marco tedrico/experimental para cada dominio descripto se construyé el modelo
propuesto, condensando las diferentes contribuciones en cada dominio del sistema de manera de
transformar el contenido tedrico de acetato en carga eléctrica recuperada por unidad de tiempo y unidad

de 4rea de electrodo. En las siguientes secciones se introducen los parimetros cinéticos del proceso.

4.7 4- Cinética de consumo de acetato y densidad de corriente

La cantidad total de electrones recuperados en el anodo depende del flujo efectivo de dador electrénico
(acetato) en el biofilm. En este esquema, la velocidad a la que el dador electrénico es consumido es
proporcional a la velocidad a la que los electrones son transferidos al electrodo, lo que es equivalente a
la densidad de corriente (j) (Lee et al, 2009). Considerando que j depende sélo de la velocidad de
consumo de acetato (lo que es cierto para un biofilm andédico saturado), es posible calcular j como el

producto de la velocidad especifica de utilizacién de acetato (qac) y la cantidad de biomasa electro-
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activa (X) por unidad de &rea de electrodo (A), de acuerdo con (Torres et al, 2008; Lee et al, 2009; Renslow

et al, 2013):

. X _ .
J = [qaAc. (;)] fe7 Yeonv Ecuacion 4.4

En esta ecuacion, el producto entre corchetes representa el flujo de dador electrénico en el biofilm;

mol acetato

donde qac es la velocidad especifica de consumo de acetato (en unidades de ——————
moldeCdeX. h

), X es la

cantidad de microorganismos electro-activos (en unidades de mol de C de X) y A es el area del electrodo
(8.04x104 m2, de acuerdo con el area experimental expuesta). El término fe™ representa la fraccién de
electrones recuperados como carga eléctrica (con un valor de 0.93 utilizado en nuestro modelo para G.

sulfurreducens, de acuerdo con valores promedio de literatura - Kato Marcus et al, 2007). Por su parte, el

(1 mol acetato

pardmetro y_ . representa un factor de conversién = 214.4 amperes, de acuerdo con la

estequiometria de la reaccion de oxidacién anaerébica de acetato mediada por G. sulfurreducens),

mol acetato

. . . A
en densidad de corriente, j (
m2. h

utilizado finalmente para transformar las unidades de —)-

En este contexto, el célculo de j a partir de la Ecuacién 4.4 se reduce a la determinaciéon de la
velocidad de consumo de acetato (qac) para cada concentraciéon de orina (ya que X fue medido
experimentalmente). En las siguientes secciones se detallard la estrategia de célculo de qac a partir de

pardametros termodindamicos asociados al metabolismo microbiano electro-activo para cada condiciéon

ensayada.

4.7.4.1- Velocidad especifica de consumo de acetato (qac)

Como se menciono en la Seccion 4.7.2, la cinética de crecimiento bacteriano suele ser modelada a partir
de la ecuacién de Monod (Ecuacién 4.2). Esta expresion se ha utilizado ademaés en la literatura para
calcular la velocidad de consumo de materia organica mediante el empleo de expresiones duales, las
que tienen en cuenta tanto el dador electrénico (materia organica) como el aceptor electrénico (sea éste
soluble o0 no). En el caso particular de un electrodo utilizado como aceptor electrénico, se ha utilizado
una expresion modificada - denominada ecuacién de Nernst-Monod - para describir la velocidad de
consumo de sustrato bajo la influencia del potencial del electrodo (Kato Marcus et al, 2011; Korth et al,
2015). La expresion de Nernst-Monod captura simultdneamente el efecto de la concentracion de dador
electrénico y la “concentracion” de aceptor electrénico, esta tltima representada por el potencial de

trabajo. Esta ecuacién toma la siguiente forma:
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1

F
1+exp[—zz 1l

s .
q = qmax - Ox. (KS[+][S]) - ) Ecuacién 4.5

donde la velocidad de consumo de materia orgénica (q) queda expresada en funcién de la velocidad
maxima de consumo (qmax), la fraccion de biomasa electro-activa en el biofilm (¢x), la concentraciéon de
materia orgénica ([S]) y el sobrepotencial del electrodo (n = Eanodo - Exa).

Los modelos que han empleado esta expresion hacen uso de pardmetros (qmax, Hmax ¢x, Ks) que
dependen de los microorganismos especificos bajo estudio y de la materia orgénica utilizada en
condiciones experimentales particulares (Picioreanu et al, 2007; Picioreanu et al, 2010). Como se
menciond, estos pardmetros no se conocen aun para microorganismos electro-activos en presencia de
orina humana.

Uno de los mayores logros de la microbiologia ha sido la identificacion de relaciones generales entre
pardmetros macroscopicos asociados al crecimiento microbiano, independientes de la especie de
microorganismo estudiada. Esto ha hecho posible el desarrollo de expresiones fenomenoldgicas que
permiten vincular aspectos como el rendimiento microbiano con variables como los requerimientos
energéticos de mantenimiento celular, velocidades de crecimiento, afinidad por nutrientes, entre otros
(Pirt, 1965). Una de las primeras expresiones desarrolladas (propuesta en 1965) que permite acoplar la
velocidad de consumo de materia orgénica (q) con la velocidad especifica de crecimiento (p), es la
ecuacion de Pirt (o Herbert-Pirt, como también se la conoce en la literatura) (Bachmann et al, 2016), la
que ademads permite formalizar el proceso de consumo de sustrato contemplando el mantenimiento
celular. Esta ecuaciéon ha sido utilizada en diferentes modelos bio-fisicos de simulacién (Korth et al,

2015; Bachmann et al, 2016), y toma la forma de:

1 .
Gac = ez - 1 + mac Ecuacion 4.6
c,

donde gac representa - para nuestro caso particular - la velocidad especifica de consumo de acetato

mol acetato max

n uni ——), Y, represen | ficien rendimien lular maxim
(en unidades de moldeCdex.h)’ acx  representa el coeficiente de rendimiento celula aximo

mol de C de X.

( mol acetato
mol acetato

) y mac el coeficiente de mantenimiento celular (————=—

). Este dltimo es la velocidad

de consumo de acetato necesaria para generar el flujo de energia requerido para los procesos de
mantenimiento celular independientes del crecimiento (Heijnen y Kleerebezem, 2010).

En el modelo propuesto se utiliz6 la Ecuacion 4.6 para determinar los valores de qac. La ventaja de
utilizar esta aproximacion es la posibilidad de expresar la velocidad de consumo de acetato como una

Ymax

funcién de pardmetros (Y r%" y mac) que pueden ser calculados - a partir de balances de energia y

electrones - aplicando leyes termodindmicas al metabolismo microbiano. La utilizacién de la ecuaciéon
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de Pirt requiere ademas la determinaciéon de p (velocidad especifica de crecimiento) para cada
concentraciéon de orina, lo que se hizo a partir de la energética microbiana asociada a las reacciones
metabdlicas de interés. Debido a que los pardmetros termodinamicos a utilizar dependen de la
estequiometria de las reacciones catabdlica y anabdlica, la velocidad de replicacion celular emerge en
este modelo como un nexo entre termodindmica y cinética del consumo de materia organica.

En la siguiente seccién se introduce el tratamiento de p en relaciéon con dichos parametros

termodindmicos.

4.74.1.1- Velocidad de crecimiento microbiano (p) en funcién de parametros

termodinamicos

Los desarrollos modernos en el area de la termodindmica de procesos fuera del equilibrio han dado lugar a
la aparicion de modelos no lineales de tipo fuerza-flujo para la descripcion de la evolucién temporal de
sistemas disipativos, de acuerdo con el desarrollo introducido por el premio Nobel de Quimica (1977) Illia
Prigogine (Prigogine, 1977). En este contexto, los sistemas disipativos constituyen estructuras que
emergen - y s6lo pueden existir - a partir de la disipacion continua de materia y energia (Prigogine y
Stengers, 1997).

La célula, como unidad biolégica, constituye uno de los principales nticleos de interés en el area de
las estructuras disipativas, combinando orden con actividad, en manifiesto contraste con los estados de
equilibrio. Esto ha permitido el abordaje de aspectos cinéticos de procesos irreversibles vinculados con
la actividad metabdlica celular. En este contexto, Le Quéméner y Bouchez (2014) han propuesto un
tratamiento mecanico-estadistico de un conjunto de células en crecimiento consideradas como unidades
que incorporan energia a partir del consumo de materia orgénica, vinculando aspectos termodindmicos
(energgéticos) y cinéticos del proceso de replicacion. En el tratamiento propuesto - y sobre un modelo de
tipo estado de transicion - se considera que cada microorganismo debe incorporar una determinada
cantidad de materia orgdnica para alcanzar la energia de activaciéon umbral para desencadenar la
division celular. De manera andloga a una reaccién quimica convencional, este proceso puede
visualizarse - para cada célula individual - como una evolucién a lo largo de una coordenada de
‘reaccién’; en este caso, la coordenada de division celular. Asi, el proceso de crecimiento puede
describirse como una sucesién de dos etapas: (i) una reversible, dada por la captura de energia por parte
del microorganismo; y (ii) una irreversible, que conduce a la division celular una vez alcanzada la cima

del estado de transiciéon. En este esquema se asume que el primer paso es un proceso cercano al
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equilibrio, y el segundo es el que limita la velocidad del proceso global. La divisién celular individual

puede simbolizarse de la siguiente manera:
1célula S célula* — 2 células

donde célula® representa el estado microbiano intermedio activado, en el cual el microrganismo
estd en condiciones de (y tiene la energia necesaria para) dividirse.

Considerando que el crecimiento estd limitado por la cantidad de energia provista a partir de la
incorporacion de materia orgédnica, el nivel umbral necesario para lograr la division celular - que se
corresponde con la energia del estado de transiciéon (E*) - puede estimarse utilizando balances de
energia libre de Gibbs y relacionarse con la estequiometria de la reaccién macroquimica de crecimiento
(catabolismo y anabolismo por separado).

La Figura 4.26 muestra la representacion de este proceso y las variables energéticas asociadas.

A Célula activada
Energia *
libre CJ
A
1
1
|
1
Edisipada :
: 2 células
B3
v 3
1 célula A
|
ol N AU
|Em
x >

Coordenada de division celular

Figura 4.26. Representacién del proceso de replicacion microbiana a lo largo de la coordenada de divisién
celular. Se indican las variables energéticas puestas en juego.

Durante la primera etapa, cada microorganismo - con una energia E, - tiene acceso a una cierta
cantidad de energia (energia libre de Gibbs catabélica), dada por la cantidad y naturaleza de la materia
organica que consume. En funcién de esta energia, el microorganismo podra o no alcanzar el estado
activado, caracterizado por una energia (E*). Una vez alcanzado el estado de transicion (célula*), el
microorganismo evolucionaré irreversiblemente hacia la division celular. Como se menciono, para que
este proceso ocurra en acuerdo con la Segunda Ley de la Termodinamica, el mismo debe estar

acompafado por una determinada cantidad de energia disipada a los alrededores (AGdisipacion).
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Para el caso de una poblacién de microorganismos, y en funcién de las consideraciones energéticas
introducidas en la Seccién 4.7.1, la expresion desarrollada por Le Quéméner y Bouchez para calcular la
velocidad especifica de crecimiento en términos de balances energéticos toma la forma mostrada en la

Ecuacion 4.3:

(AGanabslicot+ AGdisipacit’m)
Vharv [S]-AGcatabslico

M= Umax - [exp (=

En dicha expresion, umsx representa la velocidad méxima de crecimiento microbiano (en unidades
de h?), equivalente a la maxima velocidad a la que la division celular elemental ocurre (paso
irreversible, desde la célula en estado activado en la cima del estado de transicion hasta el valle de

energia, donde aparece una nueva célula). Por su parte, AGanabsiico €5 la variacion de energia libre de

Gibbs (ﬁ) que ocurre durante el crecimiento de los microorganismos (En en la Figura 4.26),

K]

AGedisipacion €s la energia disipada (molCdeX

) (Edisipada en la Figura 4.26), AGcatabslico €5 la variacion de

K]

—susmacs) (@ partir de la cual la

energia libre de Gibbs asociada a la reaccién de oxidaciéon de sustrato (

mol sustrato
——)

célula alcanzaré el estado de transicién activado), [S] es la concentracion de sustrato Y Vhary

) (con un valor de 5400

. . . . L
es el volumen a partir del cual cada microorganismo incorpora sustrato (—-——

—Cdox Para un sistema celular plancténico) (Le Quéméner y Bouchez, 2014).

Esta expresion para la velocidad especifica de crecimiento bacteriano introduce efectivamente una
relacién de tipo fuerza-flujo entre la densidad de energia catabdlica presente en el medio de cultivo
(fuerza, [S). AGeatabslico) Y M (flujo, velocidad del proceso irreversible), contemplando explicitamente la
dependencia no lineal entre el crecimiento y la concentraciéon de sustrato. La dependencia de la
velocidad de crecimiento con el potencial del electrodo estad considerada a su vez dentro de AGeatabslicod.
La Ecuacién 4.3 revela ademés que la velocidad de crecimiento depende del contenido energético de
las moléculas involucradas en el metabolismo microbiano, dado por el grado de reduccién del sustrato
(). El calculo de p involucra, ademas de cada uno de los parametros termodindmicos mencionados, la
utilizacién de una constante, pimsx. Como se menciond, no se dispone atin de valores de pmsx obtenidos
en sistemas conteniendo orina. Sin embargo, otra de las ventajas de calcular p a partir de la Ecuacién
4.3 es que umsx puede también ser determinada a partir de parametros termodindmicos asociados al

metabolismo celular.
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4.7.5- Estrategia de calculo

La diferencia en escala temporal correspondiente a los procesos involucrados en la generaciéon de carga
eléctrica (difusién y velocidad de consumo de materia orgénica, conduccién electrénica en el biofilm,
entre otros; del orden de los segundos/minutos) y el tiempo requerido para el crecimiento microbiano
(horas/dias), permite tratar estos fendémenos de manera separada para cada cantidad de
microorganismos electro-activos desarrollados en funcién de la concentracién de orina (Kissel et al,
1984; Picioreanu et al, 2000; Kato Marcus et al, 2007). Esto se asumi6 en la estrategia de célculo, de
acuerdo con el siguiente procedimiento: (1) calculo de cada uno de los pardmetros termodindmicos de
la Ecuacién 4.3 (AGanabslicor AGeatabslico Y AGaisipacion, incluido imsx) para determinar p; (2) célculo de qac a
partir de p, utilizando la Ecuacién 4.6 (Pirt); y (3) estimacion de j (a partir de gac) empleando la Ecuacién

4.4. La Figura 4.27 muestra un diagrama que resume los pasos mencionados.

presnsneeer R ® Etapa A

dleulo de parametros termodinamico
(AGar [/ AGae f AGa)

¢ Ecuacion 4.3
! Velocidad de crecimiento (u)

Energética microbiana

Bacteria electro-activa

t 0 Etapa 2

0 =
Hsc)l\oe

acetalo

¥ A
Wity

HCOs

Velocidad de crecimiento (u)
v Ecuacion 4.6

Velocidad de consumo de

acetato (qac)

=

. Etapa 3

. B
orina Energia disipada
(AGai)

Velocidad de consumo de acetato (ga:)
w Ecuacion 4.4

Densidad de corriente
A

==

m2

=

Figura 4.27. Estrategia de calculo en tres etapas: (1) determinacién de la velocidad de crecimiento microbiano a
partir de los pardmetros termodindmicos asociados al metabolismo electro-activo, (2) estimacion de la velocidad
de consumo de acetato en funcién de la velocidad de crecimiento, (3) determinacién de la densidad de corriente

a partir de la velocidad de consumo de acetato.
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4.7.6- Validacion de las densidades de corriente (j) tedricas

La Figura 4.28 muestra los valores calculados con el modelo, superpuestos con los resultados
experimentales obtenidos (Figura 4.20). El detalle de todos los calculos realizados para la determinaciéon
de cada uno de los pardmetros termodinamicos (AGanabsticor AGeatabstico Y AGdisipacion) ¥ Cinéticos (Kmax), asi

como de las densidades de corriente asociadas, se detallan en el Anexo A.

4,0 4
I ]
g 3,51
z
v 3,04
=]
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‘0 2,54
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Figura 4.28. Densidad de corriente (j) en funcién de la concentracién de orina. Circulos vacios: resultados
experimentales. Circulos plenos: valores simulados.

Como se observa, la produccién de corriente aumenta en respuesta a la concentraciéon de dador
electrénico, siguiendo un patrén de tipo saturacion en la ventana de concentraciones analizada. Este
comportamiento es tipico de biofilms electro-activos, en presencia o ausencia de orina, siempre y cuando
no existan procesos de inhibicién bacteriana (Barbosa et al, 2017; Prudente et al, 2021). Las densidades
de corriente simuladas mostraron buen acuerdo con los resultados experimentales, con valores
localizados dentro de los limites de error determinados. Sobre la base de estos resultados, es posible
decir que las aproximaciones adoptadas en la construccién del modelo son vélidas dentro del marco
experimental abordado. La estrategia propuesta permitié estimar la velocidad especifica de utilizaciéon
de acetato, esta tiltima acotada dentro del rango tedrico de velocidades de crecimiento limitadas por la
minima cantidad de calor disipada - necesaria para la replicacién celular - y la maxima velocidad de

disipacion de energia de Gibbs durante la formacién de biomasa (Niebel et al, 2019; Saadat et al, 2020).
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Este aporte del trabajo de Tesis ha representado el primer modelo bio-fisico publicado en la

literatura para BESs de produccién de corriente eléctrica a partir de orina, empleando fundamentos

energéticos y cinéticos asociados al metabolismo microbiano dentro del marco de la bio-termodindmica

de sistemas disipativos.

4.8- Conclusiones parciales

En este capitulo se describi6 el estudio de la produccién de corriente eléctrica a partir de orina humana

mediada por microorganismos electro-activos, utilizando electrodos no porosos de grafito como

soportes para el crecimiento microbiano y la recolecciéon de carga. A continuacién, se destacan las

conclusiones parciales obtenidas de los cuatro bloques de trabajo abordados:

@,
0’0

Es posible enriquecer, a partir de un lodo cloacal doméstico, consorcios bacterianos capaces de
producir corriente eléctrica a partir de orina humana empleando electrodos no porosos de grafito
como dnodos microbianos en celdas bio-electroquimicas de tres electrodos.

Bajo las condiciones experimentales utilizadas, el empleo de orina como medio de alimentacién
permite generar densidades de corriente anddicas (corriente por unidad de area de &nodo
microbiano) mayores a las obtenidas empleando un efluente doméstico sintético (Syntho), pero
s6lo en un rango de concentraciones de orina acotado (hasta 20% en volumen, utilizando Syntho
como diluyente).

La densidad de corriente eléctrica, en ensayos de aclimatacién secuencial, muestra una relacién
de tipo “‘campana” con la concentracion de orina, con un méximo alrededor de 20% en volumen
(utilizando Syntho como diluyente).

La caida de la densidad de corriente para concentraciones de orina superiores a 20% se debe a
dos eventos principales que conducen a la pérdida progresiva de la actividad microbiana electro-
activa: (i) aumento de la concentracién de amoniaco libre (compuesto citotoxico) en el medio de
cultivo, y (ii) precipitacién de sales inorgdnicas (principalmente estruvita e hidroxiapatita) sobre el
biofilm anédico.

El aumento de la densidad de corriente eléctrica (respecto a Syntho) para concentraciones de
orina menores a 20% se debe al enriquecimiento preferencial de microorganismos electro-activos
(filo Proteobacterias, género Geobacter y Pelobacter) sobre la superficie anddica, asociado a la mayor

bio-degradabilidad de la orina respecto a Syntho. La caida de la densidad de corriente para
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Y/
0'0

concentraciones de orina superiores se debe a la pérdida progresiva de la poblacién microbiana
electro-activa (con un minimo de 1% en orina pura).

La maxima densidad de corriente obtenida, de acuerdo con el protocolo de optimizacién
establecido (aclimatacién microbiana secuencial hasta una concentraciéon de orina de 20%), es 35
veces superior a la obtenida utilizando orina pura (independientemente de la aclimatacién en
este dltimo caso).

El modelo bio-fisico desarrollado permite reproducir, a partir de consideraciones energéticas, las
densidades de corriente obtenidas en funcion de la concentracion de orina, dentro del rango de
concentraciones donde los microorganismos se encuentran libres de inhibicién. La estructura del
modelo permite prescindir de parametros experimentales necesarios como valores “semilla”, los
que auin no se encuentran reportados en la literatura para sistemas bio-electroquimicos

alimentados con orina.

Como se menciond, los estudios llevados a cabo en esta parte de la Tesis se focalizaron en encontrar

las condiciones 6ptimas de generacion de corriente a partir de orina utilizando electrodos no porosos

de grafito como dnodos microbianos. Esto permiti6 definir, para las condiciones de trabajo utilizadas,

un rango de concentraciones de orina hasta 20% en volumen (empleando Syntho como diluyente) en el

cual evaluar los electrodos porosos de TisO; como plataformas para el crecimiento microbiano en

presencia de orina (Capitulo 6). En el préximo capitulo se describird la preparacién y caracterizacién de

estos electrodos ceramicos.
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Preparacion y caracterizacion de
electrodos porosos de TisO7

En este capitulo se describe la preparacion y caracterizacion fisicoquimica de electrodos porosos de TisO7 con
porosidad anisotropica, haciendo foco en las variables de procesamiento que controlan las caracteristicas quimico-

estructurales de los mismos.

La parte introductoria del capitulo (Secciones 5.1-5.3) aborda conceptos vinculados a la fisica del estado sélido
de oxidos de titanio y su relacion con las propiedades eléctricas de los mismos, describiendo las caracteristicas
generales del TiO; y como éstas pueden utilizarse como plataforma para obtener fases eléctricamente conductoras
de Ti4O;. Los resultados experimentales se presentan en dos secciones. La primera (Seccion 5.4) describe la
preparacion de electrodos de Ti,O7 con porosidad anisotrdpica (estructura laminada) a partir de un método de
procesamiento criogénico (congelamiento direccional), centrindose en cada una de las etapas involucradas y en
como la modificacion de las variables experimentales permite modular el espaciado interlaminar de los electrodos.
La segunda parte (Seccion 5.5) aborda la caracterizacion de los electrodos a partir de medidas de conductividad
eléctrica y determinacion de su superficie especifica, trazando una correlacion entre estas medidas y las

caracteristicas quimico-estructurales de los electrodos.
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5.1- Materiales electro-ceramicos

Los materiales ceramicos pueden definirse en términos generales como compuestos inorginicos no
metdlicos con enlaces quimicos de naturaleza iénico/covalente, donde el caracter del enlace dependera
de su grado de polarizabilidad (Carter y Norton, 2013). Estos materiales presentan un espectro amplio
de propiedades, desde eléctricas y magnéticas, hasta Opticas, refractarias, electro/ magneto-mecanicas
y bio-compatibles, entre otras. Los materiales electro-ceramicos son materiales cerdmicos en los que la
conduccion electrénica y/o idnica (asociada a la carga libre) o la polarizabilidad del material (asociada
a fenémenos de “deformacién” de “carga atrapada’) desempefian el rol central de interés de acuerdo con
la aplicacién buscada (Moulson y Herbert, 2003).

En las tltimas décadas, la investigacion en materiales electro-ceramicos ha experimentado un
crecimiento sin precedentes gracias al avance de la electronica. Desde el desarrollo de los primeros
componentes en el siglo pasado, los cientificos han explorado y descubierto una amplia variedad de
materiales que presentan propiedades eléctricas y 6pticas tinicas, capaces de satisfacer las demandas de
una extensa gama de aplicaciones. Los avances en la sintesis y caracterizaciéon de estos materiales han
permitido la creacién de dispositivos cada vez mds pequefios, rapidos y eficientes, lo que ha llevado a
su vez a fomentar ain mas su investigacion. Estos materiales incluyen materiales magnéticos,
dieléctricos, semiconductores, conductores y superconductores, los que han encontrado aplicaciones en
campos tan diversos como el monitoreo ambiental y la biomedicina, asi como también en &reas
centradas en el desarrollo de microsensores y microactuadores de alto rendimiento (Setter y Waser,
2000), dispositivos de almacenamiento de datos de estado s6lido (DRAM) (Setter, 2001), sistemas de
captacion energética a partir de fuentes de energia ambiental aprovechable (calor residual, vibraciones
u ondas electromagnéticas), entre otros (Anton y Sodano, 2007).

En todas sus aplicaciones, los materiales electro-cerdmicos se caracterizan por dos aspectos que se
desprenden de su particular configuracion atémica: (i) excelente estabilidad quimico/estructural, es
decir, comportamiento refractario a temperatura elevada y/o condiciones extremas de pH, y (ii) sus ya
mencionadas propiedades eléctricas. Dentro de la variedad de materiales electro-cerdmicos que existe,
es de interés particular dentro del marco de esta Tesis hacer foco en una de las familias de compuestos
més versatiles desde el punto de vista de su aplicacion: los 6xidos de titanio. Estos ofrecen un variado
abanico de propiedades que dependen de la relacién estructural oxigeno/titanio (O/Ti), lo que ha

llevado al uso de estos 6xidos como plataformas para el desarrollo de dispositivos fotocataliticos,
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mecanicos y 6pticos, asi como también a su uso en aplicaciones electroquimicas (Ren et al, 2012;
Fujishima y Zhang, 2006; Munirathinam y Neelakantan, 2016; Tang et al, 1994).

En la siguiente secciéon se describirdan las principales caracteristicas de los oxidos de titanio,
haciendo hincapié en la relacién estructura/propiedades eléctricas. Para esto se abordara inicialmente
la discusién considerando a su principal representante, el TiO,, de manera de trazar luego una
transicion hacia la estructura de 6xidos mdas complejos (6xidos de titanio de valencia mixta), abarcando

en este tltimo caso las fases de interés en este trabajo de Tesis: las fases de Magnéli.
5.2- Oxidos de titanio

Los 6xidos de titanio son compuestos formados a partir de la combinacién de los elementos Ti y O.
Dentro de esta familia, los mas comunes son el TiO> (6xido de titanio (IV)) y el Ti»Os (6xido de titanio
(III)), aunque también existen otros 6xidos menos comunes de los que se hablara mas adelante. El TiO:
y el TixOs se encuentran en la naturaleza en forma de minerales, aunque también pueden ser
sintetizados industrialmente. El TiO,, quizés el representante mas importante de esta familia de 6xidos,
suele disponerse en forma de polvo blanco cristalino, utilizandose frecuentemente como pigmento en
la fabricacién de pinturas, plasticos, cosméticos y alimentos, asi como también como recubrimiento de
materiales metélicos para protegerlos de la corrosion (Haider et al, 2019). De acuerdo con sus
caracteristicas estructurales (las que a su vez afectan la estructura electrénica del material), el TiO»
pertenece al extenso universo de materiales semiconductores. Las propiedades eléctricas de estos
altimos, cuya conductividad aumenta con la temperatura y es significativamente menor que la de los
metales, pueden explicarse en términos relativamente simples dentro del esquema teérico de la Teoria
de Bandas, en el marco de la fisica del estado sélido.

De acuerdo con esta interpretacion, los &tomos que constituyen a los sélidos cristalinos forman una
red tridimensional “infinita” que permite el solapamiento extendido de orbitales atémicos a lo largo de
toda la red (dependiendo de la distancia entre los &tomos involucrados y las propiedades de simetria
de los orbitales participantes), resultando en una configuracién de estados energéticos deslocalizados
muy proéximos entre si que forman bandas “continuas” de estados electrénicos permitidos. Dependiendo del
tipo de orbital resultante a partir del solapamiento de los orbitales atémicos, es posible distinguir dos
tipos de bandas: (i) bandas de valencia (asociadas a los orbitales enlazantes, de menor energia), y (ii) bandas
de conduccion (asociadas a los orbitales antienlazantes, de mayor energia). Entre estas bandas hay
intervalos de energia en los cuales no existen estados electrénicos permitidos, dando lugar a la

denominada ‘banda de energia prohibida” o bandgap. La mayoria de las propiedades quimicas y fisicas
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de los solidos, entre éstas la conduccién electronica, pueden comprenderse conociendo el grado de
“ocupacion electrénica” (densidad de estados) de las bandas de valencia y de conduccién. En el estado
fundamental, y a una temperatura tedrica de 0K, los electrones ocupan estos estados electrénicos hasta
un determinado valor de energia, denominado energia o nivel de Fermi (Er) (Candal et al, 2001). La
posicion de Er con respecto a las bandas de valencia y de conduccién distingue a los metales de los
semiconductores y de los aislantes. Para los primeros, Er cae dentro de la banda de conduccién, mientras
que, para semiconductores y aislantes, cae dentro del bandgap, como se representa en la Figura 5.1. La
diferencia entre un semiconductor y un aislante esta dada por el ancho de la banda de energia prohibida.
Para los semiconductores este ancho es suficientemente pequefio como para que sea posible excitar

(térmicamente, con luz o con descargas eléctricas) electrones de la banda de valencia a la de conduccién.

(a) (b) (c)

p r'S 'S
Energia Energia Energia
Banda de
conduccion
Banda de
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conduccion .
| N conduccion
Bandgap
| S p———
Bandgap Fr reeeeaaaam—-
Banda de Banda de Banda de
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Metal Semiconductor Aislante

Figura 5.1. Estructura de bandas y distribucién de electrones a 0K para un metal (a), para un semiconductor
intrinseco (b) y para un aislante (c). El color verde indica los estados ocupados por electrones; Er es la energia de
Fermi. Figura adaptada de Candal et al, 2001.

De acuerdo con esta interpretacion, la conductividad eléctrica de un material estd directamente
relacionada con la existencia de portadores de carga en las bandas de los estados energéticos. En los
metales, los portadores son los electrones cuya energia se localiza en la banda de conduccién
parcialmente llena (Figura 5.1 (a)), mientras que en los semiconductores los portadores son los

electrones de la banda de conduccion y los “huecos” resultantes en la banda de valencia.
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De acuerdo con su estructura electréonica de bandas, el TiO; es un semiconductor, el cual ha
despertado particular interés en el campo de la fotocatdlisis. Cuando la luz incide sobre el TiO, los
electrones en la banda de valencia pueden absorber energia suficiente para “ser excitados” a la banda de
conduccién, creando un par electrén-hueco, como se esquematiza en la Figura 5.2. Una vez formados,
y de no ocurrir procesos de recombinacién, estos pares pueden participar en reacciones quimicas que
conducen a la degradaciéon de contaminantes (Malato et al, 2009), asi como también a la produccion de
energia cuando la separacion de cargas es aprovechada, por ejemplo, en celdas fotovoltaicas (O'Regan
y Gritzel, 1991). La eficiencia fotocatalitica depende de la energia de la luz incidente, de la brecha de la
banda prohibida del TiO, (3.0-3.2 eV, dependiendo de su estructura cristalogréfica) y de la cantidad de

imperfecciones en la estructura cristalina del material.

(@) (b)
A N
Energia Energia
Banda de Banda de
eyl Conduccion ]
— 5 e
S (electrones)
Bandgap Er frm m mm mm o o e o Ep Jommm oo enjn e
edo —> h
Banda de Banda de (huecos)
Valencia Valencia
Incidencia de
rayos UV
Aumento de la
Semiconductores temperatura

Figura 5.2. Esquema de la estructura de bandas y la distribucién de electrones para un semiconductor intrinseco
a0K (a),yaT»0Koen presencia de luz UV (b). En el caso del TiO, la incidencia de rayos UV genera la
formacién de los portadores de carga: e~y h*. Figura adaptada de Candal et al, 2001.

La existencia de redes cristalinas defectuosas (con imperfecciones) permite explicar teéricamente
algunos fenémenos fisicos y quimicos caracteristicos que hacen atractivo al TiO» desde el punto de vista
de su estructura electrénica. Entre los defectos permanentes que puede poseer un cristal, la presencia
de atomos en posiciones anémalas (dtomos intersticiales) o la ausencia de d&tomos en la celda unitaria

de la red (vacancias) son dos de los mas comunes (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Defectos tipicos en redes cristalinas. (a) Atomos intersticiales en la red. (b) Vacancias aniénicas.
Estas dltimas son generalmente compensadas por electrones “atrapados” y localizados en dichas vacancias.

Compuestos como el TiO, tienden a presentar comtnmente composiciones no estequiométricas, debido
generalmente a una deficiencia estructural en el elemento no metélico (vacancias de oxigeno). Asi, el
cristal iénico - con exceso de cationes - debe poseer al mismo tiempo un exceso de electrones, de manera
de garantizar la electroneutralidad del mismo. El TiO; es uno de los ejemplos mas representativos de
6xidos deficitarios en oxigeno, con una estructura que combina vacancias aniénicas y electrones
localizados. La razén iénica 2:1 (O:Ti) correspondiente a una estequiometria “perfecta” raras veces se
mantiene, adoptando generalmente una relacién de tipo (2-x):1, donde x hace referencia a la deficiencia
de aniones O2 (vacancias anioénicas). Asi, la férmula general para la descripcion estequiométrica
correcta de este 6xido es:

Ti%*(e)2x (Va)xO?2x

donde se expresa que el nimero de electrones (e-) es el doble del nimero de vacancias aniénicas
existentes (compensaciéon de cargas). De esta forma se explica que la aparicién de desviaciones
estequiométricas en cristales ionicos esté acompafiada de un cambio, a veces profundo, en las
propiedades eléctricas de los mismos, asi como también de modificaciones asociadas a su reactividad
quimica, en este tltimo caso debido a una estructura deficitaria sensible a los cambios en la presion de
oxigeno (Verduch, 1964).

Las caracteristicas estructurales descriptas (y la estructura electrénica asociada) representan la
razoén principal por la cual el TiO; ha surgido en las tltimas décadas como uno de los materiales de
eleccion tanto para su uso directo (como fotocatalizador, por ejemplo) o como punto de partida para la
obtencién de estructuras con conductividad eléctrica variable. En este Gltimo caso, la generacion
deliberada de defectos estructurales extendidos en su red cristalina permite obtener materiales que,

dependiendo de las condiciones experimentales, pueden comportarse ya no como semiconductores, si
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no como conductores eléctricos. Es precisamente en este contexto en el que el TiO; - en particular el
polimorfo de estructura rutilo - emerge como un excelente material precursor de una familia de 6xidos

de titanio sub-estequiométricos de conductividad eléctrica variable, conocidos como fases de Magnéli.

5.3- Oxidos de titanio eléctricamente conductores: fases de Magnéli

Las fases de Magnéli correspondientes a los 6xidos de titanio son una serie de compuestos de formula
general TinOan1, donde n es un numero entero entre 4 y 10 (Kitada et al, 2012). Estos 6xidos son
particularmente atractivos en el drea de la Ciencia de Materiales debido a sus propiedades magnéticas
y a su elevada conductividad eléctrica a temperatura ambiente, la cual varia entre los compuestos de la
serie siendo en algunos casos del mismo orden de magnitud que la correspondiente al grafito (Smith et
al, 1998). La Figura 5.4 muestra una grafica comparativa de las conductividades de estos compuestos a

lo largo de la serie sub-estequiométrica en funcién de la relacion O/Ti de cada 6xido.
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Figura 5.4. Conductividad eléctrica en funcién de la relacién O/ Ti (coeficiente x, o de oxidacién) de algunos
de los 6xidos de la serie de Magnéli (TinO2n1). El subindice n varia entre 4 y 10, por lo que x varia entre 1.75 y
1.9. Figura tomada de Smith et al, 1998.

En la Figura 5.4 puede observarse el aumento de la conductividad eléctrica con el grado de
reducciéon de los compuestos (que aumenta de derecha a izquierda) hasta alcanzar su maximo valor
para el TisO;. Este comportamiento puede relacionarse con la estructura cristalina de cada uno de los
6xidos, la cual presenta semejanzas con la red tipo rutilo correspondiente al TiO.. Esta tultima esta
constituida por octaedros (TiOg) que contienen iones titanio (IV) en su centro geométrico y iones 6xido

en cada uno de los vértices. Estos octaedros estdn a su vez conectados entre si de dos formas distintas:
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a través de los vértices (compartiendo un oxigeno) y a través de las aristas (compartiendo dos). La

Figura 5.5 (a) muestra esquematicamente estas distintas formas de unién.

(a) (b)
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Figura 5.5. (a) Octaedros O/Tiy sus formas de asociarse: cara (esta forma no se da en rutilo), vértice o arista.
(b) Red cristalina del TiO; (tipo rutilo) y del Ti,Oy. Figura adaptada de Walsh et al, 2010.

La estructura correspondiente a la fase rutilo del TiO2 puede ser interpretada en consecuencia como
planos formados por octaedros unidos a través de sus aristas, los que se “apilan” a través de los oxigenos
posicionados en los vértices para formar una estructura tridimensional a través de los oxigenos
posicionados en los vértices (Figura 5.5 (b) - izquierda) (Walsh y Wills, 2010).

Los o6xidos de titanio sub-estequiométricos presentan algunas caracteristicas estructurales
adicionales a las mencionadas, que explican sus particulares propiedades eléctricas y magnéticas. Como
se menciond en la Seccién 5.2, la red cristalina del TiO. puede poseer vacancias de oxigeno que
repercuten directamente en su estructura electronica. Asi, es esperable que el aumento deliberado de la
cantidad de vacancias aniénicas conduzca a modificaciones en el comportamiento electrénico del
material. La principal modificacién estructural que se produce es la formacion extendida de planos de corte
(o cizalladura), con el fin de contrarrestar precisamente la deficiencia de oxigeno (Diebol, 2003). Los
planos de corte son tanto méds predominantes cuanto mayor sea el déficit estructural de oxigeno, es
decir, cuanto mayor sea el grado de reduccién del 6xido. En este sentido, el Ti4O; emerge como el
representante principal de la serie de Magnéli con mayor contenido de vacancias anionicas, lo que
justifica (como se detallard més adelante) su mayor conduccién electrénica respecto de los demds 6xidos
de la serie. La estructura cristalina del TisO; (Figura 5.5 (b) - derecha) consta de bloques de tipo rutilo,
de longitud “infinita” en dos dimensiones y de espesor equivalente a 4 octaedros TiOs, separados entre

si por planos de corte. A diferencia del TiO», los bloques de rutilo que forman parte del Ti4O7 cizallan a
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lo largo de estos planos de tal manera que los octaedros interfaciales comparten caras, aristas y vértices,
mientras que los iones 6xido forman un conjunto hexagonal distorsionado (Schlenker y Marezio, 1980).
Esta forma de interpretar la estructura del TisO; se condice con la formula general de los 6xidos
pertenecientes a las fases de Magnéli (TinOzn1 = Ti2Os + (n-2) TiO»), lo que sugiere que las estructuras
pueden verse como ldminas de tipo rutilo de extensiéon infinita y diferente espesor (dado por el
subindice n en la férmula), separadas por planos con una disposicién atémica similar a la del polimorfo
corindén (ALLOs) (Eyert et al, 2004).

Como se menciond, la formacién de vacancias en la red (por migracién de oxigeno atémico hacia la
superficie del material) requiere de una compensacion de carga eléctrica, lo que conduce a un exceso de
electrones en la red y al cambio descripto de las propiedades eléctricas del material. Estos electrones,
inicialmente localizados en el campo eléctrico creado por los cationes que rodean al defecto anidénico,
inducen finalmente la reduccién de los iones Ti (IV) en posiciones adyacentes al defecto puntual,
generandose dos iones Ti (III) por cada anién 6xido que se pierde en la estructura (Verduch, 1964). En

la Figura 5.6 se muestra un esquema representativo general de este proceso.

Titt O Titr O* . Ti#* O* Titr O*
O T O* Ti¥¥ ——> OF Ti¥ Tit
Titt O Titr O* Tidr O Ti3* O%

Figura 5.6. Representacion del proceso de reduccién de una red cristalina de TiO». Por cada ion 6xido que se
pierde (indicado a la izquierda en color rojo) se genera una vacancia aniénica (representada a la derecha como

0). Estas vacancias son formalmente compensadas por la adopcién de un estado de oxidacién mas bajo en el
metal (Ti (Il), indicado en azul).

El proceso de reduccién (que puede inducirse, por ejemplo, térmicamente) conduce a la aparicién de
portadores de carga en la banda de conduccion del material, debido a que los iones Ti (III) generados acttian
como dadores electrénicos (configuracion 3d?). Este efecto es el responsable de la elevada conductividad
eléctrica de estos 6xidos a temperatura ambiente. Sin embargo, sus propiedades eléctricas y magnéticas
no son constantes en todo el rango de temperaturas.

En particular, y de interés para esta Tesis, el TisO; pertenece a la clase de 6xidos que presentan
transiciones de tipo metal /semiconductor en funciéon de la temperatura. Dichas transiciones (de primer
orden) definen tres estados para este material (Figura 5.7): uno de “alta temperatura” (por encima de ~

150 K), en donde el material presenta una conduccion de tipo metdlica, disminuyendo su conductividad
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con el aumento de la temperatura; otro por debajo de este valor (150 K, transicién de alta temperatura)
hasta aproximadamente 125 K, donde el material se comporta como un semiconductor, con una
disminucién de tres 6rdenes de magnitud en su conductividad respecto al estado conductor y, ademas,
una caida abrupta de su susceptibilidad magnética; y finalmente, un tercer estado, por debajo de 125 K
(transiciéon de baja temperatura) en donde el material, aun comportandose como un semiconductor,
exhibe una caida adicional de tres ¢érdenes de magnitud en su conductividad eléctrica. Esta dltima
transicion (semiconductor de alta temperatura (TT)/semiconductor de baja temperatura ({T)), a

diferencia de la primera, estd acompafiada de un reordenamiento estructural (Bartholomew y Frankl,

1969).
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Figura 5.7. Conductividad eléctrica de dos monocristales (simbolos o y x) de Ti4O7 en funcién de la
temperatura. Se observan cambios abruptos en su conductividad a ~150 K (transicién metal/semiconductor de
1) y a 125 K (semiconductor de TT/semiconductor de {T). Adaptada de (Bartholomew y Frankl, 1969).

Las transiciones térmicas en el comportamiento conductor metalico/semiconductor de
1T /semiconductor de 4T para 6xidos metalicos de valencia mixta como el TisO7 (Ti*(3d?) y Ti**(3d?)),
dependen fuertemente de la distancia entre cationes y la efectividad de solapamiento de sus funciones
orbitales, es decir, de la distribucién cristalografica de los mismos en cada una de las estructuras
correspondientes a los estados previamente descriptos. Este aspecto ha sido abordado en la literatura
con distintos enfoques, llegando a un consenso general en cuanto a los mecanismos involucrados en los

fenémenos de conduccion electrénica.
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En el estado de alta temperatura (por encima de 150 K), dénde el compuesto posee un
comportamiento de conduccién electrénica de tipo metélica, la longitud media de los enlaces Ti-O es la
misma para todos los sitios cristalograficos, generando una ocupacién isétropa de los estados Ti 3d
(particularmente aquellos con simetria ty;) (Eyert et al, 2004). Estos estados energéticos son los
principales contribuyentes a la banda de conducciéon del material, mientras que la banda de valencia
estd formada principalmente por estados O 2p. Los portadores de carga, en este caso los electrones 3d
aportados por los iones Ti (III), se encuentran deslocalizados, y los cationes de la estructura poseen en

conjunto una valencia promedio de 3.5. Esta deslocalizacién se representa esqueméticamente en la

Figura 5.8 (a).
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Figura 5.8. Esquema del ordenamiento cristalografico de los cationes titanio en la estructura de Ti4O7 en
funcién de la temperatura: (a) T > 150K (conductor metalico), (b) 150 K > T > 125 K (semiconductor de TT), y (c)
T <125 K (semiconductor de {T). Las lineas grises representan los planos de corte. En negro se representan los

bipolarones (ver texto). (Kobayashi, 1999)

En el otro extremo, en la fase tipo semiconductor de 4T (Figura 5.8 (c)), existe un ordenamiento bien
definido de iones Ti (III) y Ti (IV) a lo largo de la estructura cristalina. Esto provoca una diferenciaciéon
marcada de cada sitio cristalogréfico (ya no todas las longitudes de enlace Ti-O son equivalentes), lo
que conduce una ocupacién diferencial de los estados 3d asociados a los cationes titanio, induciendo
finalmente un proceso de trasferencia de carga entre los mismos, desde sitios con enlaces Ti-O mas
cortos hacia aquellos con longitudes mayores (Eyert et al, 2004). En este contexto, el estado
semiconductor de 4T se caracteriza por la formacién de pares Ti(IIT)-Ti(IIT) llamados bipolarones (donde
cada polaron esté constituido por un electrén y un campo de distorsion coulémbica asociado), en los que
la carga esté localizada y estabilizada por el alto orden alcanzado en la distribucion estructural de dichos

bipolarones. Es este grado de ordenamiento el que distingue a los estados de tipo semiconductor de
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baja y alta temperatura. En la transicién semiconductor de 4T — semiconductor de TT (conocida como
transicion orden-desorden) tiene lugar un fenémeno de transferencia electrénica desde los iones Ti (I1I)
(bipolarones) hacia sitios adyacentes (Ti (IV)), lo que rompe con el orden estructural de los bipolarones
de la fase de baja temperatura (localizacién completa de electrones) pero sin perder el emparejamiento
Ti (III) - Ti (III) (Figura 5.8 (b)).

La interpretaciéon descripta permite explicar el comportamiento observado en las propiedades
eléctricas y magnéticas (conductividad y susceptibilidad) del TisO7 (y sus homologos de la serie de
Magnéli) en funcién de su estructura cristalina de acuerdo con la temperatura de trabajo.

Debido a su elevada conductividad eléctrica y a su estabilidad quimica, el TisO7 ha sido estudiado
y aplicado como material de electrodo, tanto en el campo de la investigacién basica (por ejemplo, en el
estudio de procesos de sintesis, procesos de oxidacién de gases de combustion, entre otros) como en la
industria (sistemas de proteccion catédica de acero en concreto, tecnologia de baterias,
supercapacitores, entre otros) (Walsh y Wills, 2010). En este contexto, y de acuerdo con resultados
previos del grupo de trabajo que han demostrado la bio-compatibilidad de este material como interfase
de microorganismos electro-activos en aplicaciones bio-electroquimicas (Massazza et al, 2015; Massazza
et al, 2018), se propuso a este 6xido conductor como uno de los pilares para alcanzar los objetivos de la
Tesis.

Es importante remarcar que, de acuerdo con el marco bio-electroquimico abordado en el Capitulo
1, ademds de las propiedades eléctricas y la bio-compatibilidad asociadas a la fase TisO;, las
caracteristicas estructurales de los electrodos sobre los que el material biol6gico se desarrolla cumplen
un rol fundamental a la hora de optimizar sistemas bio-electroquimicos para la produccion de corriente
eléctrica. Esto realza algunas de las caracteristicas mds importantes de los electrodos en términos de su
interaccién con microorganismos, como por ejemplo su drea superficial por unidad de volumen y su
porosidad. En las siguientes secciones se detalla la preparacion y caracterizacién fisicoquimica de
electrodos cerdmicos tridimensionales de TisO7 con porosidad anisotrépica, utilizando para esto una
técnica de procesamiento criogénico (congelamiento direccional). El protocolo de preparacién consta de
cinco etapas de distinta naturaleza, en las que se buscé generar una estructura con porosidad
organizada - porosidad abierta y alineada en una direccién preferencial - y la fase conductora del 6xido

de titanio de interés.
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5.4.- Preparacion de electrodos porosos de TisO7

La preparacion de los electrodos puede describirse de acuerdo con las cinco etapas que se resumen en

pre® )

la Figura 5.9.
Macroporosidad
alineada
ETAPA I ETAPAII NP de TiO
v Qg " oo O Cristalesen NPsde la ETAPA IIIT s de i
{f&&‘iﬁ»~ ‘0e'e — - s / g

crecimiento dispersion

Microporosidad

Dispersion de NPs de TiO,

Liofilizado

Congelamiento Direccional

ETAPA IV ETAPAV
T E ¥ B . .
E B B { i /Tloz Ti4O7
= o 1 T
| ¢ W W 3
I 8 W 1 3
; i i , v l
l-f \\‘é o R v i A
Sinterizado Reduccién

Figura 5.9. Etapas del proceso de preparacion de los electrodos porosos de TisO7: I -Preparacién de una
dispersién acuosa de nanoparticulas (NPs) de TiO, II- Congelamiento direccional de la dispersion, 11I-
Liofilizado (sublimacion del hielo generado en la etapa de congelamiento), IV- Sinterizado de la pieza de TiO»
obtenida luego del liofilizado, V- Reduccién quimica bajo vacio para la obtencién de Ti4O7.

De acuerdo con los pasos enumerados, el procedimiento consistié en la preparacién inicial de una
dispersion acuosa de NPs de TiO. (Etapa I), la cual se congelé de manera direccional a velocidad
controlada (Etapa II) para lograr la estructuracién de las NPs. Posteriormente (Etapa III), y con el objeto
de obtener piezas con macroporosidad abierta, se llev6 a cabo la remocién (por sublimacién) del hielo
generado en la Etapa II. La consolidacion estructural y la densificaciéon de la muestra obtenida se logré
en la Etapa IV, por sinterizado de la pieza de TiO». De esta manera, al finalizar las etapas mencionadas,
se cont6 con una estructura porosa de TiO2 con canales unidireccionales, donde los poros fueron una
réplica de los cristales de hielo formados en la etapa de congelamiento (Deville, 2008). En una dltima
etapa (V), la estructura porosa se redujo quimicamente a alta temperatura para formar la fase

conductora deseada (Ti4O7). En las proximas secciones se abordaran en detalle cada una de estas etapas.
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5.4.1.- Etapa I: Preparacion de dispersiones de NPs de didxido de titanio (TiO-)

Para la preparacion de las dispersiones se utilizé un polvo comercial de NPs de TiO: (20-30 nm,
Aeroxide P25/Degussa), el cual estd compuesto por una mezcla de fases cristalinas anatasa/rutilo (en
proporciéon aproximada 70/30). La presencia de ambas fases se confirmd, como parte de la
caracterizacion inicial del material de partida, por difraccion de rayos X (XRD) sobre la muestra del

polvo comercial (Figura 5.10).

P25 comercial
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Figura 5.10. Caracterizacién del polvo de partida Aeroxide P25 por difracciéon de rayos X (XRD). Se determiné la
presencia de fases rutilo y anatasa.

Las dispersiones se prepararon en vasos de precipitados a temperatura ambiente con agitacion
continua, empleando una relacion TiO./H>O de 0.21 g/mL. Para controlar la estabilidad de las mismas,
es decir, evitar que las NPs sedimenten (lo que podria generar gradientes de densidad y porosidad en
el material final), se emple6 polivinilpirrolidona (PVP, de peso molecular 1.3 MDa) en una relaciéon
PVP/H>O de 0.062 g/mL. En estas cantidades, la PVP estabiliza la dispersién por periodos mayores a
24 h, garantizando la homogeneidad de la dispersion cerdmica durante su procesamiento criogénico
(Etapa II). Asimismo, la PVP acttia como agente ligante del material en verde, es decir, antes del proceso
de sinterizado (Etapa IV), otorgandole estabilidad mecénica para su manipulacion antes del
consolidado final. La Figura 5.11 muestra una fotografia tomada durante la preparaciéon de las

dispersiones.
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Figura 5.11. Preparacion de dispersiones de NPs de TiO».

Una vez obtenidas las dispersiones, se llevé a cabo su conformado utilizando la técnica de
congelamiento direccional, con la finalidad de estructurar las NPs y generar porosidad anisotrépica en

la pieza ceramica resultante.

5.4.2.- Etapa II: Congelamiento direccional

Durante la etapa de congelamiento (Figura 5.9, Etapa II) se forma la estructura de la pieza ceramica y
se definen las caracteristicas de la porosidad final. Para esto, se utilizé una técnica denominada
congelamiento direccional, que permite obtener estructuras tipo “milhojas” con poros ordenados en forma
de canales alineados de un extremo al otro del material, debido a un fenémeno (de naturaleza fisica) de
autoensamblado inducido por segregacién de hielo (conocido como ISISA, por sus siglas en inglés). La
versatilidad de esta técnica ha permitido la preparaciéon de estructuras de naturaleza variada
(polimérica (Kang et al, 1999), cerdmica (Nishihara et al, 2006), carbonosa (Tamon et al, 1999)), asi como
también soportes porosos bio-compatibles para la inmovilizacién y proliferaciéon de microorganismos
(E. coli). (Gutiérrez et al, 2007).

Para lograr la anisotropia de la porosidad la dispersién debe ser sometida inicialmente a un fuerte
gradiente de temperaturas. Esto se logra colocandola en moldes (en este trabajo se utilizaron jeringas
plasticas de 10 mL) uno de cuyos extremos se pone en contacto directo con un medio criogénico
(contenido en un recipiente de paredes aislantes) mientras que el otro permanece a temperatura

ambiente. La inmersién vertical de los moldes a velocidad controlada en el medio criogénico
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desencadena la formacién y crecimiento direccional (anisotrépico) de hielo, siguiendo la direccién del

gradiente térmico. La Figura 5.12 muestra fotografias del sistema de inmersion direccional empleado.

1 ]

i y
Dispersiones acuosas de TiO>

Figura 5.12. Las dispersiones se colocan en jeringas mantenidas en posicién vertical en un soporte movil. La
velocidad de descenso de este soporte es controlada por un dispositivo electrénico que permite mantener
constante la velocidad de avance del frente de solidificacién.

Durante el proceso de congelamiento (Figura 5.13, trayectoria A—B), las NPs en suspension (y la
PVP disuelta) son expulsadas de la fase solida en formacion (hielo), lo que provoca su redistribucion y

confinamiento entre los cristales de hielo, induciendo finalmente su auto-organizacién.

Liquido

Sdlido

Presion

Temperatura

Figura 5.13. Diagrama de fases del agua. Trayectorias: A—B - Congelamiento a presion constante (atmosférica)
del agua presente en la dispersién ceramica. B—C - Liofilizado (disminucién isotérmica de la presion por debajo
de la presién del punto triple). C—D - Aumento isobérico de temperatura.

La Figura 5.14 muestra un esquema del reordenamiento de las NPs como consecuencia del proceso

de congelamiento. En este caso particular, en el que se utiliza agua como medio continuo dispersante,
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los cristales de hielo que se forman bajo la influencia del gradiente de temperaturas adoptan una

morfologia laminar.

NPs de TiO2 atrapadas A Cristales de hielo

: : |7 (morfologia laminar)
Zona de menor /

temperatura

[ &
Gradiente de

temperatura
Zona de mayor

temperatura <

Direccién de congelamiento l

Dispersion acuosa

Figura 5.14. Crecimiento de cristales de hielo en la dispersién de NPs de TiO- (representadas en la figura
como esferas de color rojo). El frente de hielo se genera en las zonas de menor temperatura y avanza hacia las de
mayor temperatura (direccién de congelamiento). Las NPs son segregadas por el frente de solidificacion y
reubicadas entre los cristales en crecimiento, lo que induce su auto-organizacién. En la figura, A representa el
espesor de las laminas de hielo formadas.

Las variables operacionales del proceso, como la temperatura del medio criogénico utilizadoy/o la
velocidad de inmersion de las dispersiones, determinan las caracteristicas de los cristales formados
(especificamente el espesor de los mismos, A\) y, en consecuencia, las caracteristicas finales de la
porosidad. El estudio de la cinética de solidificacién ha demostrado que, a mayores velocidades de
inmersion en el medio criogénico y/o mayor gradiente de temperaturas entre los extremos de la muestra, menores
son los espesores de los cristales de hielo formados y, consecuentemente, menores son los espaciados
interlaminares obtenidos en las estructuras porosas (Waschkies et al, 2011).

La Figura 5.15 resume estos conceptos para dos condiciones de procesamiento diferentes, tomadas

a modo de ejemplo.
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Velocidad

de inmersion .
10 mm/min
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Espaciado
Menor Mayor interlaminar

196°C @

-
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Temperatura de
fuente criogénica

Figura 5.15. Efecto de las variables de congelamiento direccional (velocidad de inmersién y temperatura de
la fuente criogénica) sobre el espaciado interlaminar generado en las estructuras porosas. Trayectoria verde:
inmersién de la dispersién cerdmica a 10 mm/min en nitrégeno liquido (-196°C). Trayectoria roja: inmersién a 3
mm/min en una mezcla hielo seco/acetona (-30°C).

Las condiciones de congelamiento direccional utilizadas en este trabajo fueron seleccionadas para
preparar piezas de TiO2 con diferentes espaciados interlaminares, de manera de contar - en la parte final
de la Tesis - con electrodos laminados de diferente accesibilidad y superficie especifica (4rea por unidad
de volumen). Se seleccionaron inicialmente dos medios liquidos en los que llevar adelante la inmersion
controlada. Por un lado se trabajé con nitrdégeno liquido (T: -196°C), utilizandolo como cota de menor
temperatura. Por otro lado se utilizé una mezcla hielo seco/acetona, cuya temperatura (T: -70°C, -30°C o -
10°C) se control6 a partir de la cantidad de hielo seco disuelta. De acuerdo con estas condiciones, se
trabaj6 con cuatro temperaturas de “fuente fria” (Tcongelamiento) €n combinacién con cuatro velocidades
de inmersion (Vinmersion: 1, 3, 5 0 10 mm/min).

El trabajo se realiz6 en etapas, evaluando en primera instancia las caracteristicas estructurales de
las piezas obtenidas a menor Tcongelamiento (Nitrégeno liquido), las que, de acuerdo con lo mencionado,
conducirian a los menores espaciados interlaminares. Luego, en funcién de los resultados obtenidos, se
seleccionaron combinaciones Tcongelamiento/ Vinmersion que permitieran obtener mayores espaciados
interlaminares, siempre centrando la busqueda en las caracteristicas estructurales necesarias de acuerdo
con los objetivos de la Tesis. La Tabla 5.1 resume las distintas condiciones experimentales finalmente

utilizadas para el procesamiento de las dispersiones ceramicas.
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Tabla 5.1 Fuente fria, temperatura y velocidad de inmersién utilizadas para el procesamiento de las dispersiones
de TiOQ.

Fuente fria Tcongelamiento (OC) Vinmersion (mln/min)
1
L . -196 S
Nitrégeno liquido 5
10
1
-70 3
5
Mezcla hielo 1
seco/acetona* -30 3
5
-10 1

*Controlando las cantidades de hielo seco que se disuelven en acetona es posible modular la temperatura final de
la mezcla.
Luego del congelamiento direccional de las dispersiones se llevo a cabo la tercera etapa del proceso,

la remocion del hielo formado para la generacién de la porosidad caracteristica.

5.4.3.- Etapa III: Liofilizado

La eliminacién del hielo se llevé a cabo evitando que este se descongele (es decir, evitando la
transformacién sélido—liquido, trayectoria B—A en la Figura 5.13), de manera de mantener la
estructuracion lograda por congelamiento direccional. Para esto se llevé a cabo un proceso de liofilizado,
el cual consiste en la modificaciéon de la presién y la temperatura de la muestra para inducir la
transformacion directa agua (s) — agua (g) (sublimacién), ‘rodeando” para esto el punto triple del
diagrama de fases.

Las muestras congeladas se sometieron a una reduccion de la presién a temperatura constante
(Figura 5.13, trayectoria B—»C) hasta un valor por debajo de la presion correspondiente a la del punto
triple (0.006 atm). Con el fin de garantizar una transicion de fases completa, la reduccién de la presion
se combiné con un aumento de la temperatura de la muestra (trayectoria C—D). En estas condiciones
se logra la eliminacién total del hielo y la generaciéon simultdnea de porosidad estructurada (canales
alineados) en los lugares donde originalmente estaban los cristales de hielo (entre las particulas de TiO»
estabilizadas por la PVP). En consecuencia, luego de la etapa de liofilizacion, se obtuvieron piezas

(material en verde) cuya porosidad replicé la estructura del hielo formado durante el congelamiento.
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La Figura 5.16 muestra distintas vistas macroscépicas de una estructura en verde obtenida luego de las

primeras tres etapas descriptas (dispersién, congelamiento y liofilizado).

Figura 5.16. Vista longitudinal (a) y transversal (b y c) de las piezas obtenidas luego del proceso de liofilizado.
La flecha en (c) indica la extension de la estructura laminada de TiO: (de extremo a extremo de la pieza). En (d)
se muestra un detalle de esta estructura sobre un corte transversal de la pieza (imagen tomada con una lupa
binocular estereoscépica).

A partir del corte transversal de la muestra pudo observarse el laminado radial formado, con una
estructura que se extendié longitudinalmente de un extremo al otro de la pieza. Una vez obtenida la

pieza porosa en verde se continu6 con la etapa de sinterizado, para lograr su consolidacién estructural.

5.4.4.-Etapa IV: Sinterizado

La consolidacion estructural del material se llevé a cabo por sinterizado. Este consiste en un tratamiento
térmico a elevada temperatura donde se inducen procesos de difusién/vaporizacion/deposicion
atémica que conducen finalmente a la adherencia de las NPs entre si (formando un sélido continuo) y
a la disminucién de la energia superficial por unidad de volumen del sistema, generando la contracciéon
(aumento de la densidad por eliminacién de microporosidad) y la consolidacién de la pieza (Figura 5.9,
Etapa IV). Para determinar el protocolo de tratamiento térmico a utilizar durante esta etapa, se
realizaron inicialmente estudios termogravimétricos (TGA) y termodiferenciales (DTA) en atmosfera

de aire sobre el material en verde. La Figura 5.17 muestra las curvas obtenidas.

122



Preparacion y caracterizacién de electrodos porosos de TisO;

9,0

8,5 1

8,0

7,5

Masa (mg)

7,0 -

6,5 -

pérdida de masa: 21,7 % (tedrica: 22,8%)

6,0

T T T T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Temperatura (°C)

Figura 5.17. Caracterizacién de la pieza en verde mediante analisis termogravimétrico (TGA) y analisis térmico
diferencial (DTA).

El anélisis termogravimétrico mostr6 una caida inicial en la masa de la muestra a una temperatura
por debajo de 100°C, atribuida a la pérdida de humedad adsorbida por el material. La mayor pérdida
de masa se observé en el rango de temperaturas 250°C - 465°C, la que se dio en dos etapas consecutivas
con diferentes pendientes. Teniendo en cuenta la composicion de la muestra, y comparando el valor
experimental de pérdida de masa total (21.7%) con el valor teérico (22.8 %), esta caida se asocié a la
combustioén de la PVP utilizada como agente ligante (asumiendo combustion completa). A partir de
465°C la masa del sistema se mantuvo constante hasta el final del ensayo.

El analisis térmico diferencial revel6 dos sefiales exotérmicas cuyos maximos se localizaron a 325°C
y 440°C, asociados a los procesos de combustion de la PVP mencionados. Este andlisis demostré que la
PVP se encuentra asociada a la estructura de TiO: con distinto grado de intensidad, requiriendo dos
etapas para su completa eliminacién. Un tercer proceso exotérmico se observé a partir de 500°C, con un
maximo de absorcién a 740°C. Este tltimo no estuvo acompafiado de cambios en la masa de la muestra
(de acuerdo con la respuesta por TGA), lo que se relacion¢ - de acuerdo con estudios de la literatura -
con la transicion de fases en la red cristalina del TiO,, de anatasa a rutilo. Si bien esta tiltima fase es la
mas estable (termodindmicamente hablando) independientemente de la temperatura (con valores de
energia libre siempre por debajo de los correspondientes a la fase anatasa) (Hanaor y Sorrell, 2011), la

transformacién anatasa — rutilo es cinéticamente desfavorable a bajas temperaturas y/o tamafios de
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particula nanométricos (Dominguez Dominguez, 2016), por lo que se requiere superar una temperatura
de ~ 700-800°C para lograr la conversion completa (Hanaor y Sorrell, 2011).

A partir de estos resultados se definieron las condiciones de sinterizacién. Para esto se tuvo en
cuenta ademads la necesidad de liberar paulatinamente los gases provenientes de la combustiéon del
polimero, de manera de evitar fisuras en la muestra. Esto se logré mediante el establecimiento de dos
mesetas en el perfil térmico (contemplando los procesos de combustién mencionados) utilizando
velocidades de calentamiento bajas (3°C/min). Asimismo, con el objeto de garantizar una conversién
completa de fases para la obtencién de una estructura tipo rutilo (como etapa previa a la obtencién final
del 6xido conductor, Ti4Oy7), se estableci6é una tercera y tltima meseta a 1000°C (temperatura superior a
dicha transicién). La Figura 5.18 muestra el protocolo utilizado en el proceso de sinterizado de las

estructuras porosas de TiO..

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (Min)
Combustion PVP 250 60
1200 Combustion PVP 400 60
Transformacién A-R 1000 90
1000
g) 800
(3]
5
= 600
=
v
o
& 400
v
o)
200
0
0 200 400 600 800
Tiempo (min)

Figura 5.18. Perfil de calentamiento utilizado en el proceso de sinterizado. A: Anatasa. R: Rutilo.

Las fases presentes en el material sinterizado se caracterizaron a partir de estudios de XDR. En la
Figura 5.19 se compara el difractograma obtenido a partir del polvo de la pieza sinterizada con el

correspondiente al polvo de partida (P25).
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Figura 5.19. Difractogramas de rayos X del material sinterizado (TiO, rutilo) y del polvo de partida, P25.

La comparacion mostré, para la pieza ceramica luego del tratamiento térmico a 1000°C, la
desaparicion de la mezcla de fases presente en el polvo de partida, detectandose sélo la fase rutilo pura.

Como se menciond, el sinterizado conduce no sélo a la consolidacién estructural de la muestra, sino
también a la reducciéon del volumen de la misma debido fundamentalmente a la pérdida de
microporosidad intersticial. Esto tiene como consecuencia el aumento de la densidad estructural
(densidad esquelética) de la pieza obtenida. En la Figura 5.20 se puede observar el efecto de contracciéon

volumeétrica producto del sinterizado.

Figura 5.20. Reduccién de volumen de las piezas. Antes (izquierda) y luego del sinterizado.
En este contexto, y de acuerdo con el objetivo del trabajo de Tesis, es importante mencionar que el
proceso de consolidacién estructural permite no obstante preservar la macroporosidad orientada
generada a partir del congelamiento direccional. Esto resulta fundamental a la hora de pensar en la

utilizacién de las estructuras porosas como soportes para contener microorganismos (por ejemplo,
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bacterias) en su interior. La porosidad total obtenida (determinada por el método de Arquimedes) para
cada una de las muestras preparadas fue de ~ 90% (con menos de 1% de porosidad cerrada),
correspondiéndose con el volumen de agua empleado inicialmente para la preparaciéon de las
dispersiones.

Como se menciond en la descripcion de la Etapa II, los parametros de procesamiento criogénico
definen las caracteristicas de la porosidad final de la estructura. En particular, la velocidad de inmersion
(Vinmersisn) Y la temperatura de congelamiento (Tcongelamiento) utilizadas definen el crecimiento lateral de
las laminas de hielo (espesor, denotado como A en la Figura 5.14) y, en consecuencia, el espaciado entre
las paredes laminares internas del material poroso. La Figura 5.21 muestra imdgenes obtenidas por

microscopia SEM de cortes longitudinales de distintas piezas ceramicas sinterizadas, obtenidas al variar

las velocidades de inmersion (1, 3, 5 y 10 mm/min) en nitrégeno liquido.

&
¥

Figura 5.21. Imagenes SEM de cortes longitudinales realizados a piezas porosas sinterizadas obtenidas a
distintas velocidades de inmersion, utilizando nitrégeno liquido como medio criogénico. La flecha indica la
direccién de congelamiento.

Se observ6 efectivamente la disminucién del espaciado interlaminar a medida que se incremento la
velocidad de inmersién. Esta disminucién - para muestras de porosidad total constante - deberia
conducir al aumento del drea superficial de las piezas por unidad de volumen (drea superficial

especifica), lo que efectivamente se demostrard en la Seccién 5.5.2. Los espaciados interlaminares
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promedio, calculados a partir del analisis de cuatro imagenes con diferentes magnificaciones para cada
muestra, fueron de 10+1, 5+1, 4+1 y 3+1 um, correspondientes a las velocidades de inmersiéon de 1, 3, 5
y 10 mm/min (en nitrégeno liquido), respectivamente. Un aspecto interesante a destacar radica en la
variacién del espesor y la ‘rugosidad” de las laminas en funcion del espaciado interlaminar. Debido a
que se empled la misma cantidad de material para la preparacion de las estructuras porosas, a menor
espaciado interlaminar (es decir, mayor cantidad de ldminas por unidad de volumen) menor fue el
espesor de cada lamina. Contrariamente, a mayor espaciado (menos laminas por unidad de volumen)
mayor fue el grosor de pared desarrollado. En este sentido, cuanto mas delgadas resultaron las ldminas
de la estructura porosa, se observé ademds una mayor rugosidad superficial, lo que podria ejercer
efectos relevantes sobre la adherencia microbiana y el desarrollo del flujo hidrodinamico en el interior
de las estructuras porosas durante su evaluacién como soportes para el crecimiento de bacterias electro-
activas. Se retomara este concepto en el préoximo capitulo.

Ademas de la variacion del espaciado interlaminar, a partir de las imdgenes pudo observarse
claramente uno de los principales efectos generados a partir del procesamiento criogénico: la fuerte
orientacion de la porosidad, la que se extendi6 longitudinalmente de un extremo al otro de la pieza de
acuerdo con la anisotropia de los cristales de hielo generados durante el congelamiento. Estas
caracteristicas  estructurales fueron observadas para todas las muestras preparadas,
independientemente de la temperatura de la fuente fria utilizada.

Una vez consolidadas las piezas, se llevé a cabo la tltima etapa para la obtencién de los electrodos

de Ti4O7: la reduccién quimica del TiO..

5.4.5.- Etapa V: Reduccién quimica

La etapa final del proceso de preparacion de los electrodos se centré en la reduccién del TiO: a alta
temperatura, de manera de obtener estructuras eléctricamente conductoras de TisO; (Figura 5.9, Etapa
V). Esta reduccion se llevé a cabo en presencia de zirconio metélico, de acuerdo con la siguiente ecuacion
(Kitada et al, 2012):

8 TiO2 + Zr — 2 TisO7 + ZrO»

La reaccion se llevo a cabo colocando la mezcla reactiva en tubos de vidrio de silice cerrados al vacio
(Figura 5.22), empleando una relacién en masa de 20 mg Zr/100 mg TiO: (Kitada et al, 2012). Los tubos
asi preparados se colocaron en un horno y se llevaron a 1000°C, empleando una velocidad de

calentamiento de 10°C/min. La temperatura de reacciéon favorece los fenémenos de difusion atémica
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en estado solido y la consecuente pérdida de oxigeno a partir de la estructura de TiO; (Figura 5.6). En
este proceso, el Zr actiia como agente reductor, a modo de sumidero de oxigeno (generandose ZrO»).
Las condiciones de reduccion bajo vacio permiten evitar procesos de oxidacién (del Zr) y de re-

oxidacion (del sub-6xido de titanio obtenido) indeseables en el sistema.

Figura 5.22. Sistema experimental utilizado para la reduccién de las estructuras porosas de TiO». Izquierda:
virutas de Zr metdlico. Derecha: piezas porosas sinterizadas junto con las virutas de Zr dentro de un tubo
cerrado al vacio.

Como se mencioné en la etapa introductoria de este capitulo, la pérdida de oxigeno atémico en la
red cristalina del TiO. conduce a la formacion de vacancias aniénicas y a la consecuente reduccién de
iones Ti (IV) en la estructura. El proceso global permite obtener materiales de estequiometria TinO2n1
(6xidos sub-estequiométricos), los que pueden ser formalmente interpretados como la combinacién de
una unidad cristalogréfica de Ti>Os por cada n-2 unidades de TiO». Asi, por ejemplo, la estructura del
Ti40O7 (n=4) puede representarse como la suma estequiométrica de Ti»Os + 2 TiO». De acuerdo con el
balance estequiométrico de la reaccién, y dependiendo de la temperatura y tiempo empleados, es
posible variar la proporcién de ambas unidades cristalinas (Ti:Os y TiO») en la estructura final y, asi,
modificar el tipo de fase de Magnéli obtenida. Sobre esta base, y con el objeto de determinar el tiempo
6ptimo de reduccién que permita obtener la fase TisO7 pura, se realizaron estudios de XRD en funcién
del tiempo de tratamiento térmico a 1000°C (6, 12 o 15 horas), evaluando la evolucién del sistema, a fin
de encontrar el menor tiempo necesario para producir tnicamente TisO7.

De acuerdo con estudios de la literatura (Walsh y Wills, 2010), es posible distinguir
inequivocamente cada una de las fases de la serie de Magnéli presentes en una muestra a partir del
andlisis de patrones de XRD caracteristicos. Estos son, para una radiacion de Cu K, 20 = 20,78 (para la
fase TisOy), 20 = 22,02 (TisO0) y 20 = 22,84 (TicO11). La Figura 5.23 muestra la posicién esperada de estos

patrones en comparacién con un patrén caracteristico correspondiente a la fase anatasa del TiO».
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Figura 5.23. Identificacién de fases de Magnéli mediante XRD. 26 = 20,78 para TisOy, 20 = 22,02 para TisOy y 20 =
22,84 para TicO11. TiOz (anatasa): 20 = 25,33.

Las piezas resultantes de las reducciones realizadas variando el tiempo de reacciéon se molieron y

analizaron mediante XRD de polvos. Los resultados se muestran a continuacién en la Figura 5.24.

*TiyO; *Tis0g *TigOy; *TizOq3

15h
12h
6h
20 3|0 4|0 5|0 6|0 70 20 2|2 2|4 2|6 28
20 (grados) 26 (grados)

Figura 5.24. Izquierda - Difractogramas de las muestras reducidas durante 6, 12 o 15 horas. Derecha -
Ampliacién de la regiéon comprendida entre 20 y 28° para identificar las fases de Magnéli presentes.

Se observé una evolucion del sistema con el tiempo de reaccién, determindndose que sélo es posible
obtener TisO7 de forma pura (fase tnica) a partir de 15 h de reduccién para las condiciones empleadas.
Por el contrario, las muestras reducidas durante 6 o 12 h mostraron una mezcla de fases (TicO11/TizO13
para 6 horas de reaccién; y TisOq/ TicO11, con una incipiente aparicion de TisO7, para 12 h de reduccién).
Esto llev6 a definir un tiempo de 15 h de reaccion para el tratamiento térmico de obtencién de la fase de
interés.

La Figura 5.25 muestra fotografias de las piezas ceramicas antes y después del proceso de reduccion.

Un efecto tipico observado fue el cambio de coloracion de las muestras. Este fendmeno puede asociarse
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a la generacion de centros de color, producidos por la aparicion de niveles electrénicos puntuales en
defectos cristalinos, lo que induce el desplazamiento de la absorcién de energia al rango de luz visible

(Diebol, 2003).

Figura 5.25. (a) Pieza porosa de TiO: antes del proceso de reduccién, (b) Estructura de Ti4O7 obtenida luego de la
reduccion.

En la Figura 5.26 se muestra el difractograma obtenido a partir del polvo de la pieza mostrada en

la Figura 5.25 (b), donde se observan sélo los patrones correspondientes a la fase buscada, TisO7.

Rutilo reducido
Ti,0,

|' |l| T |I I|||

2'0 30 40 ' 50 60
20 (grados)

Figura 5.26. Difractograma de la muestra obtenida luego del proceso de reduccién.

Con el objeto de evaluar la homogeneidad de la pieza (en cuanto a su composicion cristalografica),
se realizaron estudios de XRD en polvo sobre distintos fragmentos de la misma (dividiéndola en tres
partes). Los resultados demostraron la obtencién de TisO; como fase tnica independientemente del
fragmento evaluado. Sobre la base del protocolo definido (15 h de reaccion bajo vacio a 1000°C) se

redujeron todas las piezas porosas obtenidas por congelamiento direccional (Tabla 5.1). Debido a que
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las estructuras fueron empleadas en la parte final de la Tesis (Capitulo 6) como electrodos (E) para el
crecimiento de bacterias electro-activas, las piezas porosas reducidas se denominaron utilizando la
siguiente nomenclatura: “E-espaciado interlaminar (u)’, de acuerdo con la distancia interlaminar
determinada para cada una (Tabla 5.2).

Tabla 5.2

Estructuras porosas de Ti4O7 evaluadas como electrodos para el crecimiento de bacterias electro-activas
(Capitulo 6). d// hace referencia al espaciado interlaminar promedio.

Electrodo Tcongelamiento (°O) Vinmersiéon (Mmm/min) d// (IJ)
E-3 -196 10 3+1
E-4 -196 5 4+1
E-5 -196 3 511
E-10 -196 1 10+£1
E-12 -70 3 12+3
E-14 -70 1 14+3
E-19 -30 3 19+4
E-27 -30 1 27 %5

Respecto de las muestras procesadas utilizando una Tcongelamiento de -10°C, estas fueron descartadas
previamente a la etapa de sinterizado, debido a la imposibilidad de controlar el proceso de separaciéon
de fases durante el congelamiento de la dispersion con el set-up experimental disponible. En este caso,
debido a que el congelamiento procede muy lentamente, no se logra mantener un gradiente de
temperaturas estable entre los extremos de la muestra a lo largo de todo el experimento, lo que condujo
a inhomogeneidades estructurales en la pieza.

Una vez establecidas las condiciones de procesamiento y de reaccion para la preparacion de los

electrodos laminados, se procedi6 finalmente a su caracterizacion.

5.5- Caracterizacion de electrodos de TisO7

En esta altima seccion se aborda la caracterizacion de los electrodos respecto de dos de sus propiedades
mas importantes para su utilizacién como anodos microbianos en aplicaciones bio-electroquimicas: su

conductividad eléctrica y su area superficial volumétrica.
5.5.1- Determinacion de la conductividad eléctrica

Como se menciond, el TisO;7 presenta mayor conductividad eléctrica que su precursor semiconductor
TiO,, exhibiendo particularmente conductividad de tipo metalica (su conductividad disminuye con el

aumento de la temperatura). Con el objeto de determinar este comportamiento y la resistencia eléctrica
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de las estructuras porosas obtenidas, se obtuvieron curvas tensién-corriente (V vs i) para diferentes
temperaturas de trabajo. Esto se llevé a cabo empleando un equipamiento como el mostrado en la

Figura 5.27, el cual consta de un controlador de temperatura (1), un amperimetro (2), una fuente de

tension (3) y una celda de medida termostatizada (4).

Figura 5.27. Equipamiento empleado para la

Estructura caracterizacion de la resistencia eléctrica de las
’ § , porosa estructuras porosas de Ti4O7. 1- Controlador de
a temperatura, 2- Amperimetro, 3- Fuente de
tension, 4- Celda de medida termostatizada. En
J la imagen se representa, a modo ilustrativo, la

disposicién de la muestra dentro de la camara
de medida en contacto con electrodos de oro.

Las estructuras de TisO7 se sometieron a diferencias de potencial variables mediante la utilizacién
de dos electrodos de oro, uno en cada extremo de la muestra. La corriente que circul6 a través de la
misma para los diferentes potenciales aplicados fue finalmente registrada. Los ensayos se realizaron a
diferentes temperaturas para determinar la relacion entre la resistencia eléctrica y esta variable. A modo
de ejemplo, la Figura 5.28 muestra los resultados obtenidos para las tres temperaturas evaluadas (30, 35
y 40°C) sobre el electrodo E-10 (1,73 cm de longitud y 0,9 cm de didmetro). La evaluacién del material a
30°C fue particularmente seleccionada debido a que se corresponde con las condiciones de trabajo en
las que las estructuras de TisO7 se evaluaron como electrodos para la produccion de corriente eléctrica

a partir de orina (Capitulo 6).
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Figura 5.28. Caracterizacion eléctrica del electrodo E-10 a 30, 35 y 40 °C.

A partir de las pendientes de las rectas fue posible calcular la resistencia eléctrica de la pieza,
utilizando la ley de Ohm. Los valores obtenidos fueron 86, 102 y 112 Q para las temperaturas de trabajo
de 30, 35y 40 °C, respectivamente. A partir de la relacion directa entre la temperatura y la resistencia se
verifico efectivamente la naturaleza metélica (en lo referido a sus propiedades de conduccién
electrénica) de la fase TisO7 de interés. Las resistividades efectivas (p) calculadas para las estructuras

porosas fueron de 31.8 Q.cm (30°C), 37.7 Q.cm (35°C) y 41.4 Q.cm (40°C), de acuerdo con la expresiéon R

_p-1
A

para una geometria cilindrica de longitud [, drea transversal A y resistencia R. Los valores
obtenidos deben evaluarse, en caso de efectuar comparaciones con otros materiales, teniendo en cuenta
el tipo de estructura porosa (ldminas equiespaciadas extendidas longitudinalmente en un volumen de
muestra con 90% de porosidad). Un aspecto interesante a remarcar radica en la anisotropia detectada
en la conduccién electrénica, asociada a la anisotropia estructural. Si bien, debido a la imposibilidad de
modificar el set-up experimental, no pudieron efectuarse medidas de conductividad transversales a las
muestras, si se llevé a cabo una estimacion de la resistencia eléctrica mediante el uso de un multimetro,
determindndose valores al menos un orden de magnitud mayores que las medidas obtenidas
longitudinalmente.

Es importante mencionar que no se registraron diferencias significativas en el comportamiento

eléctrico de los diferentes electrodos evaluados (independientemente de sus espaciados interlaminares),

lo que dio soporte adicional a la caracterizacion de la fase TisO7 efectuada por XRD.
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5.5.2- Determinacién del area superficial volumétrica

El otro parametro fundamental en la caracterizacion de los electrodos preparados, y que depende
exclusivamente de las caracteristicas estructurales de los mismos, es su area superficial volumétrica
(m2/m?3). Al igual que el espaciado interlaminar mencionado en la Seccion 5.4.4 (magnitud con la que
se encuentra intimamente relacionada), el drea superficial por unidad de volumen juega un rol central
en la optimizacion de electrodos utilizados para la produccién de corriente eléctrica en sistemas bio-
electroquimicos.

El area superficial volumétrica se calculé a partir de valores de capacitancia de doble capa eléctrica
(Ca1) obtenidos por voltametria ciclica (CV), de acuerdo con protocolos descriptos en bibliografia
(Kolbrecka y Przyluski, 1994; Silva Barni et al, 2020). Los calculos se llevaron a cabo sobre la base de los

siguientes conceptos:

% Las dreas superficiales son proporcionales a los valores de Cqdi en solucién, ya que Cqdi representa
una medida de la acumulacion de carga iénica sobre la superficie del electrodo (en la interfase
electrodo/electrolito). Por lo tanto, determinando Ca1 es posible conocer la superficie
electroquimicamente activa.

% La determinacién de Cq1 puede llevarse a cabo por CV: modificando la velocidad de barrido de
potencial, y midiendo la respuesta en corriente (asociada a la migracion de especies cargadas
hacia la superficie del electrodo) para cada velocidad, es posible conocer Cai.

% El &rea superficial electroquimicamente activa puede determinarse dividiendo Ca por la
capacitancia efectiva (Cefectiva) del material del electrodo (Ti4O7), donde Cefectiva €s la capacidad
asociada a la polarizacién propia del material, debido a la separaciéon y acumulacién de

portadores de carga en la superficie del mismo.

K/
0’0

La Cefectiva puede determinarse a partir de medidas de espectroscopia de impedancia

electroquimica (EIS).

El protocolo experimental seguido para calcular las areas superficiales de cada electrodo, de
acuerdo con los conceptos enumerados, se detalla en el Anexo B.

En la Tabla 5.3 se resumen los resultados de voltametria obtenidos y las superficies por unidad de
volumen calculadas para cada electrodo. Los electrodos mostrados en la tabla son los que se utilizaron
finalmente para el crecimiento bacteriano y produccién de corriente eléctrica a partir de orina, de

acuerdo con los requerimientos experimentales que se detallaran en el préximo capitulo.
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Tabla 5.3

Area superficial de los electrodos laminados evaluados como anodos microbianos (Capitulo 6)

Capacitancia de Area superficial (cm?)  Area superficial

Electrodo  Volumen (em) 10 20a (Ca) (F) (CayfCofectiva) el i, (i)
E-5 114 0.137 274 2404
E-10 0.92 0.0963 19.3 2008
E-12 0.82 0.0575 115 1402
E-14 113 0.069 13.8 1221
E-19 0.85 0.049 9.8 1153
E-27 1.08 0.0493 9.9 917

aVolumen de electrodo sumergido durante el experimento de voltametria.
Como era de esperar, para una porosidad fija (~90% para todos los electrodos), la superficie
volumétrica mostré un aumento a medida que disminuy¢ la distancia interlaminar. La Figura 5.29

muestra esta relacion inversa.
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Figura. 5.29. Espaciado interlaminar promedio y drea superficial volumétrica para cada electrodo evaluado
como anodo microbiano (Capitulo 6).

De acuerdo con los conceptos discutidos en este capitulo, la Figura 5.29 mostr6 a priori un claro
compromiso entre la accesibilidad estructural (dada por el espaciado interlaminar) y la superficie
efectiva de cada electrodo, las que fueron tenidas en cuenta simultdineamente a la hora de buscar la

mayor colonizacién bacteriana posible dentro de los electrodos, observandose en la figura un balance
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“adecuado” de ambos pardmetros (accesibilidad/superficie) para electrodos de espaciado interlaminar

intermedio. La relevancia de este compromiso estructural sera discutida en el siguiente capitulo.

5.6.- Conclusiones parciales

En este capitulo se describi6 la preparacién y caracterizacion de estructuras eléctricamente conductoras

de TisO7 con porosidad unidireccional. A continuacién se resumen las principales conclusiones:

Y/
0'0

Y/
0'0

Es posible preparar dispersiones acuosas estables de NPs de TiO, comercial (P25) por
combinacién con PVP (1.3 MDa), utilizando una relacién TiO,/H>O de 0.21 g/mL y PVP/H-,O
de 0.062 g/mL.

Es posible estructurar dichas dispersiones mediante la técnica de congelamiento direccional,
obteniendo piezas con porosidad anisotrépica (ldminas equiespaciadas) a partir del fenémeno de
autoensamblado inducido por segregacién de hielo.

El control de las variables de procesamiento (velocidad de inmersién y temperatura de
congelamiento) permite modificar el espaciado interlaminar y la superficie especifica por unidad
de volumen de las estructuras ceramicas.

La reduccién bajo vacio de las piezas porosas de TiO. sinterizadas, en presencia de zirconio
metélico (20 mg Zr/100 mg TiO,), permite obtener la fase buscada para los electrodos: TisOy.

El tiempo de reduccion representa una variable fundamental para la obtencién de Ti4O; como
fase tnica.

Las estructuras de TisO7 exhiben un comportamiento de conduccion electrénica de tipo metélico,
esperado para este 6xido conductor.

Las estructuras porosas de TisO; presentan una relacion inversa entre el area superficial

volumétrica y el espaciado interlaminar.

Desde el punto de vista estructural, fue posible obtener piezas con elevada porosidad abierta (~90%)

distribuida en forma de canales alineados de espaciado variable. La posibilidad de modular el espaciado

interlaminar, sin modificar la porosidad total ni las propiedades eléctricas de la muestra, representa una

oportunidad para controlar el area electroquimica efectiva por unidad de volumen, de relevancia

directa a la hora de utilizar estas estructuras como electrodos. Estas caracteristicas, sumadas a la

probada bio-compatibilidad y estabilidad quimica de la fase TisO7, permitieron utilizar estas estructuras
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- en presencia de bacterias electro-activas - como electrodos bio-hibridos para la produccién de corriente

eléctrica a partir de orina humana. Estos conceptos son abordados en el siguiente capitulo.
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Produccion microbioldgica de corriente
eléctrica a partir de orina utilizando
electrodos porosos de TisO7

En este capitulo se describe el estudio de la produccion de corriente a partir de orina humana mediante la utilizacion
de electrodos laminados de Ti4O7 colonizados por bacterias electro-activas, haciendo uso de un método estadistico
multivariado - denominado Metodologia de la Superficie de Respuesta (RSM) - para la prediccion de las
condiciones dptimas de concentracion de orina y espaciado interlaminar que conducen a la maximizacion de la

corriente por unidad de volumen de dnodo microbiano.

La seccion introductoria (Seccion 6.1) aborda conceptos vinculados a la RSM, describiendo como ésta puede
ser utilizada para establecer criterios metodoldgicos de experimentacion que permitan identificar de manera
eficiente las condiciones que maximizan la respuesta de interés. Los resultados experimentales se presentan en tres
blogues. En el primero (Seccion 6.2) se discuten los ensayos realizados para definir caudales de alimentacion - flujo
de medio de cultivo a través de la estructura laminada de los electrodos - que permiten asegurar un funcionamiento
continuo de la celda bio-electroquimica. En la sequnda parte (Seccion 6.3) se describen los experimentos llevados
a cabo - al caudal de alimentacion definido - para lograr la colonizacion microbiana en el interior de los electrodos
laminados, vinculando la produccion de corriente eléctrica con el espaciado interlaminar y la concentracion de
orina utilizada. En la ultima parte (Seccion 6.4) se hace uso de la RSM para - a partir de los resultados
experimentales obtenidos - construir superficies de densidad volumétrica de corriente anodica (respuesta) en
funcion de la concentracion de orina y el espaciado interlaminar (variables independientes) de manera de predecir

las condiciones experimentales que maximizan la respuesta bio-electroquimica del sistema.
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6.1- Metodologia de la superficie de respuesta (RSM)

A partir del estudio de sistemas materiales es posible establecer leyes que permiten describir el
funcionamiento de los mismos, es decir, identificar relaciones causales entre los elementos del sistema
que permiten vincular sus magnitudes y predecir el comportamiento bajo condiciones definidas. Asi, a
partir de ciertas hipétesis y expresiones formales, es posible conocer el comportamiento de los objetos
de estudio de manera ‘razonablemente exacta’. Para esto se suele hacer uso sisteméatico de modelos, a
los que generalmente se denomina modelos mecanicistas. Sin embargo, no siempre es posible estudiar
sistemas complejos con toda la precision que se desea. En este caso, el abordaje suele hacerse
restringiendo el “universo” de posibilidades de los elementos o variables del sistema. En este contexto
es posible contar con otro tipo de modelos, denominados habitualmente modelos empiricos o
estadisticos, los que se construyen definiendo ciertas variables bajo control del experimentador que
pueden ser modificadas de manera criteriosa (definidas para condiciones especificas) con el fin de
obtener - de acuerdo con una aproximacion estadistica - informacién ttil del comportamiento del
sistema, lo que permite a priori realizar predicciones capaces de ser validadas experimentalmente.

Los desarrollos vinculados a la construccion de modelos empiricos para describir sistemas
complejos desde un punto de vista integral y eficiente fueron abordados formalmente en los trabajos
iniciales de Hotelling (1941) y Friedman y Savage (1947). Los conceptos desarrollados por éstos fueron
condensados posteriormente (a partir del trabajo de una diversidad de autores) en un marco formal que
se denomin6 Metodologia de la Superficie de Respuesta (RSM, por sus siglas en inglés) (Box y Wilson,
1951; Davis, 1956; Box y Hunter, 1957; Bradley, 1958). A partir de esta metodologia es posible, a través
de un disefio experimental secuencial y criterioso, modelar variables bajo control (variables
independientes) para obtener - y este es el aspecto mds poderoso del abordaje - una visién
global/estadistica del sistema que permite predecir valores para la respuesta de interés (variable
dependiente).

Para esto, la RSM hace uso de una estructura que vincula principios metodolégicos de

experimentacion, a partir de:

1. La exploracién y cuantificacion de la relacion funcional entre la variable dependiente y las
variables independientes de las que se tiene control y de las que se presume que depende la
respuesta.

2. La determinacién, mediante ajuste matematico, de los valores de las variables independientes

que conducen al “mejor valor” de la repuesta de acuerdo con el objetivo perseguido.
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3. La prediccién de los valores que se espera que tenga la respuesta para un conjunto dado de

valores para las variables independientes.

En este marco, la RSM emerge como un conjunto de técnicas estadisticas multivariadas diseriadas para
encontrar de manera eficiente el “‘mejor valor” de la respuesta bajo estudio, sin la necesidad de evaluar el efecto
de cada variable independiente por separado (De Zan, 2006). Esto redunda en una economia de recursos
experimentales y acota los tiempos empleados, a partir del diagrama racional de los ensayos
experimentales. Debe mencionarse que no siempre es posible alcanzar los valores “6ptimos” mediante
la experimentacion, sin embargo, es posible avanzar en el conocimiento global del funcionamiento del
sistema y de como la respuesta de interés es afectada (por ejemplo, en qué direcciéon evolucionard) en
funcion de los valores que tomen las variables independientes. Asimismo, y de igual importancia, el
conocimiento global del sistema permite obtener informacién sobre la region de operabilidad del mismo,
es decir, permite conocer la existencia de limites de operaciéon a priori desconocidos por el
experimentador.

En el marco de la RSM es pertinente definir conceptos relacionados con el proceso de optimizacion,

introduciendo los siguientes términos (Bezerra et al, 2008):

1. Dominio experimental: refiere a los valores méximos y minimos de las variables independientes bajo
estudio.

2. Diserio experimental o espacio de variables: refiere al conjunto de experimentos que se realizaran,
definido como una matriz constituida por las diferentes combinaciones de valores de las variables
independientes exploradas.

3. Factores: es la denominaciéon que se da a las variables independientes (por ejemplo, el pH, la
temperatura, la concentracion de orina y el espaciado interlaminar en nuestro caso, entre otras).

4. Niveles de un factor: son los diferentes valores que toma la variable independiente (por ejemplo,
20°C, 30°C y 40°C en el caso del factor temperatura).

5. Respuesta: es la denominacién que se da a la variable dependiente (por ejemplo, la densidad de
corriente en nuestro caso), la que se obtiene a partir de los resultados del experimento y/o se

predice a partir del ajuste matematico de los mismos.

Esta terminologia se utilizara a lo largo de este capitulo para abordar el estudio estadistico de la

produccion de corriente eléctrica mediante la RSM.
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6.1.1 - Fases secuenciales de la experimentacion

La estrategia experimental y de andlisis de la RSM se basa en el supuesto de que la respuesta de interés
es una funcién "y del conjunto de variables independientes del disefio experimental (x1, x2,...,Xx), y que
dicha funcién puede ser aproximada en alguna regién del espacio de variables por un polinomio de
primer o segundo orden (Montoya et al, 2019). En la préctica este supuesto es razonable si la respuesta
buscada es continua y suave. Sin embargo, aunque este no fuera el caso, la respuesta podria de todas
maneras describirse (ajustarse) con un polinomio de bajo orden si se escoge una region experimental lo
“suficientemente pequefia’. Para avanzar en la bisqueda de la funcién que representara la respuesta,
la RSM aborda una estrategia secuencial de experimentacién, a partir de la cual se define una sucesién
de experimentos controlados (cada uno con un disefio experimental definido) con el objeto de adquirir
cada vez més informacién del sistema. Esta estrategia experimental suele dividirse en tres grandes fases

(Box y Draper, 1987; Myers y Montgomery, 2002):

1. Fase de exploracion, la cual permite conocer - a través de estudios preliminares - los factores que
ejercen un efecto relevante sobre la respuesta de interés, de manera que su inclusién en la funcién
matemadtica de ajuste sea necesaria y significativa.

2. Fase de disefio experimental y modelado de los resultados obtenidos, en la cual, a partir de los
factores mas relevantes identificados, se diagrama el disefio a emplear (matriz que contempla los
niveles a evaluar) y se ajustan - mediante polinomios de primer orden u orden superior - los
resultados experimentales, dando lugar a una superficie de respuesta.

3. Fase de identificacién de los valores “6ptimos” observados a partir de la superficie de respuesta,
y su posterior validacién mediante la prediccion del comportamiento del sistema y su contraste

con nuevas medidas experimentales.

Debido a que en un sistema complejo suelen influir numerosas variables en la respuesta final, las
cuales son précticamente imposibles de identificar y controlar simultaneamente, la fase de exploracién
inicial se convierte en una etapa fundamental para seleccionar aquellos factores que repercutan
significativamente sobre el valor de la misma.

Una vez identificados dichos factores, debe definirse el conjunto de combinaciones de sus niveles
que se evaluardn experimentalmente, de manera de contar con resultados que - sin haber abarcado una
gran cantidad de experimentos - permitan determinar tendencias iniciales para decidir el tipo de
polinomio de ajuste que se va a utilizar. La idea central al respecto radica en llevar a cabo los

experimentos considerando la posible superposiciéon de efectos que tuvieran los factores considerados,
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como asi también contemplar, durante el tratamiento de los resultados, funciones que puedan vincular
los factores bajo estudio (por ejemplo, la inclusién de términos cuadraticos entre factores). Esta forma
de abordar los disefios experimentales es la que distingue conceptualmente a la RSM de los disefios
“tradicionales” en los que se evalia el efecto de “un factor a la vez” sobre la respuesta.

Para avanzar luego en el marco de la RSM habra que definir la estructura que tendré el polinomio
de ajuste. Para esto, debera decidirse de antemano la cantidad de niveles que se asignara a cada factor,
de manera tal que las conclusiones que puedan extraerse del modelo final validado sean las “mejores”
o, al menos, las ‘més confiables” desde un punto de vista estadistico para la prediccién de nuevos
valores de respuesta. Generalmente suele haber dos enfoques al respecto: (i) asignar dos niveles a cada
factor, o (ii) asignar més de dos niveles. Debido a que el nimero de experimentos a realizar para un
numero k de factores, cada uno de ellos con un nimero n de niveles distintos, es nk, los disefios
factoriales de dos niveles suelen ser los mas utilizados. Estos son sencillos de construir, analizar e
interpretar, a la vez que proporcionan una excelente relaciéon entre el esfuerzo realizado y la informacién
obtenida (Myers et al, 2004).

Como se menciond, dentro de los disehos experimentales, los de tipo factorial son los mas
comunmente utilizados, ya sean modelos lineales o cuadraticos. Los modelos lineales son los mas
sencillos que pueden aplicarse en la RSM. Como su nombre lo indica, se basan en el ajuste de los

resultados obtenidos con una funcién lineal del tipo:
y=Po+ Zlik:l(BiXi) + € Ecuacion 6.1

donde k representa el numero de factores, foes un término constante, i representa los coeficientes
de la expansion lineal, x; identifica cada uno de los factores bajo estudio, € es el residual asociado a los
experimentos, e y representa la respuesta a ajustar. Este modelo s6lo puede utilizarse cuando, de
acuerdo con la fase de exploracion inicial, la respuesta no muestre curvatura en su comportamiento, es
decir, cuando no exista tendencia a un maximo, minimo o punto de ensilladura (denominados “puntos
criticos”) en el conjunto de valores de respuesta obtenido.

En el caso que la respuesta muestre curvatura en relacién con los niveles explorados, debe utilizarse
un modelo de segundo orden. En este caso es posible extender el polinomio lineal con términos
adicionales, de manera de contemplar ademas la posible interaccion entre las variables experimentales,

de acuerdo con:

y= BO + Z{czl(ﬁixi) + Z{czl(ﬁiixiz) + lecsi<j(Binin) t+ € Ecuacion 6.2
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donde ;i y Bjj representan ahora los coeficientes de ajuste de los términos cuadraticos. En este caso,
para estimar los pardmetros de la Ecuacion 6.2, el disefio experimental debe asegurar al menos tres
niveles para cada una de los factores estudiados.

Si bien existen otros disefios experimentales y modelos de segundo orden més complejos (por
ejemplo, el denominado disefio factorial de Box-Behnken (Ferreira et al, 2007) o el disefio de Doehlert
(Araujo y Janagap, 2021; Ferreira Mata Cerqueira et al, 2021), entre otros) que difieren entre si respecto
de la seleccién y ubicacion de los puntos experimentales en el espacio de variables, asi como también
en el nimero de niveles de los factores que emplean; en esta Tesis se utilizard - en funcién de las
variables independientes a estudiar (Secciones 6.3 y 6.4) - un modelo cuadratico tradicional (con
interaccién entre variables), de manera de acotar el tratamiento de los datos, sin incurrir por esto en

sobre-simplificaciones del sistema.

6.1.2 - Codificacion de los niveles de las variables

La codificaciéon de los niveles consiste en transformar cada valor real de las variables independientes en
coordenadas en una escala adimensional arbitraria, lo que asegura la variacién de dichas coordenadas
entre -1 y 1 y permite efectuar ademas una comparacion vélida entre los diferentes coeficientes del
polinomio usado para el ajuste de los resultados (coeficientes f en las Ecuaciones 6.1 y 6.2). Esto facilita
el procesamiento de los datos y la comparacién de factores que puedan llegar a tomar valores muy
diferentes entre si (diferentes 6rdenes de magnitud). Para la transformacion se utiliza generalmente la

siguiente expresion (Bezerra et al, 2008):

— _ [Zi—Zimin—Zihw ..
Zi = ( Ecuacion 6.3
Zi hw

donde z; representa el valor real de cada una de las variables independientes i evaluadas, z; i, €s
Lo . Zi max— Zimi
el minimo valor explorado y z;,, es el valor medio de los valores extremos evaluados (M) De

esta forma, Z; representa el valor normalizado (codificado) en la escala adimensional (-1 < z; <1).
Una vez codificadas las variables, éstas se utilizan para definir el disefio experimental, ademas de
emplearse en los modelos de ajuste (coeficientes x en las Ecuaciones 6.1 y 6.2) de los resultados

experimentales.
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6.1.3 - Optimizacion de la respuesta

Una vez obtenidos los resultados de cada experimento de acuerdo con el disefio diagramado, es
necesario ajustarlos con el polinomio seleccionado (de donde se obtendran, mediante regresion lineal,
los coeficientes § que minimicen el error de ajuste), de manera de describir el comportamiento de la
respuesta de interés en funcién de los niveles de los factores evaluados. La representacion grafica de la
funcién matematica de ajuste conduce a la generacion de una superficie de respuesta, que permite
visualizar de manera directa el comportamiento de la variable dependiente en el dominio experimental
evaluado.

En el caso de utilizar polinomios lineales, esto permite visualizar rapidamente tendencias de la
respuesta hacia alguna direccién particular del disefio experimental, lo que es extremadamente til para
proponer modificaciones experimentales que permitan “desplazarse” sobre la superficie hacia las
condiciones 6ptimas buscadas. En este contexto surge otro aspecto destacable de la RSM. Si, por
ejemplo, la region de variables independientes exploradas no pudiera ser modificada (por razones
fisicas y/o instrumentales), la superficie de respuesta obtenida puede igualmente ser utilizada para
encontrar - por simple inspeccion visual - la mejor condicion operativa dentro del rango experimental
abordado. Por otro lado, en el caso de utilizar polinomios cuadrdticos, la presencia de puntos criticos sobre
la superficie puede visualizarse, como se menciond, ya sea mediante la aparicién de méximos, minimos
o puntos de ensilladura, caso en el cual la RSM puede utilizarse para calcular las coordenadas de dichos
puntos a partir de la primera derivada (igualada a cero) de la funcién de ajuste. En la Figura 6.1 se
representan algunas superficies de respuesta generadas a partir de modelos cuadraticos para el caso
particular de un proceso de optimizacién de dos variables independientes (Bezerra et al, 2008).

El procedimiento descripto es facil de implementar cuando se desea optimizar una sola respuesta.
Sin embargo, la RSM puede tornarse mds compleja - aunque aun asi igualmente ttil - cuando se
emprende el desafio de optimizar mas de una variable dependiente. En este ultimo caso se suele
adoptar, una vez obtenidas las superficies de respuesta para cada variable dependiente, un protocolo
de inspeccién visual, siempre y cuando el nimero de respuestas a analizar no sea muy grande (dos o
tres). La estrategia adoptada en este caso consiste en superponer las superficies para visualizar
geométricamente los puntos criticos asociados a cada superficie y la posible superposiciéon de los
mismos en el espacio de variables estudiado. Es importante mencionar que, en caso en que los valores
optimos de cada respuesta no se localicen en la misma regién experimental, el procedimiento de

optimizacion simultdneo serd dificil de abordar. Para estos casos existen a su vez aproximaciones
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basadas en las llamadas metodologias multi-criterio, que hacen uso de funciones especiales, como la
funcién de Derringer (o funcién de deseabilidad) (Murphy et al, 2005); sin embargo, éstas escapan al

alcance del uso de la RSM que se dara en esta Tesis.
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Figura 6.1. Superficies obtenidas a partir del ajuste de resultados experimentales para una respuesta de interés
genérica (eje i) con un polinomio cuadrético dependiente de las variables experimentales bajo control (x; y x2).
Las superficies muestran los casos de (a) un maximo en la respuesta, (b) un plateau (lo que en este ejemplo
permite visualizar que la respuesta es independiente de la variable x), (c) un maximo fuera de la regiéon
experimental evaluada, (d) un minimo, y (e) un punto de ensilladura. La figura fue adaptada de la referencia
Bezerra et al, 2008.

En el contexto descripto, y de acuerdo con las ventajas asociadas a la RSM frente a las
aproximaciones de optimizacién clasicas de tipo ‘un parametro a la vez’, esta técnica estadistica
constituye hoy dia una estrategia ampliamente difundida y consolidada en 4reas tan diversas como la
quimica analitica, la industria electrénica y la microbiologia (Texeira Tarley et al, 2009; Almeida et al.,
2017; Diaz et al, 2017). Esto se debe principalmente a la cantidad de informacién que es posible procesar
a partir de un nimero acotado de experimentos y a la posibilidad de evaluar simultaneamente el efecto
de interaccion entre variables bajo estudio, asi como sus consecuencias sobre la respuesta de interés
partiendo de una estructura experimental racionalmente disefiada. Sin embargo, y llamativamente, la
RSM no ha sido utilizada de manera habitual y extendida en estudios de optimizacion de dispositivos en el drea

bio-electroquimica, evidenciando un nicho potencial en un area interdisciplinar y compleja que involucra
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una multiplicidad de variables independientes y de respuestas susceptibles a estudio. En este contexto,
la aplicacién de la RSM al proceso de produccién microbiolégica de corriente eléctrica a partir de orina
utilizando electrodos laminados de TisO7 aparece como una oportunidad valiosa para - a partir de un
disefio experimental definido - predecir las condiciones 6ptimas de concentracion de orina y espaciado
interlaminar de electrodo (tomadas como variables independientes) que conduzcan a la maximizacién
de la corriente producida por unidad de volumen de &nodo microbiano (respuesta). Este objetivo

representa al respecto una de las contribuciones del trabajo de Tesis al area de la Ciencia de Materiales.

En este capitulo se describen inicialmente las actividades realizadas para construir un disefio
experimental adecuado para abordar, dentro del marco de la RSM, la produccién de corriente eléctrica
a partir de los sistemas bio-hibridos desarrollados. Se detalla desde la bisqueda de las condiciones de
operacion de la celda bio-electroquimica que garantizan el funcionamiento continuo y estable del
sistema (bajo una modalidad de flujo a través de los electrodos), hasta los estudios de colonizacién de
microorganismos electro-activos en el interior de los electrodos laminados. Sera necesario para esto
retomar los conceptos y protocolos abordados en el Capitulo 4, vinculando la corriente producida con
la concentracién de orina utilizada. Para extender el analisis al efecto producido por el espaciado
interlaminar sobre la corriente, sera de utilidad ademds tener presente los aspectos descriptos en el
Capitulo 5, donde se demostro la capacidad de controlar el espaciado interlaminar en las estructuras de
TisOy7, 1o que permite modificar dos caracteristicas clave de los electrodos: (i) la cantidad de superficie
disponible para el crecimiento bacteriano (a menor espaciado, mayor superficie por unidad de volumen
de electrodo), y (ii) la accesibilidad de los microorganismos y de la materia orgénica al interior de los
electrodos (a menor espaciado interlaminar, menor accesibilidad).

La combinacién de los conceptos desarrollados en los dos capitulos previos permitira simplificar
de manera sistemética la interpretacién de los resultados de produccién de corriente en el marco de la
RSM, ya que la densidad de corriente es proporcional a la cantidad de bacterias electro-activas por
unidad de volumen de electrodo (Massazza et al, 2018), la que depende en tltima instancia de la
superficie especifica y de la accesibilidad al interior de los electrodos para cada concentracion de orina

empleada.
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6.2 - Determinacion de las condiciones de operacion de la celda

Como etapa previa a los estudios de generacion de corriente a partir de orina, se realizaron ensayos
para determinar los caudales de alimentacion capaces de garantizar el funcionamiento continuo de la celda bio-
electroquimica bajo una modalidad de dosificacion de materia orgdnica a través de la estructura laminada de los
electrodos. Para esto, los electrodos de Ti4O7 preparados fueron colocados en celdas de tres electrodos
idénticas a las empleadas en los ensayos presentados en el Capitulo 4, sumergiendo en todos los casos
1 cm de electrodo poroso en el medio de cultivo (lo que representa un volumen sumergido de 0.64 cm?,
considerando un diametro de 0.9 cm). Todos los ensayos de caudal se realizaron empleando Syntho
como Unico medio de alimentacién. Se utiliz6 una barra de grafito colonizada con microorganismos
electro-activos (anodo microbiano primario) como inéculo de la celda (de manera analoga a la
presentada en la Seccién 4.5, Capitulo 4). Para posibilitar la alimentacién continua a través de la
estructura laminada, los electrodos fueron adheridos (utilizando un adhesivo conductor) a una barra
de grafito perforada longitudinalmente, la que se emple6 como conducto de alimentacién y como
conector eléctrico (permitiendo la conexién del electrodo laminado al potenciostato para su polarizacion
a 0.2 V vs Ag/AgCl). Se evaluaron cuatro condiciones de alimentacion diferentes: (i) batch (sin
circulacion de medio de cultivo a través de los electrodos, como sisterna control), (ii) caudal de 3 mL/h,
(iif) 6 mL/h, y (iv) 8 mL/h. La densidad de corriente producida se monitore6 en el tiempo mediante

cronoamperometria. La Figura 6.2 muestra los detalles de la configuracion utilizada.
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Figura 6.2. Configuracién utilizada para los ensayos bio-electroquimicos con flujo de materia organica a través
de los electrodos porosos: (a) celda de tres electrodos (se indica el anodo de Ti4O7, el electrodo utilizado como
inéculo y el ingreso direccionado de medio de cultivo mediante el uso de una barra de grafito perforada), (b)

esquema del flujo a través del 4nodo laminado, (c) detalle de la barra de grafito perforada utilizada como
conector eléctrico y conducto de alimentacién, (d) imagen SEM de un corte longitudinal de un electrodo poroso

(se observa la superficie externa y los canales de la estructura interna a través de los cuales circul6 el medio de

alimentacién).

De acuerdo con los espaciados interlaminares determinados para los electrodos (Tabla 5.2, Capitulo
5) se decidi6 realizar los ensayos de caudal utilizando aquellos con menor espaciado (procesados en
nitrégeno liquido), con el objeto de evidenciar posibles limitaciones al flujo asociadas a las estructuras
mas “cerradas’, bajo la suposicién de que un flujo continuo a través de las mismas garantizaria entonces
el flujo a través de las estructuras mas abiertas. Utilizando la nomenclatura empleada en el Capitulo 5
para denotar a los electrodos, se decidi6 evaluar en primera instancia los electrodos E-3 y E-10, cuyos
espaciados se encuentran en los extremos de los obtenidos con nitrégeno liquido. A fin de contar con

un espaciado intermedio, se evalu6 ademas el electrodo E-5.
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Si bien todos los electrodos seleccionados pudieron evaluarse en la modalidad batch (todos
arrojaron valores de corriente estable), la imposibilidad de circular el liquido de alimentacién a través
de la estructura del electrodo E-3 (atin para los caudales mas bajos utilizados) hizo que éste fuera
descartado como posible electrodo de trabajo para los fines de esta Tesis. Asimismo, teniendo en cuenta
el tamafio bacteriano promedio (1.5-2 um de longitud y 0.5 um de didmetro, considerando una
morfologia cilindrica tipica para bacilos), los espaciados interlaminares mas pequefios a dicho tamafio
celular excluirian también la posibilidad de ingreso y proliferacion de microorganismos en el interior
de los electrodos. En consecuencia, los resultados del estudio de caudal que se presentaran
corresponden exclusivamente a los obtenidos para los electrodos E-5 y E-10.

En cada caso se comenz6 evaluando la produccion de corriente bajo la modalidad batch, para, luego
de alcanzar la estabilizacion de la corriente (7-10 dias), iniciar el flujo de medio de cultivo a través de
las estructuras laminadas. Los caudales de alimentacion se incrementaron progresivamente luego de la
estabilizacién de corriente en cada condiciéon evaluada. Se realizaron mediciones de caudal a la salida
de la celda, de manera de evaluar su estabilidad en el tiempo. La Figura 6.3 muestra los valores de
densidad volumétrica de corriente promedio obtenidos (en kA/m3, tomando como referencia el

volumen sumergido de &nodo microbiano) para los electrodos mencionados.

0,7
mE-10 mE-5

& % 3

0 3 6 8
Caudal (ml/h)

Figura 6.3. Efecto del caudal de alimentacién sobre la densidad volumétrica de corriente (j) para anodos
microbianos con diferente espaciado interlaminar. Un caudal de 0 mL/h corresponde a la condicién en batch. 6*
y 8* mL/h representan los caudales al comienzo del experimento.
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El primer efecto observado fue la generaciéon de una densidad de corriente similar para los dos
electrodos cuando se utiliz6 la modalidad batch (independientemente de su espaciado interlaminar), lo
que podria asociarse a una falta de aprovechamiento de la superficie interna de los mismos. Con la
utilizacion de flujo de materia organica a través de los electrodos a 3 mL/h, se observé no sélo un
incremento en la densidad de corriente en ambos casos (respecto de los sistemas en batch), sino también
la diferenciacién en la respuesta de los electrodos porosos, con un aumento considerablemente mas
marcado para el electrodo de estructura mas abierta (E-10). El aumento en la densidad de corriente
mostrado en ambos casos puso en evidencia el efecto positivo que produce la circulacién del medio de
alimentacion a través de las estructuras laminadas, relacionandose con la presencia de microorganismos
electro-activos en el interior de los electrodos. Esto fue confirmado por observaciéon mediante

microscopia SEM (Figura 6.4).

Laminas
de Ti407

Figura 6.4. Micrografias SEM de la estructura interna de un electrodo E-5 alimentado con Syntho a un caudal de
3mL/h.

Asimismo, es importante destacar que los ensayos de voltametria ciclica realizados para los
sistemas en ausencia de microorganismos (electrodo poroso + Syntho) no mostraron sefial faradaica al
potencial de trabajo (Figura 6.5), lo que permitié corroborar que la corriente generada no se debid a procesos
abidticos de oxidacion de los compuestos presentes en Syntho, sino a mecanismos mediados efectivamente
por bacterias electro-activas. Este estudio permitié ademas demostrar la estabilidad del material del
electrodo (Ti4O7) - es decir, ausencia de procesos redox asociados a la fase ceramica - al potencial de

polarizacion utilizado en los ensayos de cronoamperometria.
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Figura 6.5. Voltagrama correspondiente a un electrodo E-5 en Syntho en condiciones abiéticas. Velocidad de
barrido de potencial: 10 mV/s. Se indica (linea punteada) el potencial de polarizacién de los electrodos durante
los estudios de cronoamperometria.

De acuerdo con la Figura 6.3 (lineas de tendencia), luego del aumento inicial observado en la
densidad de corriente al utilizar flujo a través a un caudal de 3 mL/h, se registr6 una caida continua de
la misma cuando se evaluaron los caudales més elevados. De acuerdo con estudios previos del grupo
de trabajo (Massazza et al, 2015), la caida en la corriente con el aumento de la cantidad de materia
organica suministrada podria correlacionarse con el incremento en la cantidad de microorganismos
totales (electro-activos y no electro-activos) desarrollados en el interior de los electrodos. Asi, el
incremento de la biomasa que conduce inicialmente al aumento de la corriente, conlleva
progresivamente a una disminucién del volumen libre de circulacién a través de los electrodos, lo que
provoca una disminucién en el ingreso de medio de alimentacion a la celda a medida que transcurre el
ensayo. Esto fue comprobado a partir de una caida marcada en los caudales medidos a la salida de las
celdas, obteniéndose sélo caudales estables entre 2 y 3 mL/h para el funcionamiento continuo de la
misma. Esto puso en evidencia el compromiso que existe entre la cantidad de microorganismos electro-
activos por unidad de volumen de electrodo y la libre circulacién de materia organica en el interior de
las estructuras porosas para el correcto funcionamiento de los sistemas bio-electroquimicos estudiados.

La oclusién progresiva de las estructuras porosas condujo a la caida de su desempefio bio-
electroquimico, generando al final del ensayo para el electrodo E-5 densidades de corriente atin més
bajas que las correspondientes al sistema en batch (Figura 6.3). Si bien esto podria resultar a priori
llamativo - ya que se esperaria que el sistema produzca al menos la misma cantidad de corriente que la

registrada en batch - debe recordarse que los electrodos porosos se utilizaron como ingreso de medio de
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cultivo a la celda, de manera que la obstruccién de los mismos condujo a la disminucién del contenido
total de materia organica en la celda.

De acuerdo con los objetivos de la Tesis, se podria pensar en la utilizacion de caudales de
alimentacion “elevados” (en nuestro caso, 6-8 mL/h) desde el comienzo de los ensayos de aclimatacion
secuencial (EAS) en presencia de orina, buscando un mayor ingreso inicial de materia organica a través
de los electrodos y un incremento marcado de la corriente generada. Sin embargo, de acuerdo con los
experimentos mostrados en esta secciéon, esto podria conducir a un rapido crecimiento de
microorganismos en el interior de los electrodos, imponiendo limitaciones al transporte desde las
primeras etapas de alimentacién (bajas concentraciones de orina), disminuyendo ademas el
rendimiento del sistema a largo plazo. Debido a que uno de los objetivos troncales en esta Tesis es
aprovechar el potencial energético de la orina mediante el uso de la mayor concentracién posible, se
decidi6 avanzar - para los EAS - utilizando caudales de alimentacién “bajos” (3 mL/h), de manera de
poder evaluar la relacién entre la corriente y el espaciado interlaminar sin que se produzca la rapida
obstruccién de la estructura laminada, buscando extender el rango de concentraciones a todo el régimen
libre de inhibicién (hasta 20% orina, de acuerdo con los ensayos mostrados en la Seccion 4.6, Capitulo
4). En este marco, la hipotesis planteada es que la utilizacion de bajos caudales de alimentacion permite operar
el sistema de manera continua en condiciones donde la densidad de corriente estd controlada por la concentracion
de orina utilizada y la arquitectura de los electrodos (accesibilidad y superficie especifica). Asi, circunscribiendo
el funcionamiento del sistema a estas condiciones de operacion, seria posible evaluar el efecto de ambas
variables (concentracién de orina y espaciado interlaminar) como los factores de los que depende la
respuesta de interés (densidad volumétrica de corriente) dentro del marco de la metodologia de la
superficie de respuesta (RSM).

La relacion entre el espaciado interlaminar, la concentracion de orina y la corriente generada es

discutida en la siguiente seccién.

6.3 - Espaciado interlaminar y produccion de corriente a partir de orina: fase de
exploracion experimental

La evaluacion del efecto del espaciado interlaminar sobre la densidad volumétrica de corriente - para
las distintas concentraciones de orina utilizadas - se llev6 cabo empleando nuevamente celdas de tres

electrodos bajo la misma metodologia de alimentacién (flujo a través) y al caudal de alimentacién

seleccionado (3 mL/h) de acuerdo con los resultados de la Seccién 6.2. Para estos estudios se utilizaron
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mezclas Syntho/orina (MSO) como medio de cultivo, dentro del rango de concentraciones donde la
poblacién microbiana se encuentra libre de inhibicién (0-20% en volumen, Seccién 4.6, Capitulo 4).
La Figura 6.6 muestra una fotografia de la disposicion de la celda de trabajo y del medio de

alimentacién dentro de la incubadora utilizada para mantener la temperatura del sistema (30°C).

> Tanque de
alimentacién (MSO)
Bomba 4 ____|
peristaltica §
j;'!'i".‘i‘t"ﬂi.i!iﬁﬁ&';s;.
v { I"."n ! Entrada de :
Celda <---} - ~==t----> Incubadora
de trabajo ‘

(los detalles se muestran
en la Figura 6.2)

-> Agitador magnético

Figura 6.6. Disposicion del tanque de alimentacién y la celda de tres electrodos (“aguas abajo”) dentro de la
incubadora vertical.

Con el objeto de establecer un disefio experimental adecuado, de acuerdo con la RSM, se decidi6
iniciar una fase de exploracion para identificar el comportamiento de la respuesta del sistema (densidad
de corriente) en funcién de los distintos valores de espaciado interlaminar (d,,) y concentracién de orina
([orina]). Se decidi6 emplear inicialmente electrodos E-5 y E-10 y electrodos preparados a una
temperatura de fuente fria de -30°C (E-19 y E-27, Tabla 5.2, Capitulo 5), a fin de contar en el disefio
experimental con valores “extremos” de espaciado interlaminar.

La Tabla 6.1 muestra el disefio experimental inicial abordado (matriz constituida por la
combinacién de los niveles evaluados) y las densidades de corriente obtenidas por unidad de volumen

de dnodo microbiano (determinadas en cada caso en condiciones estacionarias).
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Tabla 6.1

Disefio experimental exploratorio y densidad volumétrica de corriente para los ensayos realizados con los
electrodos E-5, E-10, E-19 y E-27. [orina] = 0% corresponde a 100% Syntho. Los c6digos de color de los electrodos
se replican en los gréficos de barras mostrados méas adelante en este capitulo.

Electrodo dy (um) [orina] (Y%v/v) j (%)
E-10 10 0 0.75
E-10 10 5 1.82
E-10 10 10 0.16
E-10 10 15 (-)
E-19 19 0 0.23
E-19 19 5 1.42
E-19 19 10 2.80
E-19 19 15 1.92
E-27 27 0 0.68
E-27 27 5 1.35
E-27 27 10 2.18
E-27 27 15 1.62

Con el fin de visualizar claramente las diferencias obtenidas, se graficaron los resultados de cada
ensayo para cada par de electrodos procesados a la misma velocidad de congelamiento direccional

(electrodos E-5 y E-19 por un lado, y E-10 y E-27 por otro). La Figura 6.7 muestra ambas comparaciones.
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Figura 6.7. Densidades volumétricas de corriente obtenidas en los EAS exploratorios (caudal de alimentacién 3
mL/h) para los electrodos (a) E-5 y E-19 (obtenidos a una velocidad de congelamiento direccional de 3
mm/min); y (b) E-10 y E-27 (procesados a 1 mm/min).

El primer aspecto observado fue un incremento de la corriente generada por todos los electrodos
(independientemente de su espaciado interlaminar) al pasar de un medio conteniendo sélo Syntho a
uno conteniendo 5% orina, tal como ocurrié en los sistemas discutidos en el Capitulo 4. Esto permitié
demostrar una vez mas el impacto positivo que produce la incorporacién de orina en la celda, esta vez
para anodos microbianos porosos. Sin embargo, el pasaje a 10% orina mostré una caida de la corriente
para aquellos electrodos con menores espaciados interlaminares (E-5 y E-10), ademas de detectarse una
disminucién marcada en los caudales de salida de las respectivas celdas, sugiriendo nuevamente la
obstrucciéon de la estructura porosa por efecto de crecimiento microbiano. De acuerdo con esta
tendencia, los electrodos mencionados no pudieron evaluarse para concentraciones de 15%, lo que se
indica como (-) en la Tabla 6.1.

Un aspecto interesante a remarcar es como la utilizacion de electrodos con estructuras mas abiertas
(E-19 y E-27) permiti6 efectivamente extender el porcentaje de orina que es posible suplementar a las
celdas (hasta 15%). Esto permiti6é desplazar el méximo de produccién de carga a concentraciones de
10% orina, en comparacién con los electrodos E-5 y E-10. Las densidades de corriente méximas
alcanzadas fueron ~ 2,2 kA/m3 para E-27 y 2,8 kA/m3 para E-19, evidenciandose caidas en el
desemperfio a partir de 15% orina. Esta posibilidad de contar con electrodos de mayor espaciado
interlaminar permitié incrementar ademas los valores maximos de corriente respecto de los electrodos
E-5 y E-10, obteniéndose un incremento de ~20% para E-27 (comparado con E-10) y de ~81% para E-19
(respecto de E-5). Estos resultados son los primeros en demostrar la posibilidad de modular efectivamente la

cantidad de carga eléctrica recuperada en medios suplementados con orina a partir del control de la arquitectura
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de los electrodos utilizados para el crecimiento microbiano, lo que puede lograrse facilmente mediante la
manipulacién de las variables experimentales durante la preparacion de los mismos.

En el contexto presentado es importante mencionar que, independientemente de los espaciados de
los electrodos de estructura mas abierta (E-19 y E-27), en ninguna ocasién fue posible mantener un
funcionamiento estable del sistema para concentraciones de orina de 20%. Esto se debi6
fundamentalmente a la imposibilidad de mantener el flujo de alimentacién en los valores fijados
inicialmente, haciendo que las comparaciones de los resultados ya no sean validas para el rango de
concentraciones estudiado. De manera anéloga a los sistemas presentados en la Seccién 4.5 (Capitulo
4), la disminucién en el caudal se asoci6 en este caso - ademas de a la oclusién por microorganismos -
a los fenémenos de precipitacion incipiente de sales inorganicas dentro de los electrodos porosos
cuando la concentraciéon de orina fue de 20%, justificando la apariciéon més temprana de inconvenientes
en el flujo (en comparacion con los sistemas estudiados con electrodos no porosos).

De acuerdo con la Figura 6.7, el andlisis de la tendencia observada para E-19 y E-27 revel6 una
caracteristica interesante. Si bien ambos electrodos fueron preparados utilizando la misma temperatura
de fuente fria (-30°C), la mayor densidad de corriente fue obtenida con el electrodo procesado a mayor
velocidad de congelamiento direccional (3 mm/min, para E-19), es decir, el de mayor &rea superficial
especifica (~ 1150 m2/m? para E-19 en comparaciéon con ~ 920 m2/m3 para E-27, este tltimo procesado
a 1 mm/min, de acuerdo con los valores mostrados en la Tabla 5.3, Capitulo 5). De acuerdo con esta
tendencia, un incremento de la superficie especifica (disminucién del espaciado interlaminar)
representaria a priori una posible estrategia para continuar aumentando la corriente obtenida. Sin
embargo, en este punto surge la necesidad de evaluar el compromiso existente entre una mayor
superficie por unidad de volumen de electrodo y la accesibilidad al mismo sin comprometer su
funcionamiento.

Con el objeto de buscar un balance adecuado en las caracteristicas estructurales que conduzcan a
mejoras en el desempefio bio-electroquimico de los anodos, se abordé - en el marco de la RSM - la
construccion de superficies de densidad volumétrica de corriente como respuesta a optimizar, a partir

de los resultados experimentales obtenidos para los cuatro electrodos evaluados (E-5, E-10, E-19 y E-

27).
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6.4 - Optimizacién de la densidad de corriente mediante la metodologia de la

superficie de respuesta (RSM)

De acuerdo con las diferentes combinaciones de espaciados interlaminares (d,/) y concentraciones de
orina ([orina]) evaluadas (Tabla 6.1), y en funcién de los resultados exploratorios mostrados en la Figura
6.7, se detectd “curvatura” en el comportamiento de la densidad de corriente, dada por la presencia de
un maximo en el espacio experimental investigado. Por este motivo, se decidi6 ajustar los valores de
densidad de corriente con un polinomio de segundo orden, contemplando ademds términos de

interaccion entre las variables, de acuerdo con la Ecuacién 6.2. La funcion de ajuste utilizada fue:
j (KA/m3) = Bo + B1.d_//+ Bo.[orina] + Bu.d_//. [orma] + B11.(d_//)2 + Ba2.([ornal)2 Ecuacién 6.4

donde Poes una constante, Bi y pii representan cada uno de los coeficientes de ajuste, y donde d,, y
[orina] representan las variables independientes codificadas en la escala adimensional en funcién de su
posicion relativa en el espacio experimental, de acuerdo con la Ecuacién 6.3 (Bezerra et al, 2008;
Prudente et al, 2023).

El ajuste de los resultados con la Ecuacién 6.4 definié una superficie de densidad volumétrica de
corriente en funcién de las variables codificadas, las que fueron luego re-transformadas a sus valores
reales (utilizando nuevamente la Ecuacion 6.3) para graficar en todos los casos las superficies de
respuesta en funcion de los valores reales. Las superficies fueron finalmente utilizadas para predecir los
valores de d;; y [orina] que, combinados, conducirian a la méxima densidad de corriente bajo las
condiciones experimentales empleadas. El tratamiento de todos los datos se hizo de acuerdo con el
entorno y lenguaje de programacién ‘R”. Los detalles se muestran en el Anexo C. Las representaciones
graficas se realizaron utilizando el paquete "Plotly” de R.

La Figura 6.8 muestra la superficie de densidad volumétrica de corriente obtenida a partir del

tratamiento y ajuste de los resultados correspondientes a los electrodos E-5, E-10, E-19 y E-27.
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Figura 6.8. Superficie de respuesta generada a partir del ajuste de las densidades de corriente obtenidas para los
electrodos E-5, E-10, E-19 y E-27 (Tabla 6.1). Se indican explicitamente las coordenadas del espacio de variables
que corresponden al méximo “predicho” por la superficie.

La superficie obtenida, la cual remite al ejemplo mostrado en la Figura 6.1 (a) caracterizado por un
maximo en la respuesta, fue utilizada para optimizar las condiciones experimentales. De acuerdo con
la RSM el proceso de optimizacién se logra “desplazandose” sobre la superficie - o bien hacia el punto
critico o alejandose del mismo - dependiendo de la respuesta de interés y la naturaleza de éste (méximo,
minimo o punto de ensilladura, para el caso de modelos cuadraticos). En este caso el proceso de ajuste
condujo a una superficie parabdlica caracterizada por un méaximo local correspondiente al par de
variables d;; ~ 17 umy [orina] ~ 10%, combinacién no explorada en el disefio experimental inicial. La
identificacién de las coordenadas del maximo dentro de los limites estudiados - a diferencia del ejemplo
mostrado en la Figura 6.1 (c), donde el maximo queda fuera del dominio experimental - sugiere que no
es necesaria una modificacion sustancial de las condiciones experimentales para alcanzar las
condiciones 6ptimas del sistema. En este contexto debe mencionarse que, de acuerdo con la teoria de la

RSM, el maximo identificado solo define - a modo de guia - una region del espacio de variables experimentales
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en la cual es posible encontrar los valores que optimizan la respuesta. De hecho, como puede observarse en la
Figura 6.8, el valor méximo predicho (2.46 kA/m?3) es ligeramente menor que el valor experimental
maximo medido (2.80 kA /m?3 para el electrodo E-19). Sin embargo, como se observa en la Figura 6.9, la
correlacion entre los valores de densidad de corriente experimentales y los obtenidos a partir del ajuste
mostré buena linealidad, lo que dio soporte adicional a la aproximacién estadistica empleada para el

estudio en curso.
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Figura 6.9. Densidad de corriente experimental (simbolos) en funcién de los valores predichos por la superficie
de respuesta mostrada en la Figura 6.8. Se indica la concentracion de orina correspondiente a cada punto
experimental.

Como se menciono en la seccion anterior, la disminucién del espaciado interlaminar (aumento del
area especifica) representaria una posible estrategia para incrementar la densidad de corriente. Al
respecto, la superficie de respuesta obtenida se utiliz6 como guia experimental, sugiriendo la busqueda
de condiciones que permitan obtener espaciados intermedios a los estudiados (por encima de 10 pm y
por debajo de 19 pm), previendo un incremento en la densidad de corriente méxima para
concentraciones de orina alrededor de 10%. Esta busqueda se llevé a cabo modificando las condiciones
experimentales de preparacion de los electrodos porosos, empleando en la etapa final del trabajo una
temperatura de fuente fria de -70°C, intermedia a las previamente utilizadas, con el objeto de conseguir

un espaciado interlaminar en acuerdo con los requerimientos mencionados. A fines comparativos, se
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utilizaron velocidades de congelamiento direccional de 1y 3 mm/min. Estas nuevas condiciones dieron
lugar a los electrodos E-12 y E-14 (Tabla 5.2, Capitulo 5), los que fueron utilizados para diagramar el
nuevo disefio experimental en la etapa de optimizacién final. La Tabla 6.2 muestra este disefio y los
valores de densidad de corriente obtenidos.

Tabla 6.2

Disefio experimental y densidad volumétrica de corriente para los nuevos electrodos evaluados (E-12 y E-14). El
recuadro indica la condicién 6ptima para el disefio abordado.

Electrodo dy (um) [orina] (%ov/v) jGs
E-12 12 0 0.50
E-12 12 5 2.80
E-12 12 10 5.21
E-12 12 15 3.56
E-14 14 0 0.43
E-14 14 5 1.52
E-14 14 10 3.55
E-14 14 15 3.02

A vpartir de los resultados obtenidos qued6é en evidencia cémo es posible aumentar
(considerablemente) la densidad de corriente de los &nodos microbianos utilizando la superficie de
respuesta como guia experimental. La modificaciéon de las condiciones de trabajo permitié lograr un
incremento en el desempefio bio-electroquimico de aproximadamente 86%, comparando los electrodos
de mejor performance en ambos disefios: E-12 (~ 5.2 kA /m?3, Tabla 6.2) y E-19 (2.8 kA/m3, Tabla 6.1),
ambos evaluados a una concentracion de orina de 10%. Al igual que en los casos discutidos
previamente, la utilizaciéon de un 15% de orina en el segundo disefio experimental condujo a caidas en
las corrientes de salida, en acuerdo con el comportamiento observado para la respuesta de los electrodos
estudiados. Sin embargo, mas alla de esto, los nuevos electrodos evaluados en 15% orina arrojaron
densidades de corriente ain més elevadas (~ 3 kA /m3 para E-14 y ~ 3.6 kA /m3 para E-12) que la méxima
obtenida en el primer disefio experimental (2.8 kA/m3 con E-19), lo que demuestra que - atin en el caso
de una superficie parabdlica con un punto critico maximo - es posible realizar ligeras modificaciones

experimentales que conduzcan a una considerable variacion de la respuesta de interés, lo que a priori
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no hubiera sido posible de predecir/detectar facilmente a partir de una aproximacion tradicional de
tipo ‘modificacion de una variable a la vez’. En el contexto de este trabajo de Tesis es importante
mencionar que los valores mdximos de densidad de corriente obtenidos con el electrodo E-12 no tienen
precedente en la literatura de dnodos microbianos en sistemas bio-electroquimicos alimentados con
orina.

El ajuste de los nuevos resultados experimentales (Tabla 6.2) con el polinomio cuadrético dado por

la Ecuacién 6.4 condujo a una segunda superficie de respuesta (Figura 6.10).

| j (kA/md)

3
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N

Figura 6.10. Superficie de respuesta obtenida a partir del ajuste de las densidades de corriente mostradas en la
Tabla 6.2. En el plano de las variables independientes se representa (con lineas punteadas) la interseccién de las
coordenadas del méximo de la superficie mostrada en la Figura 6.8. La flecha indica el “desplazamiento” del
méximo hacia las nuevas condiciones éptimas.

El analisis de la nueva superficie permitié observar un ligero desplazamiento de las coordenadas
correspondientes al maximo con respecto a las de la primera superficie obtenida (Figura 6.8). Teniendo
en cuenta la proximidad entre las condiciones experimentales utilizadas para el electrodo E-12 y el
maximo predicho por la nueva superficie, se decidi6 finalizar el proceso de optimizacién bajo las

condiciones experimentales utilizadas.
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La respuesta bio-electroquimica del electrodo de mejor desempefio (E-12) se evalué mediante
ensayos de voltametria ciclica en funcién de la concentraciéon de orina. La Figura 6.11 muestra la

comparacion de los voltagramas obtenidos.
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Figura 6.11. Voltagramas correspondientes al electrodo E-12 en funcién de la concentracién de orina. Con
fines comparativos, se representa ademas la respuesta obtenida en condiciones abiéticas para una concentracién
de orina de 10%. Velocidad de barrido de potencial: 10 mV/s.

El primer aspecto notorio fue la diferencia en respuesta entre los ensayos realizados con electrodos
colonizados y el correspondiente a condiciones abiéticas, para el que no se detect6 corriente alguna en
la ventana de potencial analizada. Esto revel6 nuevamente que, en todos los casos, la corriente
producida se debié a procesos mediados por microorganismos electro-activos (y no a la posible
oxidacién de compuestos presentes en el medio de cultivo). La respuesta bio-electroquimica de los
sistemas hibridos fue indicativa de la evolucién microbiolégica con el incremento en la concentracion
de orina. Los voltagramas - especialmente los obtenidos en un medio conteniendo 5 y 10% orina -
mostraron corrientes cataliticas en aumento (debidas a procesos microbiolégicos de transferencia
electrénica) en el rango -0.5 V/-0.15 V (estabilizandose a partir de potenciales de ~0.1 V), en un “fondo”
capacitivo (voltagrama ‘ancho’) tipico de electrodos porosos. Estos rasgos caracteristicos se
correlacionaron en excelente acuerdo con resultados reportados en la bibliografia para biofilms de

bacterias electro-activas (G. sulfurreducens) confinadas en electrodos porosos alimentados bajo una
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modalidad de flujo a través (Katuri et al, 2011), permitiendo demostrar efectivamente la viabilidad
metabdlica microbiana en las condiciones de trabajo utilizadas.

La presencia de microorganismos en el interior de las estructuras laminadas se revelé por
microscopia SEM. La Figura 6.12 muestra micrografias correspondientes a un electrodo E-12 alimentado
con una concentracion de orina de 10%. La figura se representa trazando una analogia con el esquema

mostrado en la Figura 2.1 (Capitulo 2).

Orina
humana

Figura 6.12. Micrografias SEM de la estructura interna de un electrodo E-12 colonizado por bacterias electro-
activas en un medio conteniendo 10% orina.

La ultima etapa del trabajo se centr6 en la estimacién del “aprovechamiento” de la superficie
especifica para todos los electrodos evaluados, en funcién de la accesibilidad al interior de las
estructuras porosas y al uso efectivo del area superficial electroquimicamente activa. La siguiente

seccion aborda los principales resultados al respecto.
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6.5 - Eficiencia de uso de la superficie anddica

Para estimar el aprovechamiento de la superficie de cada electrodo se comparo la densidad volumétrica
de corriente experimental con la que teéricamente se hubiera producido si la totalidad de la superficie
electroquimicamente activa hubiese sido colonizada por microorganismos.

Con el fin de contar con un parametro de referencia de corriente por unidad de superficie (A/m?)
para el material de electrodo estudiado, se realizaron ensayos de colonizacién bacteriana y produccién
de corriente (cronoamperometria) utilizando electrodos no porosos de TisO7 en celdas de tres
electrodos bajo las mismas condiciones de operacion que las usadas para los electrodos laminados
(excepto por la modalidad alimentacién, dada la imposibilidad de llevar a cabo flujo a través del
electrodo). La preparacion de los electrodos no porosos se llevé a cabo por prensado uniaxial (2.8
Tn/cm?) de polvos de TiO: en presencia de PVP (misma relaciéon en masa que la utilizada para los
electrodos porosos, Seccién 5.4, Capitulo 5). Las piezas prensadas fueron posteriormente sinterizadas
en aire (3 h, 1000°C) y finalmente reducidas a 1000°C bajo vacio en presencia de zirconio metalico (20

mg Zr/100 mg TiO,). La Figura 6.13 muestra fotografias de las estructuras preparadas.

lcm

Figura 6.13. Piezas no porosas obtenidas por prensado uniaxial: TiOa (sinterizado) y Ti4O7 (adherido a una
barra de grafito, utilizada como conector eléctrico).

A partir de los resultados de cronoamperometria se determiné la maxima densidad de corriente
alcanzable con el electrodo no poroso (4.2 A/m?), la que resulté ser un 17% mayor que la maxima
densidad obtenida utilizando barras de grafito como dnodos microbianos (3.6 A/m?2, Seccién 4.6,
Capitulo 4). Este resultado demostré una mayor respuesta bio-electroquimica de la fase ceramica
respecto del material carbonoso de base grafito, atn para concentraciones de orina més bajas (10% para
TisO7 y 20% para grafito). Estos resultados mostraron ademads acuerdo con reportes de la literatura para
superficies de Ti4O7 utilizadas como soporte para el crecimiento de cepas puras de G. sulfurreducens (en
ausencia de orina), demostrando en este altimo caso la capacidad de la fase ceramica para aceptar

electrones provenientes de la oxidacién microbiolégica de acetato (Massazza et al, 2015). En linea con
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dicho estudio, la mayor capacidad bio-electro-activa asociada a la fase TisO; podria relacionarse con su
comportamiento de conduccién eléctrica de tipo metélica, en combinacién con sus caracteristicas
estructurales de tipo corindon (para la estructura de Ti»Os), estas tltimas tipicas de 6xidos de hierro
(polimorfo o-Fe;Os) capaces de interactuar con microorganismos electro-activos como aceptores
electrénicos naturales (en sedimentos anaer6bicos).

Con el fin de comparar las densidades volumétricas experimentales obtenidas con los electrodos
porosos con valores tedricos (bajo la suposicion de colonizacién completa de sus superficies), se escald
la maxima densidad de corriente obtenida con el electrodo no poroso (4.2 A/m?) a cada uno de los
electrodos laminados de acuerdo con su area electroquimica por unidad de volumen (Tabla 5.3,
Capitulo 5). Si bien es cierto que este procedimiento de escalado podria no ser estrictamente correcto
desde el punto de vista funcional/operacional - debido a posibles diferencias metabdlicas para los
microorganismos (los que estarian confinados en el caso de los electrodos laminados) y/o de transporte
de masa hacia el biofilm en cada caso - esto permitié6 cuando menos realizar una comparacién interna

entre los electrodos evaluados. La Figura 6.14 muestra esta comparacion.
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Figura 6.14. Aprovechamiento de superficie anddica (expresado como %) para los electrodos laminados,

Jmax,experimental

calculado a partir de ( ) x 100; donde jmaxexperimental €5 la densidad volumétrica de corriente medida

Jmax,calculada
Y jmaxcalculada €5 la densidad volumétrica calculada suponiendo total aprovechamiento del 4rea de cada electrodo.
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Los electrodos mostraron una distribucién amplia de eficiencia en cuanto al aprovechamiento de
su superficie, la que dependi6 - como era esperado - del espaciado interlaminar, siendo maxima para
los espaciados intermedios, en acuerdo con las caracteristicas estructurales predichas por la superficie
de respuesta. Al respecto, los calculos estimativos permitieron revelar un aprovechamiento cercano al
90% para el electrodo E-12 (de mejor desemperfio bio-electroquimico). Los resultados de la Figura 6.14
en conjunto mostraron claramente el compromiso existente entre la accesibilidad a la estructura porosa
y el aprovechamiento de la superficie electroquimicamente activa. Asi, fue es posible interpretar los
resultados de produccién de corriente en funcién de limitaciones asociadas a cada electrodo.

La caida en la densidad de corriente experimental para los electrodos de mayor accesibilidad (E-19
y E-27) comparada con la obtenida a partir de E-12 podria interpretarse sobre la base de limitaciones
asociadas a la cantidad de superficie por unidad de volumen. De esta manera, los electrodos E-19 y E-
27 no podrian haber alcanzado (ni aun siendo completamente colonizados) las densidades volumétricas
del electrodo E-12, 'simplemente” porque no disponen de suficiente superficie electroquimicamente activa.
Para estos electrodos, la disminucion en los porcentajes de colonizacion respecto de E-12 podria resultar
llamativa, ya que al ser los de mayor accesibilidad se esperaria a priori la mayor colonizacién posible.
Sin embargo, los procesos de colonizacién microbiana dentro de electrodos porosos dependen, ademas
de su accesibilidad y de su superficie efectiva, de los fenémenos hidrodindmicos que se desarrollan en
el interior de los poros, los cuales estardn determinados en este caso por el espaciado interlaminar
(Massazza et al, 2018). Al respecto, el tipo de flujo hidrodindmico local que pueda desarrollarse sobre
la superficie del electrodo (y sobre la superficie del biofilm una vez formado) condicionard los fenémenos
de transporte - y con ellos, los coeficientes de transferencia de masa - generando componentes de
velocidad de flujo en direcciones diferentes a las del flujo primario (Song et al, 2013; Kim et al, 2013),
influenciando el transporte de materia organica necesario para el crecimiento microbiano. Este efecto es
considerable en estructuras laminadas con espaciados del orden de los micrones (Picioreanu et al, 2000),
repercutiendo directamente en el crecimiento bacteriano y, por ende, en el grado de colonizacién de
cada estructura porosa. Como se mencioné en la Secciéon 5.4.4 (Capitulo 5), los electrodos mostraron
distinto grado de ‘rugosidad” superficial en funcion de su espaciado interlaminar, con superficies mas
rugosas a menor espaciado, lo que podria provocar - bajo la hipotesis de cambios locales en el régimen
hidrodindmico - modificaciones en la direccién y velocidad de flujo dentro de los canales de los
electrodos de menor espaciado, potenciando de cierta forma el transporte de masa y el crecimiento

preferencial. Este fenémeno (tomado aqui como hipétesis, ya que no se han realizado estudios al
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respecto en esta Tesis) podria contribuir a la interpretacion de las diferencias detectadas en el grado de
aprovechamiento superficial para los electrodos de mayor espaciado interlaminar.

En contraposicioén a los electrodos de mayor accesibilidad, los de mayor superficie especifica (E-5 y
E-10) claramente presentaron el menor desempeiio bio-electroquimico debido a una deficiente
accesibilidad estructural (y a los inconvenientes asociados a los fenémenos de precipitaciéon descriptos),
lo que hace que no pueda aprovecharse efectivamente la superficie activa de la que dispone el electrodo,
independientemente de los perfiles hidrodinamicos desarrollados dentro de los poros.

En el campo de los &nodos porosos para aplicaciones bio-electroquimicas habitualmente se buscan
estructuras conductoras con una elevada area superficial por unidad de volumen, bajo la premisa de
que a mayor &rea superficial volumétrica mayor serd el rendimiento bio-electroquimico asociado (Xie
et al, 2015). De acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 6.14 para el rango de espaciados
interlaminares evaluados, se demostré que el desempefio anddico no escala de manera directamente
proporcional al drea electroquimicamente activa (la maxima densidad de corriente no se obtuvo con el
electrodo de mayor superficie especifica), revelando que - para el caso de los electrodos laminados
desarrollados y bajo las condiciones experimentales utilizadas - existe un limite de superficie
especifica que conduce a la maxima densidad de corriente. Teniendo en cuenta el electrodo de mejor
desemperio (E-12), se requeriria un electrodo no poroso ~ 2.5 veces mas grande (en volumen) para
alcanzar los mismos niveles de corriente que E-12, lo que pone de relevancia la posibilidad de contar
con una elevada area electroquimicamente activa en volimenes pequefios (miniaturizacién) cuando se

utilizan dnodos microbianos laminados como los desarrollados en este trabajo.

6.6 - Contextualizacién de los resultados en el area bio-electroquimica

Con la intencién de enmarcar los mejores resultados obtenidos en este trabajo dentro del area bio-
electroquimica de sistemas alimentados con orina humana, se compararon las densidades de corriente
del electrodo E-12 con las reportadas a la fecha para dnodos microbianos porosos de naturaleza
carbonosa (fieltros, telas y esponjas de carbono).

En la bibliografia actual es ampliamente aceptado expresar los resultados de corriente anédica por
unidad de superficie. En el caso de electrodos no porosos, en los que el drea geométrica del electrodo se
relaciona directamente con la superficie expuesta para el crecimiento bacteriano, las densidades de
corriente por unidad de drea representan efectivamente el desempefio bio-electroquimico del anodo

microbiano. Sin embargo, cuando se utilizan electrodos porosos, los resultados de corriente suelen
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expresarse por unidad de drea proyectada en lugar de hacerlo por unidad de area real (Chong et al, 2019).
El &rea proyectada de una figura geométrica es la proyeccion rectilinea de su superficie
(independientemente de su topografia) sobre un plano arbitrario perpendicular al vector unitario normal
a dicha superficie (Palmer, 1999). Esto hace que las densidades de corriente expresadas de esta manera
para d&nodos porosos resulten generalmente sobrestimadas, debido principalmente a la distribucion de
area real que existe por unidad de volumen de electrodo, la cual es mucho mayor que el area proyectada
utilizada en los calculos (Sharma et al, 2014). Debido a que los trabajos que abordan el estudio de &nodos
porosos no reportan usualmente las areas reales, es dificil efectuar una comparacién valida entre ellos,
asi como tampoco (mucho menos) entre &nodos porosos y no porosos. En este marco, y llamativamente,
la densidad de corriente expresada por unidad de drea proyectada contintia siendo en la actualidad uno
de los indicadores de performance mas frecuentemente empleados para &nodos microbianos (porosos y
no porosos). Ademads de estas diferencias, las comparaciones pueden resultar no del todo adecuadas si
se tiene en cuenta que las condiciones de experimentacién y las configuraciones de celda utilizadas
difieren generalmente entre los distintos estudios.

Una vez clarificado esto, y con el objeto de enmarcar ‘cuidadosamente” los resultados obtenidos en
este trabajo de Tesis dentro de la bibliografia del area, se decidi6 relevar aquellos &nodos microbianos
porosos evaluados en la literatura en presencia de orina humana bajo condiciones que hayan
garantizado maximos desempefios en sistemas no limitados catédicamente. En estos casos, las
densidades de corriente anddica por unidad de drea proyectada abarcan el rango 0.1-0.6 A/m?2 (Ieropoulos
et al, 2012; Santoro et al, 2013; Shreeram et al, 2016; Barbosa et al, 2017; Barbosa et al, 2019). Para
comparar la performance del electrodo E-12 con los estudios mencionados, se transformé la méxima
densidad volumétrica obtenida (5.21 kA /m3) en densidad por unidad de drea real (3.72 A/m?), siendo ésta
un orden de magnitud mayor a los valores reportados para &nodos carbonosos, lo que resalté atin més
el desempefo anédico de los electrodos laminados respecto a los sistemas microbianos relevados.

De acuerdo con las caracteristicas estructurales de los &nodos laminados, es importante remarcar el
interés que tendria la aplicacion de estos electrodos hibridos en sistemas bio-electroquimicos
miniaturizados. La miniaturizacién de MFCs, junto con su configuracién en serie para alcanzar disefios
compactos de alta eficiencia (respecto de las MFCs tradicionales) y bajos requerimientos de superficie
de instalacion (Ieropoulos et al, 2010; Qian y Morse, 2011; Walter et al, 2016), ha emergido en los altimos
aflos como una estrategia para minimizar las principales limitaciones tipicamente asociadas a las MFCs
convencionales, a saber, el costo de los materiales, las elevadas resistencias eléctricas y caidas 6hmicas

que se dan en los procesos de escalado, el mantenimiento vinculado al propio uso de la celda, entre
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otros (Ieropoulos et al, 2013; Chouler et al, 2016). En este escenario, el escalado “hacia abajo” (downscale)
ofrece ventajas asociadas a la simplicidad de operacion, como asi también a la posibilidad de deshacerse
de (o al menos disminuir) los problemas difusivos de transporte, contando al mismo tiempo con una
ventaja competitiva en los disefios compactos con &nodos de pequefio volumen con dareas
electroquimicamente activas elevadas. Es precisamente en este caso donde los dnodos microbianos
desarrollados podrian ser explotados a su maximo potencial, especialmente en circuitos
(abiertos/cerrados) bajo configuraciones de flujo continuo a través de su arquitectura laminada, lo que
claramente no es el caso para &nodos no porosos o porosos con estructura intrincada. Este nicho de
investigacion/aplicacién puede visualizarse como un objetivo emergente a partir de los resultados

obtenidos en esta Tesis.

6.7- Conclusiones parciales

En este capitulo se retomaron los conceptos y resultados expuestos en el Capitulo 4 (produccion
microbioldgica de corriente eléctrica a partir de orina humana) para ser extendidos al desarrollo de
nuevos electrodos ceramicos de Ti4O7 con porosidad anisotrépica (presentados en el Capitulo 5). En
particular, se aplicé la Metodologia de la Superficie de Respuesta a la busqueda de las condiciones
6ptimas de los sistemas bio-hibridos desarrollados, de acuerdo con dos de las variables més influyentes
para el desarrollo y colonizacién de bacterias electro-activas en el interior de los electrodos: el espaciado
interlaminar y la concentracion de orina. A continuacion, y a modo de resumen parcial, se exponen los

principales resultados obtenidos:

R/

% La fase ceramica TisO7 es estable (ausencia de procesos redox) tanto en Syntho como en presencia
de orina al potencial de polarizacién empleado para la produccién microbiolégica de carga
eléctrica (0.2 V vs Ag/AgCl).

% El material de electrodo Ti4O7 permite generar mayores densidades de corriente (4.2 A/m?) en
comparacién con electrodos carbonosos habitualmente utilizados en el 4rea bio-electroquimica
como dnodos microbianos (3.6 A/m? para electrodos de grafito), atin en medios de cultivo con
menores contenidos de orina.

% De acuerdo con las caracteristicas estructurales de los electrodos y las condiciones de operacién

de las celdas, es posible emplear un sistema de flujo continuo de materia orgénica a través de las

estructuras laminadas y lograr el funcionamiento estable del sistema empleando un caudal de

alimentacién de 3 mL/h.
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La corriente eléctrica producida a partir de los electrodos laminados se debe a la presencia de
microorganismos electro-activos en su interior, y no a procesos abitticos de oxidacién de
compuesto presentes en el medio de cultivo.

Es posible extender el rango de concentraciones de orina suministradas a través de las estructuras
porosas al incrementar el espaciado interlaminar de los electrodos.

La densidad de corriente que es posible obtener depende del espaciado interlaminar y de la
concentracion de orina.

Es posible utilizar la metodologia de la superficie de respuesta (RSM) para predecir las
caracteristicas estructurales (espaciado interlaminar) y de operaciéon de los &nodos microbianos
(concentraciéon de orina) que conducen a la maximizaciéon de la densidad volumétrica de
corriente.

La densidad volumétrica de corriente no escala de manera directamente proporcional a la
superficie especifica de los electrodos laminados, existiendo un limite a la maxima densidad de
corriente dado por la combinacion 6ptima entre accesibilidad estructural y superficie
electroquimicamente activa.

El electrodo laminado de mejor desemperio (E-12) es capaz de producir densidades de corriente
un orden de magnitud mayores que las reportadas actualmente para sistemas bio-

electroquimicos alimentados con orina humana (ya sea pura o diluida).

En el préximo y taltimo capitulo se resumen las conclusiones que fueron sefialadas en las distintas

secciones de este Trabajo de Tesis.
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Conclusiones generales

Las hipotesis que motivaron la realizacién de esta Tesis dieron origen a diversos estudios orientados al
desarrollo de electrodos de Ti4O7 con porosidad anisotrépica para ser utilizados en la generacion de
corriente eléctrica a partir de orina humana en sistemas bio-electroquimicos.

En este sentido, uno de los objetivos del trabajo fue obtener, a partir de un lodo cloacal doméstico,
bacterias electro-activas capaces de degradar la materia orgénica presente en la orina y de transferir los
electrones provenientes de la oxidacion a la superficie del electrodo colector. Al respecto, se propuso la
utilizaciéon de un 6xido de titanio eléctricamente conductor (TisO7) como material de los nuevos
electrodos, estudiando las condiciones experimentales para la obtencién de estructuras laminadas
capaces de ser utilizadas para el crecimiento de las bacterias electro-activas bajo una modalidad de flujo
continuo de orina a través de la estructura porosa. En el contexto presentado, el trabajo contempl6 el
uso de una herramienta estadistica (RSM) para la predicciéon de las condiciones 6ptimas de
concentraciéon de orina y espaciado interlaminar que, bajo las condiciones experimentales utilizadas,
condujeran a la maximizacion de la densidad de corriente por unidad de volumen de anodo microbiano.

Al final de cada capitulo se han destacado los principales resultados de cada seccién. El analisis
conjunto de los mismos permitié ampliar y avanzar en el conocimiento preexistente de anodos
microbianos porosos para aplicaciones bio-electroquimicas en presencia de orina humana. A
continuacion se detallan las conclusiones mas relevantes, las que han permitido confirmar las hipotesis

planteadas y alcanzar los objetivos propuestos:
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Produccion microbiolégica de corriente eléctrica a partir de orina utilizando electrodos no porosos de

grafito

R/
0’0

Y/
0'0

X3

%

A partir de un lodo cloacal doméstico es posible obtener consorcios bacterianos
(microorganismos electro-activos y no electro-activos) capaces de producir corriente eléctrica a
partir de orina empleando electrodos no porosos de grafito como dnodos en celdas bio-
electroquimicas de tres electrodos.

La utilizacién de orina como fuente de materia organica permite obtener mayores densidades
de corriente comparadas con las generadas a partir de un efluente doméstico sintético (Syntho),
pero solo en un rango acotado de concentracion (hasta 20% en volumen).

La caida en el desemperfio anédico para concentraciones de orina superiores a 20% se debe a la
pérdida progresiva de microorganismos electro-activos en el biofilm anédico como consecuencia
del aumento de la concentraciéon de compuestos téxicos en la celda (amoniaco libre) y de la
formacién de precipitados inorganicos (estruvita e hidroxiapatita) sobre el mismo.

La aclimatacion progresiva de los microorganismos electro-activos a concentraciones crecientes
de orina permite adaptar y mantener la poblacion microbiana dentro de un rango 6ptimo en el
cual es posible preservar su viabilidad.

La méxima densidad de corriente obtenida a la concentraciéon éptima de orina (3.6 A/m?2 para
20%) es 35 veces superior a la generada a partir de orina pura.

La produccién microbiolégica de corriente puede ser interpretada desde un punto de vista
teérico a partir de consideraciones energéticas, relacionando la densidad de energia catabolica
presente en el medio de cultivo (diferentes concentraciones de orina) con la velocidad de
crecimiento de los microorganismos electro-activos y la velocidad de produccion de carga

eléctrica por unidad de superficie anddica.

Diseiio, preparacion y caracterizacion fisico-quimica de electrodo porosos de Ti,O7 con porosidad

anisotropica

R/
0‘0

Es posible obtener dispersiones acuosas estables de NPs de TiO» comercial (P25) empleando
polivinilpirrolidona (PVP) como agente estabilizante, asi como estructurarlas por congelamiento
direccional para obtener piezas ceramicas con elevada (~90%) porosidad anisotrépica (laminas

equiespaciadas).

172



Conclusiones generales

Y/
0'0

Y/
0'0

Controlando las variables de congelamiento (temperatura de fuente fria y velocidad de
inmersion) es posible modular el espaciado interlaminar y la superficie especifica por unidad de
volumen de las estructuras cerdmicas.

La reduccién bajo vacio de las piezas porosas de TiO», en presencia de zirconio metalico, permite
obtener estructuras de TisO7 que exhiben un comportamiento de conduccion electrénica de tipo
metélico.

El tiempo de reduccion representa una variable fundamental para la obtencién de Ti4O7; como
fase tnica.

Las estructuras de TisO; presentan una relaciéon inversa entre su espaciado interlaminar y su

area electroquimicamente activa por unidad de volumen.

Produccion microbioldgica de corriente eléctrica a partir de orina utilizando electrodos porosos de

Ti,07

Y/
0'0

La fase ceramica Ti4O7 es estable (ausencia de procesos redox) tanto en Syntho como en presencia
de orina al potencial de polarizacién empleado para la produccién microbiolégica de carga
eléctrica (0.2 Vvs Ag /AgCl).

Es posible emplear un sistema de flujo continuo de materia organica a través de las estructuras
laminadas de TisO7 y lograr el funcionamiento estable del sistema empleando un caudal de
alimentacién de 3 mL/h.

La corriente eléctrica producida a partir de los electrodos laminados se debe a la presencia de
microorganismos electro-activos en su interior, y no a procesos abiéticos de oxidacion de
compuesto presentes en el medio de cultivo.

Modificando el espaciado interlaminar de los electrodos es posible extender el rango de
concentraciones de orina suministradas a través de las estructuras porosas.

La densidad de corriente depende del espaciado interlaminar y de la concentracién de orina.
La metodologia de la superficie de respuesta (RSM) puede ser utilizada para predecir el
espaciado interlaminar y la concentracién de orina que maximizan la densidad volumétrica de
corriente.

La densidad volumétrica de corriente no escala de manera directamente proporcional a la
superficie especifica de los electrodos laminados, existiendo un limite a la maxima densidad de
corriente dado por la combinacién Optima entre accesibilidad estructural y superficie

electroquimicamente activa.
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% La densidad de corriente maxima obtenida con los electrodos laminados (5.2 kA/m3) es un
orden de magnitud mayor que las reportadas a la fecha para sistemas bio-electroquimicos

alimentados con orina humana (ya sea pura o diluida).
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Calculo de los parametros
termodinamicos y cinéticos del modelo
utilizado para la simulacion de la
densidad de corriente

En este anexo se describen los célculos de cada uno de los pardmetros utilizados para la determinacion
de las densidades de corriente microbiolégica en el rango de concentraciones de orina analizado (de 0

a 20% en volumen), de acuerdo con cada una de las etapas mostradas en la Figura 4.27 (Capitulo 4).

Etapa 1: calculo de la velocidad de crecimiento (u) a partir de parametros

termodinamicos

La relacion entre la fuerza impulsora para el crecimiento microbiano, el rendimiento de biomasa y la
velocidad metabdlica ha sido usualmente estudiada dividiendo la reaccién macroquimica de
crecimiento en sus constituyentes catabolicos y anabdlicos (von Stockar et al, 2006). De acuerdo con esta
descripcioén, el dador electrénico es inicialmente oxidado liberando energia en el proceso, la que es
posteriormente utilizada en el proceso anabdlico de produccién celular. En linea con esta aproximacion,
se determinaron por separado cada uno de los pardmetros termodindmicos asociados al proceso
metabdlico (AGanabstico, AGeatabslico Y AGdisipacion, incluida pmsx) de manera de estimar inicialmente la
velocidad especifica de crecimiento de los microorganismos electro-activos. A continuacion, se detallan

los célculos asociados a estas cantidades.
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Calculo de AGanabslico

La energia anabdlica se define como la energia quimica disponible por unidad de biomasa; es decir,
aquella que un microorganismo podria virtualmente obtener al consumir (oxidar) su propia materia
organica (von Stockar et al, 2006). Debido a que la composicién elemental promedio de una bacteria es
practicamente constante (CH18005No.2) - independientemente de la cepa considerada - se planted la

siguiente reaccion de acuerdo con (von Stockar et al, 2006; Le Quéméner-Bouchez 2014):
CH18005No2 +1.05 O> + 0.4 H,O — 0.2 NH4* + HCOs- + 0.8 H*

El AG correspondiente a dicha reacciéon (denominado AG de combustién modificado) (von Stockar
et al, 2006) fue calculado a partir de energias de Gibbs estandar de formacién (AG®tmacion) para cada

compuesto participante (incluida la energia de formacién de la biomasa por mol de carbono), obtenidas

de bibliografia (Heijnen y Kleerebezem 2010). Asi, AGanabstico = - AGcombustion = 472.82 —9__ Este valor
mol CdeX

corresponde a condiciones estandar (pH = 7 y 25°C). Considerando el pH intracelular = 7.5 (para

microorganismos neutréfilos, Booth, 1985) y 30°C (la temperatura de experimentacién), el valor

K]
mol Cde X’

corregido para AGanabslico fue de 475.03 Para la correccion del pH se empledé un AGsormacion(H*)

H+
10~7

= -39.83 + RT In (—) (Heijnen y Kleerebezem 2010). La correccién por temperatura se llevé a cabo

utilizando la ecuacién de Gibbs-Helmholtz.

Calculo de AGeatabolico

De acuerdo con el modelo planteado, el proceso catabélico que conduce a la generaciéon de carga
eléctrica esta asociado a la degradacién anaerébica de acetato mediada por microorganismos del género
Geobacter. Asi, el AGeatabsiico fue calculado considerando las cuplas dadora y aceptora de electrones
(AGeatabstico = AGeupla dadora T AGeupla aceptora) para un escenario en el cual Geobacter consume acetato y cede
electrones al electrodo bajo polarizacion.

De acuerdo con la estequiometria de la reacciéon de oxidacién de acetato mediada por Geobacter, el
AGeupla dadora (acetato/bicarbonato) fue calculado como (por convencién se escribe por mol de dador

electrénico):
CHSCOO' + 4 H2O —> 2 HCO3"+ 9 H+ + 8 e Achpla dadora

A partir de los valores de AG°omacicn de cada una de las especies involucradas (Heijnen y

k]

Kleerebezem 2010) se determiné un AGeupla dadora = - 247.9 ————
mol acetato

(pH = 7.5 y 30°C).
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Se estim6 luego la variacion de energia asociada a la cupla aceptora. En nuestro caso, el electrodo
acttia como aceptor final. En este marco, el potencial del 4&nodo es cualitativamente andlogo a - y juega
el rol de - la “concentracién” de aceptor electrénico (Kato Marcus et al, 2007). Esto permite adoptar la
aproximacion de Heijnen y Kleerebezem (2010), de acuerdo con la cual la energia de Gibbs (por mol de
electrones) del proceso puede vincularse directamente con el potencial redox de la hemirreaccion de
interés (AGejaceptor = - F.AEe/aceptor). Para calcular AEe/acepior debe definirse primero un potencial de
referencia respecto del cual expresar el potencial del &nodo (potencial de polarizacion). En nuestro caso
se utiliz6 como referencia el potencial anédico de media onda (Exa, Figura 4.24), el cual representa la
tendencia del biofilm electro-activo a transferir electrones al anodo en funcién de su potencial (Kato
Marcus et al, 2007; Torres et al, 2008; Lee et al, 2009). De acuerdo al potencial de trabajo (0.2 V vs

Ag/AgCl) y al Exa (- 0.24 V vs Ag/AgCl), el AEc/aceptor = Eanodo - Exa = 0.44 V. En consecuencia, el

K]
mol e

K]
mol acetato’

=-339.6

AGe/aCeptOI‘ =- F-AEe/aceptor =-42.45

KkJ

COH la il’lfOI‘maCi()n pI'eCedel’lte, AGcatab()lico = Achp]a daora + Achp]a aceptora = - 587.5 —_— .
mol acetato

Calculo de AGadisipacion

Para producir nueva biomasa los microorganismos utilizan parte de la energia ganada en el proceso
catabdlico, mientras que otra parte es empleada en procesos de mantenimiento celular (mac) y/o
disipada como energia libre (AGudisipacion). Se ha demostrado que el AGaisipacisn €s independiente de la
naturaleza del aceptor electrénico, asi como también del tipo de microorganismo involucrado y/o de la
naturaleza del dador electrénico (von Stockar et al, 2006). Esto ha revelado la existencia de un proceso
disipativo adaptado durante la evolucién microbiana, que conduce a un equilibrio entre la velocidad
de crecimiento y la cantidad de microorganismos que se desarrollan. Sin embargo, el AGaisipacisn depende
de la cantidad de 4&tomos de carbono presentes en el dador electrénico, asi como también de su grado
de reduccién (cantidad de electrones disponibles en la reaccion de oxidaciéon por mol de carbono del
compuesto). Esto ha llevado al desarrollo de funciones de correlaciéon empiricas para estimar los valores

de AGadisipacion €N sistemas microbianos. Para un proceso de crecimiento a partir de acetato (2 atomos de

mol e™

carbono y un grado de reduccién dc = 4 ), €l AGadisipacion puede estimarse a partir de (von

mol C acetato

Stockar et al, 2006; Heijnen y Kleerebezem, 2010):

- AGaisipacion = 200 + 18 (6 - NoC)18 + exp [((3.8 - 8c)2)016 (3.6 + 0.4 NroC)]

K]

Lo que conduce a un AGaisipacion = - 432.12 ———.
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Calculo de la velocidad maxima de crecimiento (Umax)

Esta velocidad fue calculada a partir de una funcién de correlaciéon termodindamica, obtenida
considerando la velocidad maxima de transporte electrénico en la cadena respiratoria como el factor
limitante en el proceso de produccion de energia catabdlica (Heijnen y Kleerebezem, 2010). De acuerdo

con dicha funcién, para un proceso anaerébico a 30°C se tiene:

(_AGcatab()lico)
3 -3.3
pmax=[ dacetato ] exp [— 69000( 11 )]
—AGgisipacién R 303 298

donde R = 8.31 — Y Sacetato €S €l grado de reduccion por mol de acetato (8,cetato = 8 mole

K.mol mol acetato)'

De acuerdo con los valores obtenidos para AGeatabslico Y AGdisipacion, Hmax = 0.795 h-1. Este valor podria
parecer a priori elevado comparado con otras velocidades maximas de crecimiento de microorganismos
electro-activos en condiciones anaerdbicas; por ejemplo, 0.15 h! para cultivos plancténicos de G.
sulfurreducens consumiendo acetato (Esteve-Nufiez et al, 2005) o 0.1 h'! para biofilms de G. sulfurreducens
crecidos sobre electrodos de oro (Yoho et al, 2014). Sin embargo, la méxima velocidad de crecimiento
depende fuertemente de las condiciones de trabajo, como por ejemplo el tipo de aceptor electrénico
(soluble o insoluble), el crecimiento asistido por potenciostato o no, el potencial del electrodo (en
sistemas polarizados), la temperatura, entre otros. En los ejemplos mencionados, los valores mas bajos
de velocidad pueden ser justificados por la utilizaciéon de aceptores electronicos solubles (fumarato) sin
asistencia por polarizacién (Esteve-Nufez et al., 2005) y/o por el uso de polarizaciéon pero a potenciales
considerablemente mds bajos que los utilizados en nuestro estudio (- 0.217 V vs Ag/AgCl), lo que
conduce a bajos valores de AGcatbslico Y, cOnsecuentemente, de pimsx. De hecho, cuando se consideran
biofilms bacterianos electro-activos (G. sulfurreducens) crecidos a temperaturas y potenciales de
polarizacion comparables a las de nuestro sistema (Schrott et al, 2014), se obtienen velocidades méximas
de crecimiento similares a las calculadas de acuerdo con la aproximaciéon termodinamica abordada.
Asimismo, se han reportado, para biofilms electro-activos en condiciones de flujo continuo de materia
organica, velocidades méaximas (Umax = 0.827 h?) en excelente acuerdo con los valores calculados
(Ledezma et al, 2012).

Reemplazando finalmente cada una de las cantidades calculadas en la expresién de la velocidad de

crecimiento (Ecuacion 4.3, Capitulo 4), se obtiene la siguiente relacion:

2.86x10~% mol acetato

r=(0.795h1) . exp (— L) Ecuacion Al1.1

[acetato]
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Calculo de los parametros termodinamicos y cinéticos del modelo

A partir de esta expresion se estimaron las velocidades de crecimiento de los microorganismos
electro-activos en funcién de la concentracion de acetato para cada concentraciéon de orina. En la Tabla
A1.1 se muestran las cantidades estequiométricas de acetato calculadas a partir de la fermentaciéon de
creatinina, y la concentracion final de acetato utilizada para estimar la carga tedrica recuperada para

cada concentraciéon de orina.

Tabla A1.1

Concentraciones de creatinina y acetato en funcién de la concentraciéon de orina: [creatinina]orina corresponde a la concentracién
de creatinina en la orina; [acetato]creatinina Tepresenta la concentracion tedrica de acetato que seria generada por fermentacion
de creatinina; [acetato]orina corresponde a la concentracién de acetato en la orina; y [acetato]synmo representa la concentracién de
acetato aportada por Syntho.

[orina] [Creatinina]orina [acetato]creatinina [acetato]orina [acetato]syntho [acetato]total
(%o v/v) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
0 (Syntho) - - - 1.03 1.03
5 0.52 0.42 0.02 0.98 1.42
10 1.04 0.83 0.05 0.93 1.81
15 1.56 1.25 0.07 0.88 2.2
20 2.08 1.66 0.09 0.82 2.57

Al considerar la expresion de velocidad de crecimiento debe tenerse en cuenta que la misma fue
desarrollada a partir de un anélisis estadistico para bacterias planctdnicas. Sin embargo, de la misma
manera que la expresion de Monod - derivada para cultivos plancténicos - ha sido adaptada y utilizada
en biofilms electro-activos (Lee et al, 2009); también es posible abordar el crecimiento microbiano en
biofilm a partir de la Ecuacion Al.1. Para esto, se consider6 la diferencia conceptual entre dindmica de
crecimiento microbiano (dada por p) y dindmica de consumo de sustrato (dada por q). Solo este tltimo
parametro representa un indicador del desempefio fisiol6gico de los microorganismos (Heffernan et al,
2009), vinculdndose directamente con la velocidad de produccion de carga eléctrica. Esta diferencia
puede verse claramente a partir de la Ecuacién 4.6, en donde velocidades de crecimiento similares
pueden conducir a velocidades de consumo de sustrato diferentes, dependiendo del rendimiento
méaximo en microorganismos (Y;r%") y de los requerimientos energéticos de mantenimiento celular
(mac), estos dltimos dependientes de las condiciones propias de cada cepa y del estrés al que los
microorganismos estén sometidos.

Respecto a la dindmica de crecimiento, no hay consenso en la literatura al comparar
microorganismos plancténicos y aquellos formadores de biofilms. De hecho, algunos estudios han

mostrado velocidades de crecimiento de biofilms superiores a las de los microorganismos suspendidos
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en el medio de cultivo (Ellwood et al, 1982; Bester et al, 2005), mientras que otros han reportado lo
opuesto (Caldwell y Lawrence, 1986; Barton et al., 1996). Por este motivo, se han utilizado
frecuentemente cinéticas de crecimiento plancténico en modelos de bio-reactores para simular el
crecimiento microbiano de biofilms (Shareefdeen et al, 1993; Mirpuri et al., 1997). Sin embargo, en cuanto
a la dindmica de consumo de sustrato, no hay dudas que los fenotipos plancténicos superan a sus
contrapartes sésiles (biofilm) (Mirpuri et al, 1997; Kurzbaum et al, 2010). De esta forma, el modelo
propuesto aproxima la velocidad de crecimiento bacteriano a partir de la Ecuacién Al.1, pero
adoptando una velocidad efectiva de consumo de acetato para el biofilim (denominada qacefectiva), con el
fin de contemplar las diferencias en esta variable respecto al escenario plancténico. La Figura Al.1
muestra la velocidad de crecimiento microbiano electro-activo obtenida a partir de la Ecuacion Al.1 en

funcién de la concentracion total de acetato para cada concentracién de orina.

0,8

b/ 20 %
0% 15% ZF

0,7 5 %

0,6 -

0,5

(h™)

0,4
0,3 -
0,2

0,1
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00 50x10" 1,0x10° 1,5x10° 2,0x10° 2,5x10°

Concentracion de acetato (M)

Figura Al.1. Velocidad de crecimiento en funcién de la concentracién de acetato. Sobre la curva se indican
los valores correspondientes a cada concentracién de orina.

Etapa 2: calculo de la velocidad de consumo de acetato (qac)

Una vez estimada la velocidad de crecimiento, ésta fue utilizada para determinar la velocidad de
consumo de acetato (segunda etapa, Figura 4.27). Como se mencion¢, la velocidad a la que el acetato es

consumido (y luego transformado en carga eléctrica) depende ademas de la méaxima cantidad de
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microorganismos capaces de crecer bajo las condiciones utilizadas (Y,z%"), asi como también del flujo
de energia necesario para el mantenimiento celular (mac). Estos pardmetros pueden ser calculados a
partir de leyes de primeros principios. En particular, Y,z§* se calcul6 a partir de un balance en el grado
de reduccién (conservacion de electrones) entre el dador electrénico y la biomasa formada, de acuerdo

con estudios de literatura (Heijnen y Kleerebezem, 2010; Picioreanu et al, 2007):

Ymax = (—AGcatabslico)

Ac X Smol C de X
(_AGdisipacién)"'a mo £ (_AGcatabélico)
mol C acetato

mol C de X
mol C acetato

Yex = 0.397

mol e™

donde 8yy,0) c gex €s €l grado de reduccién por mol de carbono de biomasa formada (4.2 —Cdex’
para una biomasa de composiciéon elemental CHisO05No2 y considerando NHi* como fuente de

ez . mol e™
nitrégeno); v Smol ¢ acetato €5 €l grado de reduccion de acetato por mol de carbono (4 m)

(Heijnen y Kleerebezem, 2010).
Por su parte, mac se determiné de acuerdo con una correlacion de tipo Arrhenius (Heijnen and

Kleerebezem, 2010; Korth et al., 2015):

ma = 33 oy [—69000( 1 Ly
AT TG TP IR (5037 208
mol C acetato
mac = 0.018 ————

molCdeX. h

Una vez determinados estos parametros, se estim6 finalmente la velocidad efectiva de consumo de
acetato (qacefectiva) para cada velocidad de crecimiento. Respecto de esta dindmica efectiva de consumo,
y de acuerdo con estudios de la literatura que comparan velocidades de utilizacién de sustrato para
biofilms y microorganismos en suspension, se consider6 la actividad en el biofilm como un 20-30% de la
correspondiente a bacterias plancténicas (Mirpuri et al, 1997, Kurzbaum et al, 2010). La Figura A1.2

muestra la relacion entre estas variables, de acuerdo con la ecuacién de Pirt (Ecuacion 4.6, Capitulo 4).
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Figura A1.2. Velocidad efectiva de consumo de acetato en funcién de la velocidad de crecimiento de acuerdo con
la ecuacién de Pirt.

Etapa 3: calculo de las densidades de corriente (j)

Las velocidades efectivas de consumo de acetato se utilizaron en la etapa final de calculo (tercera etapa,
Figura 4.27) para estimar las densidades de corriente (j, Ecuacion 4.4, Capitulo 4) para cada

concentracion de orina. La Tabla A1.2 muestra los valores obtenidos.

Tabla A1.2

Densidad de corriente calculada y experimental para cada concentracion de orina. Se indica la velocidad efectiva
de consumo de acetato (qacefectiva) ¥ la cantidad de biomasa electro-activa (X) expresada por mol de carbono.

[orina] qur'ni)fl e[:ﬁiva Xexperimental Jcateutada ( A ) j ) L A )
(O/0 V/V) (mol e dc X‘h) (X 105 C-mol) calculada \ 2> experimental \ 2
0 (Syntho) 0.192 1.75 0.83 0.68 + 0.07
5 0.207 4.44 2.28 2.33+0.85
10 0.216 5.33 2.85 3.08 £0.53
15 0.222 5.76 3.17 3.20 £ 0.64
20 0.227 5.99 3.37 3.56 +£0.21

Las densidades de corriente calculadas se graficaron finalmente en superposicién con los valores

experimentales. Esto se muestra en la Figura 4.28 (Capitulo 4).
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Determinacion de areas superficiales por
unidad de volumen

El &rea superficial volumétrica de los electrodos porosos se calculé a partir de valores de capacitancia
de doble capa eléctrica (Cdi) obtenidos por voltametria ciclica (CV). Las voltametrias se realizaron en un
reactor de tres electrodos utilizando un potenciostato VoltaLab10 PGZ-100 (Radiometer Analytical). Se
utilizé una solucién de NaxSO4 0.1 M como electrolito soporte, un electrodo de Calomel saturado (SCE)
como referencia, un cable de platino bobinado como contra-electrodo y cada uno de los electrodos de
Ti4O;7 preparados como electrodos de trabajo (evaluados por separado). Los estudios se realizaron
empleando diferentes velocidades de barrido, como muestra la Figura B.1 (a) (en este caso, a modo de
ejemplo, para el electrodo E-14), en una ventana de potencial de - 0,35 V/0,35 V frente a SCE. Los valores
de Cqi se determinaron por regresion lineal de las curvas de corriente de carga (A) (medida a 0 V vs

SCE) obtenidas frente a la velocidad de barrido (V/s) (Figura B.1 (b)).
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Figura B.1. Determinacién de la capacitancia de doble capa eléctrica (Car) para el electrodo E-14. (a) Corriente de
carga vs. potencial (SCE) para diferentes velocidades de barrido (de 0.002 V/s a 0.006 V/s), (b) Corriente de
carga (medida a 0 V frente a SCE) en funcién de la velocidad de barrido. La leyenda en (b) muestra la Ca
calculada a partir de la pendiente de la regresion lineal.

Las areas electroquimicamente activas se calcularon finalmente a partir de los valores de Ca,
dividiendo los mismos por el valor correspondiente a la capacitancia efectiva (Cefectiva) del TisO7. En la
mayor parte de los estudios que emplean electrodos de TisO7 se ha utilizado una Cefectiva estdndar de 60
uF/cm?. Sin embargo, este valor - correspondiente a superficies de 6xidos metalicos genéricos - no es
necesariamente aplicable a cualquier 6xido independientemente de la naturaleza del ion metélico
implicado y/o el grado de hidratacién de su superficie. Debido a esto, se calculé en primer lugar la
Cefectiva correspondiente estrictamente al material TisO7 bajo las condiciones experimentales utilizadas.
Para esto se realizaron estudios de espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) (Gamry Ref600),
bajo modulacién de corriente alterna entre 1x105 y 1x102 Hz. Para las medidas se emplearon celdas de
tres electrodos, en una solucién 0.1 M de NaxSO4 como electrolito soporte, un SCE como referencia y un
cable bobinado de platino como contra-electrodo. Para simplificar el anélisis se utiliz6, como electrodo
de trabajo, una estructura no porosa de TisO7, con una superficie expuesta de 0,64 cm?2. Las curvas de
impedancia experimentales se ajustaron con un modelo de circuito equivalente (EC) desarrollado
utilizando los programas ZView 3.4e y ZSimpWin 3.21. La Figura B.2 muestra la curva de impedancia

obtenida (en sus representaciones habituales de Nyquist y Bode) y el ajuste correspondiente.
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Figura B.2. Representaciones de Nyquist y Bode (inset) de los datos experimentales de EIS para el electrodo de
Ti407 no poroso. El circuito equivalente (EC) utilizado para ajustar los datos experimentales se muestra en la
parte superior derecha.

El circuito equivalente (EC) utilizado para el ajuste se compone de una resistencia 6hmica
correspondiente a la solucién (Rs), una pseudo-capacitancia de doble capa (Qdi, que representa la
acumulacion de especies cargadas en la superficie del electrodo), la resistencia a la transferencia de
carga (Rct) en la doble capa, y dos parametros asociados al electrodo: la resistencia al movimiento de
portadores de carga (Rg) y una pseudo-capacitancia asociada a la polarizacion del material (Qg),
asociada a la separacion y acumulaciéon de especies cargadas en su superficie. El modelo EC utiliza
elementos de fase constante (CPE) en lugar de capacitancias puras, lo que se representa de la siguiente
manera:

Zcre =1/Q(jw)« Ecuacioén Bl

donde la pseudo-capacidad (Q) y el parametro de inhomogeneidad (a) son los parametros CPE
independientes de la frecuencia. En la Ecuacién Bl, j es la densidad de corriente y  la frecuencia de la
sefial de impedancia sinusoidal de corriente alterna. Los valores de ajuste de los resultados de EIS, de

acuerdo con el circuito equivalente mostrado en la Figura B.2, se muestran en la Tabla B.1.
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Tabla B.1

Valores obtenidos para cada uno de los parametros del circuito equivalente (EC) utilizado para el ajuste de los

puntos experimentales de la curva de EIS (Figura B.2).
Elementos EC Valor Error (%)

Rs (Q) 22.85 13

Re (©) 66.98 10

Qua (1/Q.5%) 2.69x10+* 12
ol 0.86 4.8

Qk (1/Q.5%) 3.85x104 13
O 0.93 4.4

Re (Q) 1.38x10? 7

Una vez ajustados los puntos experimentales con el circuito equivalente general, se aplicé un

modelo mas especifico para abordar (de manera mas precisa) la interpretacion fisica particular del

sistema electroquimico estudiado. Para esto, los valores de ajuste mostrados en la Tabla B.1 fueron

utilizados como pardmetros de alimentacién (semilla) del nuevo modelo. De acuerdo con las

propiedades atribuidas a la superficie del 6xido TisO7, y debido a que no hay formacién de ningan tipo

de recubrimiento sobre el electrodo, se utiliz6 el Modelo de Brug (Brug et al, 1984) para determinar la

Cefectiva del material. Este modelo suele ser utilizado para el andlisis de superficies de electrodos que

pueden desarrollar fenémenos de dispersion constantes de tiempo (B.Hirschron et al, 2010).

La Figura B.3 muestra la representacion de este modelo, que considera una distribucién de

elementos eléctricos sobre la superficie del electrodo de acuerdo con los fenémenos fisicos asociados a

la interfaz electrodo/solucion.

Rs,i <

Ri<— — =
T

- | ’—1 Rgr’—“—! Q, a

Rs

.
L ) L

Superficie de Ti4O7

Figura B.3. Representacion esquematica del modelo de distribucion superficial (Brug), donde Rs es la resistencia

6hmica de la solucién (Tabla B.1), Rt es la resistencia a la transferencia de carga en la doble capa (Tabla B.1), Q
es la pseudo-capacidad de la doble capa (en particular, en este caso, Q = Qgi, Tabla B.1) y a es el parametro de
inhomogeneidad (aq, Tabla B.1). El subindice i denota cada uno de los elementos distribuidos en la superficie

del electrodo.
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A partir del analisis de Brug para este sistema, la Cefectivaasociada a la Qa1 puede expresarse como:
Cefectiva (F/cm?2) = Qa/a). (Rs 1 + Rt 1) (@D)/a Ecuacién B2

Esta ecuacion se ha utilizado ampliamente para determinar los valores Cefectiva para electrodos
porosos, peliculas poliméricas y/o peliculas pasivadas (Jovic et al, 2003; Jurczakowski et al, 2004;
Harrington et al, 2008).

El andlisis descripto fue realizado para cada uno de los electrodos evaluados. La superficie
especifica por unidad de volumen se calcul6 finalmente como el cociente de los valores de Cqi (diferentes
para cada electrodo) y Cefectiva ((nico para el material TisOy7), de acuerdo con el volumen de electrodo
sumergido en la solucién durante los experimentos de voltametria. La Tabla 5.3 (Capitulo 5) resume los

valores obtenidos en cada caso.
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Codigo de R

En este anexo se proporciona el cédigo utilizado para el tratamiento de los datos experimentales
mostrados en el Capitulo 6 (espaciados interlaminares, concentraciones de orina y densidades
volumeétricas de corriente) para la construccion de las superficies de respuesta. Se utiliz6 el software

libre “‘R” como entorno de programacion.

#Prologue ###

# IMPORTANT: REOPEN THIS FILE WITH ENCONDING UTEF-8 (to load especial characters in plots)
# Libraries

library(rsm)

library(plotly)

library(ggplot2)

library(ggrepel)

library(viridis)

library(readr)

#Loading raw data

urine <- ¢(0,0,0,0,0,5,5,5,5,5,5,10,10,10,10,15,15,15,15) # concentrations, %

spacing <- ¢(5,10,12,14,19,5,10,12,14,19,27,12,14,19,27,12,14,19,27) # in micrometers

j_current <- ¢(214,748,504,433,232,1547,1823,2802,1520,1417,1354,5214,3554,2798,2175,3555,3016,1916,1623) #in
A.m"-3

Results <- data.frame(urine,spacing,j current)

# FIRST BATCH (fb) ANALY SIS#H###

## Copying data corresponting to first batch####

Results.fb <- Results[!(Results$spacing==12 | Results$spacing==14),]
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# Codification of variables for rsm analysis, by identifying half width and minimun of each independent variable
x1.fb.hw = (max(Results.fb[1])-min(Results.fb[1]))/2 #hw = half width, x1 represents codified urine
x2.fb.hw = (max(Results.fb[2])-min(Results.fb[2]))/2 #hw = half width, x2 represents codified dll
x1.fb.min = min(Results.fb[1]) # min = minimum
x2.fb.min = min(Results.fb[2])
x1.fb.max = max(Results.fb[1]) # maximum is useful for graphical representations later
x2.fb.max = max(Results.fb[2])
# Data is finally codified in a new table such that x1 and x2 range from -1 to +1
Results.fb.cod <- coded.data(Results.fb,
x1 ~ (urine - (x1.fb.min+x1.fb.hw))/x1.fb.hw, # x1 = codified urine concentration
x2 ~ (spacing - (x2.fb.min+x2.fb.hw))/x2.tb.hw) # x2 = codified dll, inter-laminar spacing
## running rsm analysis ####
Results.tb.cod.rsm <- rsm(j_current ~ SO(x1,x2), data = Results.fb.cod) #Second order regresion
summary(Results.fb.cod.rsm)
Results.tb.cod.rsm
# bar graph of polynomial coefficients
## Extractiong coefficients from rsm
Results.fb.cod.rsm.reg <- summary(Results.fb.cod.rsm)$coefficients
Results.fb.cod.rsm.reg.coeff <- Results.fb.cod.rsm.reg[,1] #First column corresponds to coefficients
Results.fb.cod.rsm.reg.sderror <- Results.fb.cod.rsm.reg[,2] #Second column corresponds to standard error
Results.fb.cod.rsm.reg.terms <- ¢('x0','x1','x2",'x12",'x11",'x22") #Naming coefficients
Results.fb.cod.rsm.reg.df <- data.frame(Results.fb.cod.rsm.reg.terms,
Results.fb.cod.rsm.reg.coeff,
Results.fb.cod.rsm.reg.sderror) #Building dataframte
Results.fb.cod.rsm.reg.df$ymin = Results.fb.cod.rsm.reg.df$Results.fb.cod.rsm.reg.coeff-
Results.fb.cod.rsm.reg.df$Results.fb.cod.rsm.reg.sderror
Results.fb.cod.rsm.reg.df$ymax =
Results.fb.cod.rsm.reg.df$Results.fb.cod.rsm.reg.coeff+Results.fb.cod.rsm.reg.df$Results.fb.cod.rsm.reg.sderror
## Making graph
g <- ggplot(data = Results.fb.cod.rsm.reg.df, aes(x=Results.fb.cod.rsm.reg.terms, y=Results.fb.cod.rsm.reg.coeff))+
geom_bar(stat="identity")+
geom_errorbar(aes(ymin=ymin,
ymax=ymax),
size=1, width=0.5)+
theme bw()+

labs(x = "Coefficient type", y = "Coefficient value")
g
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# Isorespose plot
contour(Results.fb.cod.rsm, ~ x1 + x2, at = summary(Results.fb.cod.rsm)$canonical$xs)
# 3D perspective plot
persp(Results.fb.cod.rsm, x2 ~ x1,
zlab = "current density (A/m3)",

—n

contours = list(z = "bottom", col = "colors"),
at = c(summary(Results.fb.cod.rsm$canonical$xs)),
theta =-15, r = 100, phi = 20)
## Using regression equation for subsequent plots ####
Results.fb.cod.eq <- function(x1.corr, x2.corr){
Results.fb.cod.rsm$coefficients[ 1]+
Results.fb.cod.rsm$coefficients[2]*x1.corr+
Results.fb.cod.rsm$coefficients[3]*x2.corr+
Results.fb.cod.rsm$coefficients[4]*x1.corr*x2.corr+
Results.fb.cod.rsm$coefficients[5]*x1.corr2+
Results.fb.cod.rsm$coefficients[6]*x2.corr2
H
# Adding to copied dataframe (Results.fb) the codified variables
Results.fb$x1reg <- (Results.fb$urine - (x1.fb.min+x1.fb.hw))/x1.fb.hw # codified urine
Results.fb$x2reg <- (Results.fb$spacing - (x2.fb.min+x2.fb.hw))/x2.fb.hw # codified spacing
# With codified data, current densities predicted by the adjusted equation can be computed
Results.fb$j current predicted <- Results.fb.cod.eq(Results.fb$x1reg, Results.fb$x2reg)
# New column with tag for each point in Results.fb
Results.fb$Tag <- paste("Urine:", Results.fb$urine, "&", "Spacing:", Results.fb$spacing,sep =" ")
# Plotting predicted vs. recorded current densities
fit.fb.g <- ggplot(data=Results.fb, aes(x=j_current_predicted/1000, y=j_current/1000))+
geom_abline(intercept = 0, slope = 1, color = "gray", linewidth = 1)+
geom_point(aes(color=as.factor(spacing)),size = 4)+
geom_label repel(aes(label = paste("[urine]:",urine,"%")),
size =3) +
theme bw()+
xlim(0,3)+
ylim(0,3)+
labs(x = expression("j"[predicted]*" (kA.m""-3* ")),
y = expression("j"[experimental[*" (kA.m""-3* ")"))+
guides(color = guide _legend(title = expression("d"[11]*" (um)")))+

theme(axis.text=element_text(size=14, face="bold"),
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axis.title=element_text(size=16,face="bold"),
legend.position = ¢(0.9, 0.2))+
scale colour viridis d(option = "viridis") #viridis scale
fit.fb.g
## 3D plot ####
## Creating a matrix of z-values (predicted density current), needed for 3d graph in plotly.
res.res.fb = 0.01 # resolution of the matrix, in codified units
res.lim.fb = 1 #Upper and lower limits of the matrix, in terms of codified values (in case different 'zoom' levels need to be
visualized)
x1.corr.fb = seq(from = -res.lim.fb, to = res.lim.fb, by = res.res.fb) #Sequence of x1 values (codified urine concentration)
x2.corr.fb = seq(from = -res.lim.fb, to = res.lim.fb, by = res.res.fb) #Sequence of x2 values (codified inter-laminar spacing)
matrix.fb <- data.frame(x1.corr.fb,x2.corr.fb)
# Creating matrix of z-values (predicted current density) from rsm equation
z.fb.corr <- outer(x1.corr.fb,x2.corr.fb,Results.tb.cod.eq)
##### un-codifying x1 and x2 to map matrix in 3D plot ####
x1.fb.cod.step = res.res.tb*x1.tb.hw # resolution of x1 in terms of urine concentration unit (%)
x2.fb.cod.step = res.res.fb*x2.fb.hw # resolution of X2 in terms of inter-laminar spacing unit (micrometer)
x1.fb.decod.min = x1.fb.min-((res.lim.fb-1)/res.res.fb)*x1.fb.cod.step # minimum of un-codified x1 (must be equal to line
23)
x2.fb.decod.min = x2.fb.min-((res.lim.fb-1)/res.res.fb)*x2.fb.cod.step # minimum of un-codified x2
x1.fb.decod.max = x1.fb.max+((res.lim.fb-1)/res.res.fb)*x1.fb.cod.step # maximum of un-codified x1
x2.fb.decod.max = x2.fb.max+((res.lim.fb-1)/res.res.fb)*x2.fb.cod.step # maximum of un-codified x2
matrix.fb$x1.fb.decoded = seq(from = x1.fb.decod.min, to = x1.fb.decod.max, by = x1.fb.cod.step) # Sequence of un-codified
x1 values
matrix.fb$x2.fb.decoded = seq(from = x2.fb.decod.min, to = x2.fb.decod.max, by = x2.fb.cod.step) # Sequence of un-codified
x2 values
### Plotly graph###
Sur.fb <- plot_ly(x = ~matrix.fb$x2.fb.decoded, y = ~matrix.fb$x1.fb.decoded, z = ~z.fb.corr/1000,
type = "surface", colors = rainbow(6, rev =T),
hovertemplate = paste(' <b>d<sub>l1</sub></b>: % {x} (um) <br />,
'<b>[urine]</b>: %{y} (% v/v)<br />,
'<b>j</b>: %{z} (kA.m 3)<extra></extra>")
) %>%
layout(scene = list(
xaxis = list(title="<b>d<sub>1l</sub> (um)</b>",
showgrid =T,

color="black"),
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yaxis = list(title="<b>[urine] (% v/v)</b>",
showgrid =T,
range = list(15,0),
nticks= 4,
color="black"),
zaxis = list(title="<b>j (kA.m™3)</b>",
range = list(0.01,2.6),
showgrid =T,
nticks = 10,
tickangle = 30,
color="black"))) %>%
add_surface(contours = list(
z = list(
show=T,
usecolormap=TRUE,
highlightcolor="#{f0000",
project=list(z=TRUE)
)

),
showscale = FALSE) %>%

colorbar(title = "<b>j (kA.m™3)</b>")
Sur.fb
# SECOND BATCH ANALYSIS ####
## Codification of variables for rsm analysis, by identifying half width and minimun of each independent variable
x1.hw = (max(Results[1])-min(Results[1]))/2 #hw = half width, x1 represents codified urine
x2.hw = (max(Results[2])-min(Results[2]))/2 #hw = half width, x2 represents codified dll
x1.min = min(Results[1]) #min = minimum
x2.min = min(Results[2])
x1.max = max(Results[1]) # maximum is useful for graphical representations later
x2.max = max(Results[2])
# Data is finally codified in a new table such that x1 and x2 range from -1 to +1
Results.cod <- coded.data(Results,
x1 ~ (urine - (x1.min+x1.hw))/x1.hw, # x1 = codified urine concentration
x2 ~ (spacing - (x2.min+x2.hw))/x2.hw) # x2 = codified dll, inter-laminar spacing
Results.cod
## running rsm analysis ####

Results.cod.rsm <- rsm(j_current ~ FO(x1,x2) + PQ(x1,x2), data = Results.cod)
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summary(Results.cod.rsm)
Results.cod.rsm
#Results.cod.SO.rsm <- rsm(j_current ~ SO(x1,x2), data = Results.cod)
#summary(Results.cod.SO.rsm)
# Isorespose plot
contour(Results.cod.rsm, ~ x1 + x2, at = summary(Results.cod.rsm)$canonical $xs)
# 3D perspective plot
persp(Results.cod.rsm, x2 ~ x1,
zlab = "current density (A/m3)",
contours = list(z = "bottom", col = "colors"), # posicion y color
at = c(summary(Results.cod.rsm$canonical$xs)),
theta = -15, r = 100, phi = 20)
### Using regression equation for subsequent plots ####
Results.eq <- function(x1reg, x2reg){
Results.cod.rsm$coefficients[ 1]+
Results.cod.rsm$coefficients[2]*x 1reg+
Results.cod.rsm$coefficients[3]*x2reg+
Results.cod.rsm$coefficients[4]*x 1reg"2+
Results.cod.rsm$coefficients[5]*x2reg"2 }
# Adding the codified variables to original dataframe (Results)
Results$x 1reg <- (Results$urine - (x1.min+x1.hw))/x1.hw # codified urine concentration
Results$x2reg <- (Results$spacing - (x2.min+x2.hw))/x2.hw # codified dll (spacing)
# With codified data, current densities predicted by the adjusted equation can be computed
Results$j_current_predicted <- Results.eq(Results$x 1reg, Results$x2reg)
# New column with tag for each point in Results
Results$Tag <- paste("Orina:", Results$urine, "&", "spacing:", Results$spacing,sep =" ")
# Plotting predicted vs. recorded current densities
fit.g <- ggplot(data=Results, aes(x=j_current_predicted/1000, y=j current/1000))+
geom_abline(intercept = 0, slope = 1, color = "gray", linewidth = 1)+
geom_point(aes(color=as.factor(spacing)),size = 4)+
geom_label repel(aes(label = paste("[urine]:",urine,"%")),
size =3) +
theme bw()+
x1im(0,3.9)+
ylim(0,5.5)+
labs(x = expression("j"[predicted]*" (kA.m""-3* ")),

y = expression("j"[experimental [*" (kA.m""-3* ")"))+
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guides(color = guide legend(title = expression("d"[11]*" (um)")))+
theme(axis.text=element_text(size=14, face="bold"),
axis.title=element_text(size=16,face="bold"),
legend.position = ¢(0.1, 0.7))+
scale colour viridis d(option = "viridis") #viridis scale
fit.g
## 3D plot ####
## Creating a matrix of z-values (predicted density current), needed for 3d graph in plotly.
res.res = 0.01 # resolution of the matrix, in codified units
res.lim = 1 #Upper and lower limits of the matrix, in terms of codified values (in case different 'zoom' levels need to be
visualized)
x1.corr = seq(from = -res.lim, to = res.lim, by = res.res) #Sequence of x1 values (codified urine concentration)
x2.corr = seq(from = -res.lim, to = res.lim, by = res.res) #Sequence of x2 values (codified inter-laminar spacing)
matrix <- data.frame(x1.corr,x2.corr)
# Creating matrix of z-values (predicted current density) from rsm equation
z.corr <- outer(x1.corr,x2.corr,Results.eq)
##### un-codifying x1 and x2 to map matrix in 3D plot ####
x1.cod.step = res.res*x1.hw # resolution of x1 in terms of urine concentration unit (%)
x2.cod.step = res.res*x2.hw # resolution of x2 in terms of inter-laminar spacing unit (micrometer)
x1.decod.min = x1.min-((res.lim-1)/res.res)*x1.cod.step # minimum of un-codified x1 (must be equal to line 123)
x2.decod.min = x2.min-((res.lim-1)/res.res)*x2.cod.step # minimum of un-codified x2
x1.decod.max = x1.max+((res.lim-1)/res.res)*x1.cod.step # maximum of un-codified x1
x2.decod.max = x2.max+((res.lim-1)/res.res)*x2.cod.step # maximum of un-codified x2
matrix$x1.decoded = seq(from = x1.decod.min, to = x1.decod.max, by = x1.cod.step) # Sequence of un-codified x1 values
matrix$x2.decoded = seq(from = x2.decod.min, to = x2.decod.max, by = x2.cod.step) # Sequence of un-codified x2 values
### Plotly grpah ####
Sur <- plot_ly(x = ~matrix$x2.decoded, y = ~matrix$x1.decoded, z = ~z.corr/1000,
type = "surface", colors = rainbow(6, rev =T),
hovertemplate = paste(' <b>d<sub>ll</sub></b>: % {x} (um) <br />,
'<b>[urine]</b>: Y% {y} (% v/v)<br />,
'<b>j</b>: %{z} (kA.m 3)<extra></extra>")
) %>%
layout(scene = list(
xaxis = list(title="<b>d<sub>1l</sub> (um)</b>",
showgrid =T,
color="black"),

yaxis = list(title="<b>[urine] (% v/v)</b>",
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showgrid =T,
nticks = 4,
range = list(15,0),

color="black"),

zaxis = list(title="<b>j (kA.m™3)</b>",

range = list(0.01,4),
showgrid =T,
nticks = 10,
tickangle = 30,
color="black"))) %>%
add_surface(contours = list(
z = list(
show=T,
usecolormap=TRUE,
highlightcolor="#{f0000",
project=list(z=TRUE)
)

),
showscale = FALSE) %>%

colorbar(title = "<b>j (kA.m™3)<
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