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RESUMEN

Se evaluaron mecanismos de reactivacion en Celdas de Combustible Microbianas (CCMs) para
la produccion de bioelectricidad. Se configuraron dos CCMs con su respectiva réplica, en cajas
de acrilico con 125 mL de capacidad, el compartimento anddico se aliment6 con suelo proveniente
de una celda de combustible microbiano inactiva procedente del trabajo de titulacion (Armas &
Ramirez, 2014, pp. 1-105), se ubicaron los demas implementos y se colocd el electrodo catodo
para formar el circuito de la CCM. Se probaron dos mecanismos de reactivacién: afiadiendo
sustrato (glucosa) a las cuatro CCMs y a dos de ellas bajo estimulacion eléctrica directa, durante
siete periodos, con intervalos de descanso entre cada periodo, los estimulos se aplicaron con
pulsos de 2 milisegundos, para voltajes de: 0,3 V; 0,6 V; 0,9V, se repiti6 cada estimulo dos veces
y finalmente por una Gnica vez 2V, sobre las mismas celdas. Para monitorear el voltaje generado
(V) se instal6 sensores a cada CCM conectado a un sistema de adquisicion de datos, durante 43
dias de monitoreo. Adicionalmente se acondicion6 una celda control la cual fue alimentada
Unicamente con agua destilada monitoreada con el multimetro. Al final de los experimentos se
compard la generacion promedio de voltaje en cada periodo de prueba, se obtuvo una generacion
promedio de 0,13 V en las celdas alimentadas Unicamente con glucosa para el periodo VI
(segundo estimulo de 0,9 V), pero se observa ademas que a medida que aumentan los pulsos de
corriente las celdas bajo este mecanismo reaccionan de manera creciente en la generacion de
bioenergia. El analisis microbioldgico determind crecimiento en 5 Ordenes de magnitud al
finalizar los tratamientos. Para complementar estos resultados se recomienda experimentar con
voltajes méas altos con el objetivo de analizar la reaccion de las CCMs y la generacion de

bioelectricidad.

PALABRAS CLAVES: <BIOTECNOLOGIA>, <INGENIERIA AMBIENTAL>,
<MECANISMOS DE REACTIVACION>, <CELDAS DE COMBUSTIBLE MICROBIANO
(CCMs) >, <BIOELECTRICIDAD>, <BIOENERGIA>.
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SUMMARY

Reactivation mechanisms were evaluated in Microbial Fuel Cells (CCMs) for the production of
bioelectricity. Were set up two CCMs in acrilyc boxes with 125 mL capacity, the anode behavior
was fed with soil from an inactive microbial fuel cell from the titration work (Armas & Ramirez,
2014, pp. 1- 105), the other implements were placed and the cathode electrode was placed to form
the CCM circuit. Two substrate mechanisms (glucose) were tested in the four CCMs and two of
them under direct electrical stimulation, during seven periods, with rest intervals between each
period, the stimuli were applied with pulses of 2 thousand seconds, for voltages of: 0.3 V; 0.6 V;
0.9 V, each stimulus was repeated twice and finally by a single time 2 V, on the same cells. To
monitor the generated voltage (V) sensors were installed to each CCM connected to a data
acquisition system, during 43 days of monitoring. Additionally a control cell was conditioned
which was fed only with distilled water monitored with the multimeter. At the end of the
experiments, the average voltage generation of each test period was compared, an average
generation of 0.13 V was obtained in cells fed only glucose for period VI (second stimulus of 0.9
V), but It is also observed that as the current pulses increase the cells under this mechanism react
more and more in the generation of bioenergy. The microbiological analysis determined growth
in 5 orders of magnitude at the end of the treatments. To complement these results it is
recommended to experiment with higher voltages with the aim of analyzing the reaction of CCMs

and the generation of bioelectricity.

KEYWORDS: <BIOTECHNOLOGY>, <ENVIRONMENTAL ENGINEERING>,
<REACTIVATING MECHANISMS>, <MICROBIAL FUEL CELLS (CCMs)>,
<BIOELECTRICITY>, <BIOENERGY>.
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INTRODUCCION

Las Celdas de Combustible Microbiano (CCMs) son dispositivos, que han estado en la mira de la
comunidad cientifica por la capacidad metabolica de los microorganismos electrogénicos que
degradan los sustratos, liberando electrones y protones generando asi energia eléctrica. El
principio bajo el cual funciona una CCM sea de camara simple o doble, es la conexion mediante
un circuito externo que se forma desde el &nodo hasta el catodo, para mediciones de voltaje y
corriente junto a una resistencia externa fija. Varias aplicaciones de las CCMs han sido
ampliamente exploradas entre estas: el tratamiento de residuos organicos (El-Chakhtoura, 2014, pp.
24-31), tratamiento de aguas residuales (domesticas e industriales) (Barrera Diaz, Roa-Morales,
Urefia NUfez, & Linares, 2008, pp. 1-15), reduccion de metales pesados como el Cr *éy U *©
(Lovley, 2006, pp. 27-35). Asi los estudios sobre las celdas de combustible microbiano han sido
amplios en técnicas de electrorremediacion a nivel de laboratorio con un campo eléctrico de 175
V m ~! para descontaminar suelos con metales pesados segin (Vazquez, Hernandez, Lemus, &
Arbelo, 2004, pp. 387-398).

En la actualidad nos enfrentamos a problemas criticos con el uso de combustibles fésiles, frente
a la necesidad de electricidad se genera el interés de buscar nuevas iniciativas donde se haga uso
de nuevas tecnologias bioldgicas y biorremediacidon de medios contaminados. Se conoce que en
Ecuador se han realizado iniciativas para generar electricidad a partir de las bacterias
electrogénicas mediante el uso de CCM, las mismas que después de un cierto periodo de uso se
han desechado o al menos no se han vuelto a evaluar mecanismos que permitan reactivar las
celdas; por lo que esta investigacion nace con la inquietud de conocer y evaluar mecanismos que

permitan la reactivacion de la CCMs para generar nuevamente bioelectricidad.

Se conoce que no hay estudios suficientes sobre la reactivacion de celdas de combustible
microbiano, es por eso que para el desarrollo de este proyecto se ha tomado en cuenta el trabajo
de titulacion (Armas & Ramirez, 2014, pp. 1-105), se utilizara el material (suelo alimentado con tres
matrices orgénicas, peso/peso 50:50) derivado de la CCM1 de 12 L de capacidad, con una
generacion méximo promedio de bioelectricidad de 0.11 V. Las mencionadas celdas fueron
almacenadas bajo cubierta en los mismos recipientes durante 2 afios, permaneciendo inactivas.
Asi pues para este trabajo se prepararan cuatro CCMs de 125 ml de capacidad, a cada una se
sometera a mecanismos de reactivacion: dos celdas de combustible microbiano bajo el estimulo
de glucosa més voltaje (CCMV) y dos celdas de combustible microbiano con glucosa (CCMG),

para comparar la generacion de electricidad entre si y determinar el mecanismo mas 6ptimo de



reactivacion de una CCM. En cuanto a generacion de bioelectricidad para los dos tratamientos
hubo diferencia en el segundo suministro del pulso tres (0,9 V) y al suministrar un cuarto pulso
(2 V) donde generan los mismos promedios de voltaje para cada caso de tratamiento, ademas se
observa que mientras a medida que se aumenta el pulso de corriente directa las celdas bajo este
tratamiento reaccionan de manera positiva y ascendente en la generacion de voltaje mientras que

las celdas bajo el mecanismos de adicion de glucosa se mantienen una tendencia contante.

Identificacion del problema

El incremento de la generacion de residuos sélidos organicos, aguas residuales urbanas e
industriales afectan negativamente al ambiente. Ademas el conocimiento y la aplicacién de
nuevas técnicas de energia limpia son poco conocidas. La obtencion de bioelectricidad mediante
celdas de combustible microbiano es una tecnologia muy eficiente pero poco desarrollada
convencionalmente, ademas hay pocos trabajos que estudian el ciclo de vida las celdas de
combustible microbianos asi como no se han analizado completamente los mecanismos para
reactivarlas, sea el caso de celdas acuéticas o terrestres. En los estudios realizados con CCMs en
la mayoria de los casos una vez que habido produccion de bioelectricidad estas se han desechado,
el presente proyecto pretende conocer que sucede con las CCMs, ¢que produce su reactivacion?
¢El porcentaje de produccidn sera el mismo? ;Qué mecanismos puedo usar para reactivarlas?,
después de un primer uso, en vista de estas interrogantes se propone volverlas a activar mediante
dos mecanismos para lo cual se han instalado dos celdas bajo el tratamiento de reactivacion con
glucosa como sustrato y dos celdas bajo el tratamiento de glucosa méas pulsos de Voltaje,

esperando comparar dichos tratamientos mediante la generacion de bioelectricidad.

Justificacion del proyecto

El uso actual de la energia se ha incrementado en los Gltimos tiempos como consecuencia de la
expansion demografica que poco a poco agota al planeta, sus recursos y desde luego repercute
notoriamente en la economia, por esta razon se desarrolla el interés de buscar nuevas formas de
obtencion de energia eléctrica como es bioelectricidad (energia limpia). Se sabe que en el
Ecuador la oferta energética es dependiente de la explotacion del petrdleo, actualmente representa

el 90% de la generacion total de energia primaria. La fuente energética para el afio 2015 en la
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produccion de gas natural fue 9.7% y para la energia renovable el 8.5%. (Delgado, 2015, pp. 1-54)
por lo que es urgente buscar nuevas alternativas de energia verde. Existen varias iniciativas en
Latinoamérica y en el Ecuador en temas de investigacion con CCMs, que emplean sustrato
organico aprovechable por los microorganismos electrogénicos presentes en el suelo (Logrofio V.,
2014, pp. 1-126). (Armas & Ramirez, 2014, pp. 1-105) estudiaron la influencia de la generacion de
electricidad usando matrices organicas con bacterias electrogénicas mediante celdas de
combustible microbiano. La aplicacion de estas tecnologias tiene ventajas sobre otras fuentes de
energia, convirtiéndose en una tecnologia que aporta positivamente a la disminucion de la crisis

energética, minimizando los problemas ambientales y creando nuevas lineas de investigacion.

El Grupo de Energias Alternativas y Ambiente (GEAA) de la ESPOCH tiene por objeto
desarrollar lineas de investigacion orientadas a atender problemas de actualidad, investigando
fuentes de energia renovable y la reutilizacién de residuos. Lo que se pretende con este estudio
técnico es la reactivacion de celdas microbianas mediante la evaluacion de diversos mecanismos
por ejemplo: la adicion de un sustrato (glucosa) y estimulacion eléctrica, con el objetivo de
generar y potenciar la produccion de electricidad con el sustrato proveniente de una celda inactiva,
lo cual sin duda puede ser aprovechado a futuro para generar energia verde a gran escala y de
esta manera contribuir al desarrollo econémico y social del pais; asi como la generacion de
conocimiento frente a las incognitas de saber que sucede una vez que las CCMs son usadas y

conocer cAmo reaccionaran después de aplicar mecanismos de activacion.

OBJETIVOS

General

e Evaluar de mecanismos de reactivacién en Celdas de combustible Microbiano para la

produccion de bioelectricidad.



Especificos

e Implementar dos celdas de combustible microbiano con diferentes mecanismos de
reactivacion siendo la primera la adicidn de sustrato y la segunda mediante la estimulacién
eléctrica.

e  Comparar la generacién de electricidad en cada CCM después del proceso de reactivacion.

e  Determinar el crecimiento microbiano de cada uno de las celdas después de la generacion

maxima de bioelectricidad.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes del proyecto

Se han realizado estudios en Celdas de Combustible Microbianas (CCMSs) para la remocién de
materia orgénica, biorremediacion y la generacion de energia eléctrica sostenible. (Revelo, Hurtado
, & Ruiz, 2013, pp. 17-28). Por otro lado, en las Gltimas dos décadas se ha incrementado el interés por
desarrollar tecnologias que ayuden a solucionar el problema de los suelos contaminados, mediante
la remediacion in situ, dentro de las cuales se ha propuesto a la electrorremediacion por su
capacidad de remover contaminantes tanto organicos como inorganicos. (Rosa Perez & Teutli, Leon,
2007, pp. 129-138). Actualmente existen pocos estudios sobre la reactivacion de celdas de
combustible microbiano, sin embargo se han aplicado diferentes mecanismos como es afiadir
electricidad con fines de remediacion de suelos y aguas contaminados con hidrocarburos y
metales pesados tales como: Pb, Cd, As (Véazquez, Hernéndez, Lemus, & Arbelo, 2004, pp. 387-398),
ademas se han realizado estudios sobre la eficacia de eliminar cobre de suelos contaminados
donde se probé diferentes combinaciones de reactivos y la configuracion de anodo y catodo; se
aplico una diferencia de potencial (voltaje) (1,0 Vdc /cm?). (Jay, Bongay, & Ngo, 2012, pp. 719-724).
En México con la ayuda de tecnologia alemana se someti6 a suelos con hidrocarburos a procesos
eléctricos con el objeto de remover componentes organicos y movilizar los metales pesados
mediante la estimulacién bacteriana del medio dando excelentes resultados en la aplicacién de

técnicas de electrorremediacién. (Martinez Gilbén, 2001, pp. 1-135)

En el Centro de investigacién de Energias Alternativas de la ESPOCH, se ha evaluado la
produccién de bioelectricidad microbiana utilizando residuos organicos como sustrato, para dos
casos de estudio: Andes y Amazonia, en el cual se generd bioelectricidad utilizando suelo de los
Andes y de la Amazonia Ecuador, usando celdas de combustible microbiano (Logrofio V., 2014, pp.
1-126), y en los Gltimos afios no se han realizado estudios de la estimulacion eléctrica de los
microorganismos con fines de produccién de bioelectricidad asi como también no se ha
identificado que sucede con los microrganismo que actuaron en las CCM. Con este proyecto se
pretende aportar nuevos conocimientos Utiles para la reactivacion de los microorganismos con

fines de generacion eléctrica usando el sustrato de una CCM inactiva, utilizada hace dos afios.
(Armas & Ramirez, 2014, pp. 1-105).



1.2 Marco conceptual

1.2.1 Celdas de combustible microbiano

Las CCMs constituyen una nueva tecnologia usada desde hace algunos afios con diversos fines:
biorremediacion de ambientes contaminados, asi como también procesos de electrorremediacion
a nivel de laboratorio obteniendo muy buenos resultados en la remocidn de contaminantes en
suelos y aguas residuales (Vazquez, Hernandez, Lemus, & Arbelo, 2004, pp. 387-398). Durante los Gltimos
afios estas nuevas fuentes de energia se han usado en su mayoria a nivel de laboratorios donde
una vez usadas son desechadas sim embargo se plantea la interrogante de conocer si es posible

reactivarlas usando mecanismos que activen el metabolismo de la poblacion microbiana existente.

Generalmente el funcionamiento normal de una CCM depende de la accion metabdlica de las
comunidades microbianas dentro de la camara del anodo donde se dan reacciones de oxidacion
de material orgéanico e inorganico (Logan & Regan, 2006, pp. 512-518). Existen diferentes tipos de
disefios de una CCM, por ejemplo la de cdmara doble donde los sistemas estan separados en
diferentes compartimientos (Ver llustracion 1), a través una membrana semipermeable conocido
como membrana de intercambio proténico. En celdas de combustible microbiana de camara
simple (CCMS) se incluye la cdmara catddica en la parte superior y la camara anddica en la parte

inferior separadas a una distancia por la membrana intercambiadora de protones (MIP).
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Gréfico 1-1: Esquema de una CCM de cdmara simple

Fuente: (Du, Li, & Gu, 2007)

En el campo de la biorremediacion ambiental las CCMs pueden ser disefiadas segun los
requerimientos técnicos ya que son féciles de utilizar e instalar, usandose en procesos de
remediacion ambiental (aguas y suelos contaminados) (Du, Li, & Gu, 2007, pp. 464-482).

Compartimentos de una CCM.

En el compartimento Anddico la glucosa es el principal nutriente para el crecimiento bacteriano
y el lugar donde ocurren las reacciones de oxidacion, con la generacién de diéxido de carbono y
la liberacion de electrones, que son captados por el electrodo anodo y transferidos al catodo
utilizando un circuito externo. Las reacciones quimicas que ocurren en este compartimiento son
anaerobias y en algunos casos anaerobios facultativas. En este mismo compartimento se generan
protones que migran hacia el compartimento catodico mediante la Membrana Intercambiadora de
Protones (MIP), al estar expuesto esta cdmara catidnica se combina con el aire (oxigeno)
originando agua (Li, Sheng, Liu, & Yu, 2011, pp. 244-252). En CCMs la transferencia de electrones
dentro de las cAmaras utilizan distintas vias para ser conducidos mediante un circuito externo,
dandose la formacion de agua en el catodo producto de la combinacion de protones con el oxigeno

como se ha visto en los trabajos. (zhou, Yang , Hongyu, Jina, & Gu, 2014, pp. 152-154).

En las CCMs el comportamiento de los electrodos es importante porque se refleja en valores
medidos mediante los siguientes parametros: a) la diferencia de potencial (AV), b) la densidad
de corriente  ( A/m? ) yc) ladensidad de potencia ( ( W /m? ), expresados en

relacion al rea superficial de los electrodos. Las curvas de polarizacion ciclicas que permiten
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obtener pardmetros como el potencial y la intensidad, picos anddicos y catédicos dentro de una
CCM; donde hay que tener estabilidad en estos sistemas de acuerdo a su configuracién de
disefio. (Burgos & Rutely, 2012, pp. 20-25)

1.2.2 Sustratos para una CCM

El uso del sustrato es un factor muy importante a considerar a la hora de reactivar una
celda, asi como en la generacion de bioelectricidad. Existen sustratos desde sustancias
quimicamente puras (glucosa y acetato) hasta mezclas mas compuestas (lodos residuales
y residuos organicos e inorganicos) (Revelo, Hurtado , & Ruiz, 2013). La glucosa es un excelente
sustrato de facil acceso y por su ruta fermentable es aprovechable de forma mas rapida
como se ha visto en varias investigaciones, por las bacterias existentes en el medio. (Pant,
Bogaert, Diels, & Vanbroekhoven, 2010, pp. 1533-1543). A continuacion, se destacan algunas

investigaciones del uso de diferentes concentraciones de sustrato (Ver Tabla 1-1), (zhou,
Yang -, Hongyu, Jina, & Gu, 2014, pp. 152-154).

Tabla 1-1: Sustratos utilizados en CCMs

SUSTRATO TIPO DE CCM Pmax (mW/m2) REFERENCIA
Glucosa Camara doble 283 Rahimnejad et al.
Suero de Queso Camara doble 42 Stamatelatou et al.
Desperdicios de Alimentos Camara simple 207,2** Kannaiah and
Con aceite de palma de acetato Camara doble 62 Jong et al. (2011)
de efluentes

Las aguas residuales Lacteos |Camara simple 5,7 Ayyaru and

Lixiviados Céamara simple 20,9 Va’zquez-Larios et

Basura compuesta de Camara simple 107,89 Goud et al. (2011)

alimentos

Farmacéutica Aguas 177.36 Velvizhi and

Camara simple

Residuales VVenkata (2011)

Colorantes Azo Camara simple - Sun et al. (2011)
Las heces humanas de Aguas camara doble 708

Residuales Du et al. (2011)




Las aguas residuales penicilina

sintético con glucosa Camara simple 101.2* 'Wen et al. (2011)
/Aguas residuales de papel Camara simple 125*** \Velasquez et al.
Aguas Residuales Lacteos Camara simple 25***
Aguas Residuales de Cémara simple 10*+*
Cerveceria v nanaderia
Aguas Residuales de Cémara simple 245 34 Mohanakrishna et al.
destilerias (2012)
Los lodos de depuradora Tubular MFC 73 Yuan et al. (2012)
Efluente del clarificador ] .

Camara simple 13
primario Ishii et al. (2012)
/Aguas residuales de destileria Camara doble 1000
de alcohol _ Ha et al. (2012)
/Aguas residuales de agricultura Cémara simple 13
/Aguas residuales Domésticas |Camara simple 42 -
/Aguas residuales de Papel Camara simple 8 -
/Aguas residuales de Cémara simple 15
alimentos/de leche -
Vino Descompuesto Cémara doble 3,82* Rengasamy and

Berchmans (2012)

*Wm'3

***mA/m-2

** Calculado a partir de la energia y las densidades de corriente.

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

1.2.3 Microbiologia bacteriana

Los microorganismos necesitan diferentes fuentes nutricionales para desarrollar su metabolismo

y respiracion. La materia organica (M.O.) es la fuente de carbono, se obtiene a partir de los

diferentes sustratos que contribuyen al desarrollo de reacciones 6ptimas para activar procesos

metabolicos microbianos donde se genere bioelectricidad.

1.2.3.1 Factores de crecimiento microbiano

El desarrollo de los microorganismos depende de las condiciones ambientales ,disponibilidad de

nutrientes, consistencia del medio, acidez-alcalinidad, presencia 0 no oxigeno, grado de



humedad, luz ambiental, pH, temperatura, el medio de cultivo y otros factores que determinan
el crecimiento como la esterilizacion del medio evitando contaminacion. (Santambrosio, 2009, pp.
4-8). Asi mismo los microorganismos usan minerales (C, N, P y S) como nutrientes, que son
componentes celulares indispensables segln sus rutas bioquimicas. El tipo y concentracién de
biomasa se describe como un factor alterante del rendimiento de CCMs. (Falcén, Lozano, & Juarez,
2009). Se sabe que los microorganismos han desarrollado adaptacidon para crecer en todo tipo de
ambientes desde temperaturas altas hasta las mas bajas (Kandeler, et al., 1998, pp. 251-262), situacién
similar al pH. En las CCMs el pH dptimo para el crecimiento de microorganismos es el neutro
(pH 7) aunque en algunos casos por la degradacion de sustratos hay una tendencia a la

acidificacion. (Avdeef, Sofen, Bregante, & Raymond, 1978, pp. 5362-5370).

En el crecimiento microbiano existen cuatro fases: a) Fase de latencia, b) Fase exponencial, ¢)
Fase estacionaria y d) Fase de muerte como se muestra en el Grafico 2-1 (curva de
crecimiento microbiano). (Stainer , Ingraham, Wheelis, & Painter , 2013, pp. 1-707). Para estimar un
conteo microbiano se determinan las unidades formadoras de colonias Ecuacion 1.
(UFC g suelo=N*FDx Vt/Vi x ) » donde N es Numero de colonias, FD es Factor de

dilucién, Vt es Volumen de dilucion (10 mL), Vi es Volumen inoculado en mL y S es Cantidad

de suelo utilizado para la siembra.

Log de organismos

viables

Tiempo

Grafico 2-1: Curva de Crecimiento Microbiano
Fuente: (Stainer , Ingraham, Wheelis, & Painter , 2013)
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1.2.3.2 Activacion microbiana

Los microorganismos, en el periodo de latencia necesitaran de elementos que activen las células
para que se pueda establecer la actividad metabdlica. La activacion microbiana se realiza con
técnicas de incorporar al medio los nutrientes necesarios y ademas proveer las condiciones

Optimas para su crecimiento y desarrollo.

Para este proyecto se utilizara la glucosa disuelta en agua destilada como un sustrato 6ptimo y
facil de degradar por las bacterias que usan la ruta metabélica de la metanogénesis para producir
una fermentacion y finalmente generar electricidad, este proceso que se da en corto tiempo.
Otros sustratos son mas complejos y dificiles de degradar por lo que la glucosa es un excelente

sustrato como se ha reportado en trabajos que evallUan la eficiencia de estos en CCMs (Pant,
Bogaert,, Diels, & Vanbroekhoven, 2010, pp. 1533-1543).

1.2.3.3 Electrorremediacién

La electrorremediacion es un tratamiento electroquimico que involucra la aplicaciéon de
corriente directa o un gradiente de potencial bajo de electrodos, dando como resultado el
transporte de iones (electro6smosis) y el arrastre mecanico de colides, bacterias y contaminantes

organicos e inorganicos.

Actualmente no se ha dado mucho interés a esta técnica para generar bioenergia, incluso vemos
como en investigaciones se usa la corriente directa sobre CCM para mejorar el sistema
potenciando el uso de electrodos (Cristiani, P. ; Carvalho, M.L. ; Guerrini, E. ; Daghio, M. ; Santoro, C. ; Li,
B.;, 2013, pp. 6-13) hasta matar a cierto tipo de bacterias a voltajes propuestos (Costerton , Ellis , Lam
, Johnson, & Khoury, 1994, pp. 2803-2809) , este tema es clave ya que a menor voltaje se estimularan a
los microrganismos para que comiencen su ruta metabdlica. Ademas varios estudios demuestran
que al aplicar 1.2 Voltios la diferencia de potencial entre el anodo y el catodo lleva al electrolisis
del agua reduciendo los protones y por lo tanto afectando negativamente la generacion de

bioenergia en las CCMs. (Thrash & Coates, 2008, pp. 3921-3931).

En esta investigacion se pretende usar el principio de electrorremediacion no con el fin de
remediar el ambiente, sino conocer el efecto al suministrar corriente directa al sustrato de una

celda inactiva para estimular a los microorganismos existentes en la generacion de electricidad.
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1.2.4 Microorganismos electrogénicos en las CCMS

Los microorganismos electrogénicos son seres capaces de descomponer la materia orgéanica
emitiendo protones y electrones para producir su propia energia. En CCM la energia producida
por los microorganismos es captada por electrodos llamandose bioenergia (Logan & Regan, 20086, pp.
512-518). El crecimiento de estos microorganismos electrogénicos en las CCMs dependera de
reacciones de oxidacion y metanogénesis (hidrolisis y fermentacion) en el compartimento
anddico y en todos los casos este sitio determina la transferencia de electrones, mientras mayor
sea el potencial mayor seré la transferencia de electrones al compartimiento catodico (Velasquez,
et al, 2011, pp. 789-798). Particularmente, estudios se enfocan en especies bacterianas
electroquimicamente activas, por ejemplo: cepas puras de Proteobacterias del genero
Rhodoferax y Geobacter las cuales presentan una alta eficiencia al degradar sustratos, dentro de
estos tratamientos se utiliz glucosa y acetato como sustrato (Burgos & Rutely, 2012, pp. 20-25). En
general las comunidades bacterianas predominantes asociadas a los géneros: Geobacter,
Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Enterobacter, Dechlorosoma son electrogénicas
por excelencia cumplimiento un gran papel en CCM (Mocali, et al., 2012, pp. 1299-1315). En otros
casos la presencia de comunidades microbianas mixtas en CCMs han tenido un desempefio
positivo en la generacién de electricidad, debido a que estan sujetas a las relaciones ecoldgicas

de simbiosis entre las bacterias (Kim, Jung, Regan, & Logan, 2007, pp. 2568-2577).
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CAPITULO I

2. METODOLOGIA

2.1 Métodos

Para la realizacion de esta investigacion se usaron los materiales, como se muestran en las

siguientes tablas 1-2, 2-2 y 3-2.

Tabla 1-2: Materiales Experimentales
ETAPA DEL MATERIALES CANTIDAD
PROYECTO
Muestreo de suelo Guantes latex (par) 2
contenido en la Fundas plésticas 2
CCM 1 para analisis | Balanza portatil 1
fisico quimico Alcohol 1L
Instalacion de las Tijeras 3
CCMs Fibra de carbono 8
Papel celofan 4
Cauchos pequefios 20
Cuchillo 2
Cajas de acrilico 5
Destornilladores 2
Cuchara para toma de muestra 1
Cables pequefios 10
Jeringuillas 7
Muestreo para frascos esteériles 2
analisis microbiano | Guantes de Latex 1

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

13




Tabla 2-2: Equipos Utilizados

ETAPA DEL PROYECTO EQUIPOS CANTIDAD
Instalacion de las CCMs DAQ (sistema de datos) 1
Computador 1
Multimetro 1
Balanza Analitica 1
Analisis Microbiologico Camara de flujo laminar 1
Autoclave 1
Balanza analitica 1
Micropipeta 1000 pl-100 pl 2
Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017
Tabla 3-2: Materiales de Laboratorio para el analisis microbiolégico
MATERIALES REACTIVOS SUSTANCIAS [EQUIPOS
Gradillas Agar nutritivo Alcohol al 70%  |Camara de flujo
Toalla de Cocina Glucosa Agua destilada  [laminar
/Algodon Mechero PDA Balanza Analitica

Papel Aluminio
Erlenmeyer de 250 ml
Erlenmeyer de 500 ml
Frasco para laboratorio

tapa rosca 1000 ml.

Autoclave

Refrigeradora

Pera de succion

Tubos pirex con tapa
20ml

Cajas Petri
Micropipeteador de
100pl

Micropipeteador de
1000ul

Puntas volumétricas para

micropipeteador

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017
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2.1.1 Muestreo de la celda (CCM 50:50)

Se muestreo el suelo contenido en una celda inactiva CCM1 utilizando un barreno casero de 20
cm de profundidad y un didmetro de 4 cm para obtener dos tipos de muestras: Superficial (1) y la
muestra completa (2). Adicionalmente se tomo directamente 800 g de suelo (Ver Fotografia 1-
2); que fueron almacenados en fundas plasticas y en frascos para guardarse en refrigeracion a 10

°C hasta su utilizacion. (Ver Anexo C)

Fotografia 1-2: Toma de muestra de Celda inactiva (CCM1)

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

2.1.2 Andlisis fisico quimico de suelo de CCM1

El andlisis de las propiedades fisico-quimicas de suelo de la CCM1 se realiz6 en el laboratorio
del Departamento de Suelos Facultad de Recursos Naturales-ESPOCH (Ver anexo D)

determinando las caracteristicas fisicas quimicas y la cantidad de nutrientes.

2.1.3  Cultivo y conteo microbiano

Se homogenizaron y tamizaron los suelos y se procedio a pesar 10 gramos de la muestra (1) y
(2) para ser diluidos en 90 ml de agua destilada estéril (solucion madre), se agitaron

manualmente durante 30 minutos y se dejaron reposar durante 40 minutos. Posteriormente se

15



prepararon las diluciones en base diez hasta la (-7).

Se prepararon los medios de cultivo usando agar nutritivo (AN) (23 g/L) enriquecido con
glucosa (0.5 g/L) y Potato Dextrose Agar (PDA) (40 g/ L). Se llevaron a la autoclave todas las
muestras, y se dejaron reposar hasta volverlas a utilizar. En la cAmara de flujo laminar se
sembraron 100 ul de cada dilucién para ponerlos en medios contenidos en cajas Petri. Se
distribuy6 la siembra de manera uniforme usando una varilla de vidrio. Seguidamente se
incubaron las cajas a temperatura Ambiente (17 °C) para finalmente realizar el conteo de las

unidades formadoras de colonias (UFC) a las 24, 48 y 72 horas.

Se siguid el mismo procedimiento al finalizar todos los experimentos para realizar un conteo
final, las muestra fueron tomadas de cada CCM, y para este caso se prepararon diluciones en
base diez hasta la dilucion -10, para ser sembradas, incubadas y determinar las UFC en los

tiempos previstos.

2.1.4  Instalacion y configuracion de las CCM

Se prepararon 5 celdas de combustible en las cajas cuadradas de acrilico de 5 cm de lado (Ver
Fotografia 2-2), con 125 ml de capacidad. Dentro de las cajas se incorporaron de manera compacta
175.71 g de suelo proveniente de la celda inactiva (Ver Fotografia 3-2) seguidamente se coloco
el anodo, una porcién del mismo suelo de la celda inactiva y a continuacion el catodo (Stoodley ,
deBeer, & Lappin Scott, 1997, pp. 1876-1879) (ver Fotografia 4), en el Grafico 1-2 se observa a detalle
la instalacion de una CCM: 1) Material de acrilico, 2) fibras de carbono (electrodos anodo y
catodo), 3) cauchos, 4) papel celofan; todos estos materiales estan sujetos con tornillos en las

esquinas.
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Grafico 1-2: Instalacion de una CCM

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

Fotografia 2-2: Cajas de acrilico

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017
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Fotografia 3-2: Colocacion del suelo en las cajas
Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

‘
Fotografia 4-2: Ensamblaje de una CCM

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

Finalmente el anodo y catodo de las celdas se conectaron a un sistema de adquisicion de datos
DAQ USB-6009 que operan bajo el Software LabView en una computadora, la cual permitio
realizar un registro de datos de manera continua durante todo el proceso. (Ver Fotografia 5).
Mientras la celda de combustible microbiano control (CCMC) fue monitoreada manualmente
con el multimetro. (Ver Fotografia 6)
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Fotografia 5-2: Instalacion de las CCMs con el DAQ
Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

(]

Fotografia 6-2: Medicion de la CCMC

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017
2.1.5 Mecanismo de reactivacion con glucosa
Después de realizar la instalacion y configuracién de las celdas se procedi6 a inyectar el sustrato
de glucosa 1 g /L con agua destilada estéril hasta saturar el medio para evitar la presencia de

oxigeno en la cdmara anddica (Min & Logan , 2004, pp. 5809-5814). (VVer fotografia 7-2). Esta solucién
se aplico en las 4 celdas, mientras que la CCMC solo fue saturada con agua destilada.
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2.1.6  Mecanismo de reactivacion con induccion de pulsos de corriente directa

Como segundo mecanismo de reactivacion, se suministré corriente eléctrica a dos celdas (CCMV,
CCMVR). Se aplicaron pulsos con 4 voltajes 0.3V, 0.6 V, 0.9 V hasta 2 Voltios en un tiempo
de 2 milisegundos (tiempo de pulso), se uso el software LabView conjuntamente con el DAQ

para introducir manualmente cada pulso (Ver Fotografia 8). El tiempo de experimentacion tuvo

una duracion de 43 dias.

Fotografia 7-2: Alimentac

v ,

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017
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FOTOGRAFIA 8-2: Pulso de Voltaje a las CCM
Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017
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2.2 Disefio técnico del proyecto

El presente proyecto se enfoca en verificar los fendmenos electroquimicos que se manifiestan en
el proceso de reactivacion de celdas que estuvieron inactivas. Se obtuvieron datos recogidos por
el DAQ vy fueron registrados en la herramienta de Excel, para luego analizarlos mediante el
Software Minitab17 como herramienta estadistica, a partir de registros diarios durante un periodo
de 43 dias monitoreados, mediante sensores automaticos. Se inicid con la fase de la estadistica
previamente con la organizacién y limpieza de la base de datos: para su estudio se prob6 que
siguen una distribucion normal (Ver Anexo E) y posteriormente se graficd la informacién util a
analizar que se presentaran en los resultados estadisticos (ver graficos). Se evalu6 durante los
siete periodos, la hipdtesis mediante un analisis univariado (ANOVA) en la cual se comprobé
los objetivos planteados al inicio de la investigacién, basandonos en pruebas paramétricas
disponibles aplicables para esta investigacion. Finalmente se aplicé el test de Tukey que ofrece
informacién sobre agrupacion de conjuntos de intervalos mediante una comparacion maltiple de

las medias (promedios).
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CAPITULO 111

3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis de resultados

3.1.1 Caracterizacion fisico quimica del suelo
Se determind la cantidad de nutrientes y la composicion quimica del suelo obtenido de la celda

inactiva CCM1 (Armas & Ramirez, 2014, pp 1-105), COMO Se muestra en la en la Tabla 1-3 y en la
Tabla 2-3 comparamos los resultados la situacion inicial de la celda inactiva

Tabla 1-3: Analisis Fisico Quimico del Suelo

mg Meq/100g uS
IDENTIFICACION pH % M.O NH4 P K Ca Mg Conduccién
eléctrica

SUELO 6.28L. | 09B | 189B | 54.5A 1.4A | 2.7B 34 1989/ No
(cov) . M salino
METODO METODO OLSEN
UTILIZADO

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017 (Resultados Departamento de Suelos)

Tabla 2-3: Comparacion con caracterizacion del Suelo.

PARAMETROS CCM1 2014 CCM1 2016
ph 5.5 L. Ac 6.28 L Ac
% Materia Organica 3.7M 098
NH4 (Amonio) 11.5B 1898B
P (Fdsforo) 68.1 A 54.5A
K (Potasio) 0.24B 1.4A
Ca (Calcio) 102 M 2.78B
Mg (Magnesio) 5.7 3.4M
Conduccidn Eléctrica 203 uS/ No 1989 uS/No

salino salino
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CODIGO
N: Neutro /A: Alto con respecto a la concentracion normal del suelo
L. Ac.: Ligeramente acido M: Medio con respecto a la concentracion normal del suelo
L. Alc: Ligeramente. Alcalino  |B: Bajo con respecto a la concentracion normal del suelo

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

Dentro de los parametros analizados, principalmente se puede observar un cambio en el pH de
5.5a 6.28 (ligeramente acido) debido a la matriz orgénica que contenia el suelo, y al transcurrir
un proceso de degradacion. El estado acido del sustrato es muy normal en el ciclo de una celda
de combustible microbiano asi como la conduccidn eléctrica que es alta en este caso, determina

la movilidad de los electrones lo que es positivo en la generacidn de energia en CCMs. (Pant,
Bogaert,, Diels, & Vanbroekhoven, 2010, pp. 1533-1543).

3.1.2 Caracterizacion morfoldgica y recuento inicial microbiolégico

En la evaluacion morfoldgica se presentaron colonias planas y circulares de diversos colores:
blancas que fueron visibles a las 48 horas, amarillas, rosadas, rojas, entre otras (Ver anexo A),
En el trabajo (Armas & Ramirez, 2014, pp. pp 1-105) Se reportaron Unicamente gran cantidad de
colonias de color blanquecino plano y circular. Esta diferencia de crecimiento, en cuanto a las
nuevas morfologias bacterianas encontradas es producto de cambios en el ambiente y por
descomposicion del sustrato en el tiempo que permanecieron inactivas.

En la Tabla 7-3 se registra el conteo microbiano:

Tabla 3-3: Registro Inicial UFC de CCM inactiva

] No Colonias UFC (g)
MUESTRA | MEDIO | DILUCION

24h | 48h | 72h 24 h 48 h 72 h
1|PDA | Control SC | sC | sC I I |
1|PDA |10-2 215 | 93 |>300 | 2.15x10° I |
1|PDA |10-3 88 | 137 | 72 | 8.8x10° | 2.25x107 | 2.9x107
1|PDA |10-4 1 25 27 1x10° 2.6x107 | 5.3x107
1|PDA |10-5 SC 7 3 I 7x107 1x108
1|PDA |10-6 1 7 1 1x108 8x108 9x108
1|PDA |10-7 SC 1 6 I 1x10° 7x10°
1|AN control SC | sC | sC I I |
1|AN 10-2 289 | 172 |>300 | 2.89x10° I |
1|AN 10-3 47 | 93 55 | 4.7x10° | 1.4x107 | 1.95x107
1|AN 10-4 12 33 16 | 1.2x107 | 4.5x107 | 6.1x107
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1|AN 10-5 SC 4 1 I 4.0x107 | 5.0x107
1|AN 10-6 SC 2 1 I 2x108 3x108
1|AN 10-7 16 | 36 1 | 1.6x10%° | 5.2x10%° | 5.3x10%°
2|PDA | Control SC | sC | sC I I |
2|PDA |10-2 287 | >300 | >300 | 2.87x10° I |
2|PDA |10-3 58 | 119 | 49 | 5.8x10° | 1.7x107 | 2.26x107
2|PDA |10-4 9 16 | 20 9x10% | 2.5x107 | 4.5x107
2|PDA |10-5 1 1 1 1x107 2x107 3x107
2|PDA |10-6 SC | sC 1 I I 1x108
2|PDA |10-7 SC | sc 1 I I 1x10°
2| AN Control SC SC SC | | |
2| AN 10-2 >300 | >300 | >300 I I |
2| AN 10-3 100 | 78 | 64 1x107 | 1.78x107 | 2.42x107
2| AN 10-4 6 21 8 6x10° | 2.7x107 | 3.5x107
2| AN 10-5 1 3 e 1x107 4x107 |
2| AN 10-6 e 1 1 I 1x108 2x108
2| AN 10-7 SC | sC | sc I I |
SC: sin crecimiento |I: Incontable

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

El crecimiento promedio de la muestra 1(superficial) y de la muestra 2 (muestra completa) se

halla a continuacion:

Tabla 4-3: Crecimiento promedio total inicial

MUESTRA | MEDIO TOTAL (UFC) g
1 PDA 1.6x10°
1 AN 1.06x101°
2 PDA 2.39x108
2 AN 8.6x107

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

3.1.3 Recuento final microbiolégico

Una vez realizado el proceso se reactivacion se cuantifico la poblacion microbiana existente

obteniéndose los valores registrados en la tabla 9. (Ver anexo B).
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Tabla 5-3: Registro final de UFC para cada CCM

MUESTRADE |MEDIO DILUCION [No UFC (ml) [UFC (g)
LA CELDA Colonias
72h 72h 72h

CCM(C) AN 10710 4 4x1011 4x1012
CCM(C) PDA 10710 1 1x10%t 1x10%2
CCM(V) AN 1010 5 5x1011 5x1012
CCM(V) PDA 10710 SC NC NC
CCM(VR) AN 10710 27 2.7x1012 2.7x1013
CCM(VR) PDA 10710 1 1x10%! 1x10%2
CCM(G) AN 10710 >300 NC NC
CCM(G) PDA 10710 4 4x1011 4x1012
CCM(GR) AN 10710 7 7x1011 7x1012
CCM(GR) PDA 10710 3 3x10%! 3x10%2

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

Tabla 6-3: Crecimiento promedio total final

MUESTRA MEDIO TOTAL UFC
(9)

CCMC AN 4x1012
CCMC PDA 1x1012
CCMV & CCMVR | AN 3.85x1012
CCMV & CCMVR | PDA 1x1012
CCMG & CCMGR | AN 7x1012
CCMG & CCMGR PDA 3.5x1012

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

La poblacién de microorganismos cuantificados al finalizar los procesos de reactivacién ha

aumentado en cinco 6érdenes de magnitud.
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3.1.4 Produccién de bioelectricidad

3.1.4.1 Registro de voltaje

En latabla 11 se muestra el voltaje promedio en Voltios (V) para cada tratamiento:

Tabla 7-3: Registro Promedio de voltaje para cada periodo de prueba (Voltios)

PERIODO | CCMC CCMV CCMVR | CCMG CCMGR
| 0,0000 0,0234 0,0242 0,0201 0,0250
1 0,0000 0,0139 0,0386 0,0114 0,0527
Il 0,0000 0,0388 0,0543 0,0260 0,0811
v 0,0000 0,0245 0,0186 0,0310 0,0414
V 0,0000 0,0443 0,0384 0,0834 0,0930
Vi 0,0000 0,0820 0,0831 0,137 0,132

VII 0,0000 0,121 0,112 0,0819 0,0788

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

A continuacion se presentan graficos de generacion de voltaje para CCM, después de

cada tratamiento:
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—CCMV  ——CCMVR  —— CCMG CCMGR

Grafico 1-3: Produccidn de voltaje en las CCM, Periodo |

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017
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En la gréfica 1-3, se observan las curvas de generacion de voltaje para cada CCM, se presentan
curvas inestables, donde apenas se agrega el tratamiento empiezan a generar energia como es el
caso de la CCMG, CCMGR, CCMVR, esta ultima celda genera un valor méximo de 0.4 V a
diferencia de las otras y se mantiene estable durante 40 horas. En la CCMV la generacion de
electricidad ocurre a las 20 horas después del estimulo para generar de manera constante el

mismo voltaje que la anterior y decaer en 20 horas de produccion.
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Gréfico 2-3: Produccién de voltaje en las CCM, Periodo 1l

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

Se realizd un nuevo experimento con 0.3 V sobre las mismas celdas y en la Gréafica 2-3 se
observan curvas de generacién de electricidad con un ciclo de vida de 24 horas para las CCMVR
y CCMGR. La CCMV y la CCMG alcanzaron un voltaje minimo de generacion en tiempos
diferentes, estos voltajes minimos se debe a que en las primeras semanas las CCM se adaptan a
los sustratos y hay decaimientos constantes en la produccion de voltaje, e incluso la generacion

del mismo en muchos casos son productos del ruido del DAQ. (Du, Li, & Gu, 2007, pp. 464-482).
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Gréfico 3-3: Produccién de voltaje en las CCM, Periodo |11

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

Se sometieron a un pulso de 0.6 V después de los anteriores, sobre las mismas celdas, se observa
en la Gréfica 3-3, curvas de produccién inestables pero con una generacion continua de 12 horas.

Para este tratamiento la CCMG se comport6 de la manera similar al periodo anterior.
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Gréfico 4-3: Produccion de voltaje en las CCM, Periodo IV

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

Se suministro un pulso de 0.6 V sobre las mismas celdas que corresponden al tratamiento con
voltaje, en la Gréfica 4-3, se observa curvas de produccion de electricidad a las 18 horas después
de afadir los tratamientos, las celdas presentan una actividad eléctrica continua de mas de 20
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horas y para la mayoria de los casos una generacion por encima de 0,04 V.
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Gréfico 5-3: Produccion de voltaje en las CCM, Periodo V

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

En este quinto periodo de tratamiento como se muestran en el Gréfico 5-3, se volvieron a saturar
las celdas con glucosa y un pulso de 0.9 V sobre las mismas celdas. Se obtuvieron curvas de
generacion estables en diferentes tiempos de generacion de electricidad. Las celdas bajo el
tratamiento con glucosa (curva amarilla y ploma) son las generan hasta 0.14 V. Durante este
periodo las curvas son estables y tienen mas de 20 horas de actividad eléctrica en las celdas.
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Gréfico 6-3: Produccion de voltaje en las CCM, Periodo VI

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017



En la gréfica 6-3, se obtuvo curvas de produccién de voltaje éptimas. Las (CCMG y CCMGR)
presentaron un mismo comportamiento alcanzando los més altos picos de generacion de
electricidad (de 0.15 V a 0.18 V) siendo mas estables al momento de reportar voltajes, a
diferencia de las (CCMV y CCMVR) cuya generacion es estable en un rango 0.8 Va 0.14 V,
menor a las de tratamiento bajo la influencia de solo glucosa. Para este experimento se reporta

la generacién de voltaje en menos de 15 horas.
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Gréfico 7-3: Produccién de voltaje en las CCM, Periodo VII

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

Se suministré un nuevo estimulo con 2 Voltios sobre las mismas celdas correspondientes, en la
grafica 7-3, reportaron curvas de voltaje similares para cada tratamiento, se agruparon las celdas
gue fueron tratadas con pulsos por la generacién de voltaje de manera similar y estable, en un
rango de 0.14 V a 0.22 V, mientras que para las CCMG y CCMGR se observa una curva similar
en la produccién de voltaje para luego decaer después de un largo periodo de generacién hasta
40 horas.
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Gréfico 8-3. Produccion de voltaje en las CCM, durante todos los tratamientos

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

En el grafico 8-3, (no a escala para el eje del tiempo); se observa la generacion de voltaje en
cada periodo de tratamiento (I, 11, I, 1V, V, VI, VII), después de cada intervalo de descanso (a)
3 dias, (b, c, d) 8 dias, (e) 6 dias, (f, g) 5 dias, durante todo el proceso de reactivacion en las
CCMs en 43 dias de monitoreo continuo. Durante el dia 1 al 22 se observan curvas de generacion
de voltaje inestables para las Celdas con el tratamiento de glucosa y las celdas con pulsos
eléctricos, y con promedios de generacidn similares para los dos casos. A partir del dia 23 al 43
ocurren los cuatro periodos donde las celdas bajo el tratamiento de glucosa (CCMG y CCMGR)
se visualiza curvas ascendentes, pero se mantienen aproximadamente estables durante los
Gltimos tratamientos formando una curva de estabilidad color purpura, a diferencia de las celdas
bajo el suministro de glucosa mas pulsos de voltajes (CCMV y CCMVR) que graficamente se
observa que a medida que aumentan los pulso de voltaje, la generacion de voltaje es ascendente
(curva creciente de color rojo) atendiendo a este comportamiento durante todo el tratamiento
desde el dia 1 hasta el dia 43.
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3.1.4.2 Anélisis estadistico (ANOVA)

3.1.4.2.1 Anélisis ANOVA para el Periodo de Reactivacion |

Hipotesis

H,: Las celdas bajo los tratamientos: 1) alimentacion con glucosa (CCMG y CCMGR) y 2)
glucosa mas estimulacion bajo corriente directa (CCMV y CCMVR), para su reactivacion,

generan iguales promedios (medias) durante cada periodo.
H;: Las celdas bajo los tratamientos: 1) alimentacién con glucosa (CCMG y CCMGR) y 2)

glucosa més estimulacion bajo corriente directa (CCMV y CCMVR), para su reactivacion,

generan diferentes promedios (medias) durante cada periodo.

Tabla 8-3: Andlisis de Varianza para el Periodo de reactivacion |

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Factor 3 0,0108 0,00362 51,17 0,000
Error 4138 0,293 0,000071

Total 4141 0,304

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

Tabla 9-3: Analisis de Medias para el Periodo de reactivacion |

Factor N Mean StDev 95% CI
CCMV 1576 0,0239 0,0107 (0,0235. 0,0243)
CCMVR 901 0,0242 0,00546 (0,0237. 0,0248)
CCMG 768 0,0201 0,00727 (0,0195. 0,0207)
CCMGR 897 0,0250 0,007057 (0,0243. 0,0254)

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017
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Tabla 10-3: Test de Tukey para el Periodo de reactivacion |

Factor N Mean Grouping

CCMGR 897 0,0250

CCMVR 901 0,0242
CccMv 1576 0,0239 A
CCMG 768 0,0201 B

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

En el cuadro de resultados del analisis de varianza con un factor, ANOVA (Ver tabla 8 y 9), con
un nivel de significancia a=0.05, al 95% de confianza, el valor de probabilidad calculado P=
0,000, siendo (P>0.05); por lo tanto se rechaza la hipétesis nula de igualdad de medias y hay

diferencia entre alguna de las medias generados bajo los dos tratamientos para cada CCM.

En el test de Tukey (Ver tabla 10 ), un grupo segun la comparacion de medias de cada uno de los
niveles donde las todas celdas (CCMGR, CCMVR, CCMV) pertenecen a un mismo grupo y la
CCMG a otro, en conclusion para este periodo | donde se han empleado los dos mecanismos de
reactivacion hay diferencia para la produccion de bioelectricidad, como se explica en el Grafico
1 donde segun el analisis de las curvas de generacion de voltaje es igual en la generacion promedio

de voltaje para cada caso.

3.1.4.2.2 Analisis ANOVA para el Periodo de Reactivacion 1l

Hipotesis

H,: Las celdas bajo los tratamientos: 1) alimentacion con glucosa (CCMG y CCMGR) y 2)
glucosa mas estimulacion bajo corriente directa (CCMV y CCMVR), para su reactivacion,

generan iguales promedios (medias) durante cada periodo.

H;: Las celdas bajo los tratamientos: 1) alimentacion con glucosa (CCMG y CCMGR) y 2)

glucosa més estimulacion bajo corriente directa (CCMV y CCMVR), para su reactivacion,
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generan diferentes promedios (medias) durante cada periodo.

Tabla 11-3: Analisis de Varianza para el Periodo de reactivacion Il

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value

Factor 3 1,238 0,413 733,53 0,000
Error 4190 2,358 0,000563
Total 4193 3,596

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

Tabla 12-3: Analisis de Medias para el Periodo de reactivacion 11

Factor N Mean StDev 95% CI
CCMV 862 0,0139 0,00920 (0,0123. 0,0154)
CCMVR 1199 10,0386 10,0195 (0,0373. 0,0400)
CCMG 742 0,0114 0,00537 (0,00970. 0,0131)
CCMGR 1391 0,0527 0,0361 (0,0514. 0,0539)

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

Tabla 13-3: Test de Tukey para el Periodo de reactivacion |l

Factor N Mean Grouping

CCMGR 1391 0,0527 A
CCMVR 1199 0,0386 B
CcCMV 862 0,0139 C
CCMG 742 0,0114 C

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

En el cuadro de resultados del analisis de varianza con un factor, ANOVA (Ver tabla 11 y 12),
con un nivel de significancia a=0.05, al 95% de confianza, el valor de probabilidad calculado
P= 0,000 siendo (P<0.05), por lo que se rechaza la hipotesis nula de igualdad de medias y hay

diferencia entre al menos uno de las medias generadas bajo los dos tratamientos para cada CCM.

En el test de Tukey (Ver tabla 13), existe tres grupos segun la comparacion de medias de cada
uno de los niveles tratados, donde CCMGR pertenece al primero, la CCMVR al segundo, las

(CCMV y CCMG) pertenecen a un tercero correspondientemente, en conclusion para este periodo
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(1) donde se han empleado los dos mecanismos de reactivacion hay diferencia cuanto a la

generacion promedio de voltaje.

3.1.4.2.3 Andlisis ANOVA para el Periodo de Reactivacion 11l

Hipotesis:

H,: Las celdas bajo los tratamientos: 1) alimentacion con glucosa (CCMG y CCMGR) y 2)
glucosa mas estimulacion bajo corriente directa (CCMV y CCMVR), para su reactivacion,

generan iguales promedios (medias) durante cada periodo.
H;: Las celdas bajo los tratamientos: 1) alimentacién con glucosa (CCMG y CCMGR) y 2)

glucosa mas estimulacion bajo corriente directa (CCMV y CCMVR), para su reactivacion,

generan diferentes promedios (medias) durante cada periodo.

Tabla 14-3: Analisis de Varianza para el Periodo de reactivacion 11

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-
Value
Factor 3 1,361 0,454 442,27 0,000

Error 4323 4,436 0,001026
Total 4326 5,798

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

Tabla 15-3. Analisis de Medias para el Periodo de reactivacion 11l

Factor N Mean StDev 95% CI
CCMV 1255 10,0388 0,0177 (0,0370. 0,04006)
CCMVR 1621 10,0543 0,0320 (0,0528. 0,0559)
CCMG 274 0,0260 0,00680 (0,0222. 0,0298)
CCMGR 1177 0,0811 0,0449 (0,0793. 0,0830)

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017
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Tabla 16-3: Test de Tukey para el Periodo de reactivacion |11

Factor N Mean Grouping

CCMGR 1177 0,0811 A

CCMVR 1621 0,0543 B
CCMV 1255 0,0388 C
CCMG 274 0,0260 D

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

En el cuadro de resultados del analisis de varianza con un factor, ANOVA (Ver tabla 14 y 15),
con un nivel de significancia a=0.05, al 95% de confianza, el valor de probabilidad calculado
P= 0,000 siendo (P<0.05), por lo que se rechaza la hip6tesis nula de igualdad de medias y hay

diferencia entre al menos uno de los datos generados bajo los dos tratamientos para cada CCM.

En el test de Tukey (Ver tabla 16), existe cuatro grupos segun la comparacion de medias de cada
uno de los niveles tratados, donde las (CCMGR, CCMVR, CCMV, CCMG) pertenecen a grupos
diferentes, en conclusion para este periodo 11, donde se han empleado los dos mecanismos de

reactivacién hay diferencia para la produccién promedio de voltaje de bioelectricidad.

3.1.4.2.4 Analisis ANOVA para el Periodo de reactivacion IV

Hipotesis

H,: Las celdas bajo los tratamientos: 1) alimentacion con glucosa (CCMG y CCMGR) y 2)
glucosa mas estimulacion bajo corriente directa (CCMV y CCMVR), para su reactivacion,

generan iguales promedios (medias) durante cada periodo.

H;: Las celdas bajo los tratamientos: 1) alimentacion con glucosa (CCMG y CCMGR) y 2)
glucosa més estimulacion bajo corriente directa (CCMV y CCMVR), para su reactivacion,

generan diferentes promedios (medias) durante cada periodo.
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Tabla 17-3: Andlisis de Varianza para el Periodo de reactivacion 1V

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Factor 3 0,415 0,138 857,66 0,000
Error 7005 1,130 0,0001l61

Total 7008 1,545

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

Tabla 18-3: Analisis de Medias para el Periodo de reactivacion 1V

Factor N Mean StDev 95% CI
CCMV 1298 10,0245 0,0136 (0,0238. 0,0252)
CCMVR 1240 0,0186 0,00685 (0,0179. 0,0193)
CCMG 2824 0,0310 10,0100 (0,0305. 0,0314)
CCMGR 1647 10,0414 10,0182 (0,0407. 0,0420)

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

Tabla 19-3: Test de Tukey para el Periodo de reactivacion 1V

En el cuadro de resultados del analisis de varianza con un factor, ANOVA (Ver tabla 17 y 18),
con un nivel de significancia a=0.05, al 95% de confianza, el valor de probabilidad calculado
P= 0,000 siendo (P<0.05), por lo que se rechaza la hipotesis nula de igualdad de medias y hay

diferencia entre al menos uno de los datos generados bajo los dos tratamientos para cada CCM.

En el test de Tukey (Ver tabla 19), existe cuatro grupos segun la comparacion de medias de cada
uno de los niveles tratados, donde las (CCMGR, CCMVR, CCMV, CCMG) pertenecen a grupos
diferentes como en el periodo 1V, en conclusion para este periodo replicado, donde se han

empleado los dos mecanismos de reactivacion hay diferencia para la produccion promedio de

bioelectricidad.

Factor N Mean Grouping
CCMGR 1647 0,0414 A

CCMG 2824 0,0310 B

CCMV 1298 0,0245 C
CCMVR 1240 10,0186 D

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017
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3.1.4.2.5 Anélisis ANOVA para el Periodo de reactivaciéon V

Hipotesis

H,: Las celdas bajo los tratamientos: 1) alimentacion con glucosa (CCMG y CCMGR) y 2)
glucosa més estimulacion bajo corriente directa (CCMV y CCMVR), para su reactivacion,

generan iguales promedios (medias) durante cada periodo.
H;: Las celdas bajo los tratamientos: 1) alimentacion con glucosa (CCMG y CCMGR) y 2)

glucosa més estimulacion bajo corriente directa (CCMV y CCMVR), para su reactivacion,

generan diferentes promedios (medias) durante cada periodo.

Tabla 20-3: Analisis de Varianza para el Periodo de reactivacion V

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value

Factor 3 2,879 0,960 1058,75 0,000
Error 4757 4,312 0,000906
Total 4760 7,191

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

Tabla 21-3 Analisis de Medias para el Periodo de reactivacion V

Factor N Mean StDev 95% CI

CCMV 1078 10,0443 0,0197 (0,0425. 0,0461)
CCMVR 1551 0,0384 0,0197 (0,0369. 0,0399)
CCMG 731 0,0833 0,0373 (0,0812. 0,0856)
CCMGR 1401 0,0930 0,0403 (0,0915. 0,09406)

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017
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Tabla 22-3: Test de Tukey para el Periodo de reactivacion V

Factor N Mean Grouping

CCMGR 1401 0,0930 A

CCMG 731 0,0834 B
ccMv 1078 0,0443 C
CCMVR 1551 0,0384 D

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

En el cuadro de resultados del analisis de varianza con un factor, ANOVA (Ver tabla 20 y 21),
con un nivel de significancia 0=0.05, al 95% de confianza, el valor de probabilidad calculado P=
0,000 siendo (P<0.05), por lo que se rechaza la hipdtesis nula de igualdad de medias y hay
diferencia entre al menos uno de los datos generados bajo los dos tratamientos para cada CCM.

En el test de Tukey (Ver tabla 22), existe cuatro grupos segun la comparacion de medias de cada
uno de los niveles tratados, donde las (CCMGR, CCMVR, CCMV, CCMG) pertenecen a grupos
diferentes. En conclusion, donde se han empleado los dos mecanismos de reactivacién hay

diferencia para la produccion promedio de bioelectricidad.

3.1.4.2.6 Anélisis ANOVA para el Periodo de reactivacién VI

Hipotesis

H,: Las celdas bajo los tratamientos: 1) alimentacion con glucosa (CCMG y CCMGR) y 2)
glucosa més estimulacion bajo corriente directa (CCMV y CCMVR), para su reactivacion,

generan iguales promedios (medias) durante cada periodo.
H;: Las celdas bajo los tratamientos: 1) alimentacion con glucosa (CCMG y CCMGR) y 2)

glucosa més estimulacion bajo corriente directa (CCMV y CCMVR), para su reactivacion,

generan diferentes promedios (medias) durante cada periodo.
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Tabla 23-3: Andlisis de Varianza para el Periodo de reactivacion VI

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Factor 3 1,972 0,657 413,02 0,000
Error 2800 4,457 0,00159

Total 2803 6,429

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

Tabla 24-3: Andlisis de Medias para el Periodo de reactivacion VI

Factor N Mean StDev 95% CI
CCMV 832 0,0831 0,0327 (0,0804. 0,0858)
CCMVR 700 0,0802 0,0448 (0,077. 0,0831)
CCMG 704 0,137 0,0514 (0,134. 0,140)

CCMGR 568 0,132 0,0231 (0,129. 0,135)

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

Tabla 25-3: Test de Tukey para el Periodo de reactivacion VI

Factor N Mean Grouping
CCMG 704 0,137 A

CCMGR 568 0,132 A

CCMV 832 0,0831 B
CCMVR 700 0,0802 B

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

En el cuadro de resultados del analisis de varianza con un factor, ANOVA (Ver tabla 23 y 24),
con un nivel de significancia a=0.05, al 95% de confianza, el valor de probabilidad calculado
P= 0,000 siendo (P<0.05), por lo que se rechaza la hip6tesis nula de igualdad de medias y hay

diferencia entre al menos uno las medias generadas bajo los dos tratamientos para cada CCM.

En el test de Tukey (Ver tabla 25), existe dos grupos segun la comparacién de medias de cada
uno de los niveles tratados, donde las (CCMG, CCMGR) pertenecen al primero y la (CCMVR,
CCMYV) pertenecen al segundo, en conclusion donde se han empleado los dos mecanismos de
reactivacion hay diferencia para la produccién promedio de bioelectricidad donde cada grupo: A
y B generara Un promedio diferente para cada caso, y se observa una mayor produccion en las

celdas bajo glucosa con una media de 0,13 V.
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3.1.4.2.7 Anélisis ANOVA para el periodo de reactivacion, V

Hipotesis

H,: Las celdas bajo los tratamientos: 1) alimentacion con glucosa (CCMG y CCMGR) y 2)
glucosa més estimulacion bajo corriente directa (CCMV y CCMVR), para su reactivacion,

generan iguales promedios (medias) durante cada periodo.
H;: Las celdas bajo los tratamientos: 1) alimentacion con glucosa (CCMG y CCMGR) y 2)

glucosa mas estimulacion bajo corriente directa (CCMV y CCMVR), para su reactivacion,
generan diferentes promedios (medias) durante cada periodo.

Tabla 26-3: Andlisis de Varianza para el Periodo de reactivacion VII

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value

Factor 3 0,2478 0,0826 41,15 0,000
Error 3539 7,104 0,002007
Total 3542 7,352

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

Tabla 27-3: Analisis de Medias para el Periodo de reactivacion VII

Factor N Mean StDev 95% CI

CCMV 1161 0,119 0,0583 (0,116. 0,121)
CCMVR 709 0,121  0,0480 (0,118. 0,125)

CCMG 944 0,0819 0,0260 (0,100. 0,106)
CCMGR 729 0,0788 0,0350 (0,0996. 0,106)

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017
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Tabla 28-3. Test de Tukey para el Periodo de reactivacion VII

Factor N Mean Grouping
CCMVR 709 0,121 A

CCMV 1161 0,119 A

CCMG 944 0,0819 B
CCMGR 729 0,0788 B

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

En el cuadro de resultados del analisis de varianza con un factor, ANOVA (Ver tabla 26 y 27),
con un nivel de significancia a=0.05, al 95% de confianza, el valor de probabilidad calculado
P= 0,000 siendo (P<0.05), por lo que se rechaza la hipotesis nula de igualdad de medias y hay
diferencia entre al menos uno de los datos generados bajo los dos tratamientos para cada CCM.

En el test de Tukey (Ver tabla 28), existe dos grupos segin la comparacion de medias de cada
uno de los CCMGR) niveles tratados, donde las (CCMVR, CCMV) pertenecen al primero y las
(CCMG, CCMGR) pertenecen al segundo, en conclusién para este periodo IV donde se han
empleado los dos mecanismos de reactivacion, las celdas bajo el suministro de glucosa mas
voltaje (B) son las que generan un voltaje promedio mejor que el grupo B, ademés de que se
observa que a medida de que se aumenta los pulsos voltaje se mejora el rendimiento en la
generacién de bioelectricidad. Asi mismo en la grafica 8 se observa la curva de generacién de

voltaje para las las celdas mencionadas y se percibe que presentan una atendencia creciente,
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CONCLUSIONES

Se implementé dos CCM con capacidad volumétrica de 125 ml cada una con su réplica, a las
cuales se sometieron a diferentes tratamientos de reactivacién: con glucosa y suministro de voltaje

como estimulo.

Al finalizar los procesos de reactivacién en los 43 dias de monitoreo continuo, las CCM bajo el
tratamiento de glucosa presentan una generacion de voltaje constante, llegando a una curva de
estabilidad para seguramente después de un tiempo decaer la generacion de energia, mientras que
en las CMMs bajo la accién de estimulos eléctricos presentan una tendencia creciente donde a
medida que se aumentan los pulsos de voltaje, aumenta la generacién de energia expresada en
Voltios.

En el conteo microbioldgico inicial se demostré la existencia de microrganismos antes del
tratamiento y una vez aplicados los mecanismos de reactivacion al final del experimento, se
realizé un conteo microbiolégico expresando en UFC donde indica el aumento de poblacion en

cinco 6rdenes de magnitud.
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RECOMENDACIONES

¢ Realizar mas pruebas con pulsos de Voltaje mas altos para analizar el comportamiento de las

celdas bajo este mecanismo de reactivacion.

e Utilizar los pulsos eléctricos en celdas separadas con el objeto de analizar el efecto del

voltaje en cada CCM.
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ANEXOS

Anexo A. RECUENTO INICIAL MICROBIOLOGICO

MUESTRA SUPERFICIAL(1), A TEMPERATURA AMBIENTE

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017



MUESTRA COMPLETA(2), A TEMPERATURA AMBIENTE

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017



Anexo B. RECUENTO FINAL MICROBIOLOGICO

MUESTRA DE LA CCMC

10°10 10-10 Placa de control

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

MUESTRA DE LA CCMV

10-10 10-10 Placa de control

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

MUESTRA DE LA CCMVR

Placa de control

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017



MUESTRA DE LA CCMG

10710 10-10 Placa de control

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

MUESTRA DE LA CCMGR

10-10 10-10 Placa de control

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017



Anexo C. PROCESO EXPERIMENTAL

Fotografia 6. Muestreo de la CCM inactiva
Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

Fotografia 7. Dilucion en serie

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017
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Fotografia 8. Inoculo bacteriano
Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

Fotografia 9. Configuracion de una CCM
Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017



Fotografia 10. Instalacién de las CCM
Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017

Fotografia 11. Saturacién de las CCMs con glucosa y agua destilada

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017



Fotografia 12. Pulsos a través del SOFTWARE LabVIEW

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017
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Fotografia 13. Recepcion de datos en SOFTWARE LabVIEW

Realizado por: Valdivieso Lucely, 2017




Anexo D. ANALISIS FISICO- QUIMICO DEL SUELO

Anexo E. GRAFICOS DE DISTRIBUCION NORMAL PARA LOS PERIODOS
DE PRUEBA
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