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RESUMEN

La presente investigacién tuvo como objetivo caracterizar molecularmente cultivos axénicos
provenientes de una biopelicula anddica formada por microorganismos de suelo de paramo para
el tratamiento de lixiviados de frutas y verduras procedentes del Mercado Mayorista de la ciudad
de Riobamba mediante celdas de combustible microbianas en flujo continuo. Para la
experimentacion, como indculo se selecciond la bacteria Delftia acidovorans obtenida por
identificacion molecular y una solucion de suelo de paramo para la realizacion de dos tratamientos
por triplicado. Se realiz6 un andlisis de la muestra de lixiviados antes y después de la
experimentacion por métodos estandar. Se construyd celdas de configuracion simple con volumen
de operacion de 510 mL, se empled un sistema de adquisicion de datos con un Arduino 1,y 3
conversores analogos ads1115 I2c para recolectar automaticamente datos de voltaje cada 60
segundos en un ordenador durante 15 dias. Se realiz6 la medicion de pH de las seis celdas cada
dia y el tiempo de retencion hidraulico considerado fue de 24 horas para la recirculacion del
sustrato. El andlisis estadistico demostrd que no existen diferencias significativas en la produccion
de voltaje y remocion de contaminantes en ambos tratamientos. El voltaje promedio obtenido por
el cultivo puro fue de 127.98 mV y el de suelo de paramo de 122.9 mV, ambos casos tuvieron
porcentajes de remocion de materia organica medida en demanda bioquimica de oxigeno,
demanda quimica de oxigeno y nitrégeno amoniacal similares, sin embargo, el tratamiento con
suelo de paramo arroj6 porcentajes de remocion mayores. Se concluye que los cultivos axénicos
y heter6trofos empleados en la muestra de lixiviados con alimentacion en flujo continuo
favorecieron el aumento de pH, la produccion de bioelectricidad y remocidn de materia organica.
Se recomienda realizar tratamientos empleando cultivos bacterianos mixtos para maximizar la

obtencion de voltaje y remocion de cargas contaminantes.

Palabras clave: <BIOELECTRICIDAD>, <CELDA DE COMBUSTIBLE MICROBIANA
(MFC)>, <BACTERIAS ELECTROGENICAS>, <TRATAMIENTO DE LIXIVIADOS>,
<IDENTIFICACION MOLECULAR>, <FLUJO CONTINUO>.

0924-DBRA-UTP-2022
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SUMMARY

The aim of the current research was to characterize in a molecular way axenic cultures from an
anodic biofilm formed by microorganisms found in moorland soil for the treatment of fruit and
vegetable leachates generated by the Wholesale Market in Riobamba city by means of continuous
flow microbial fuel cells. For the experimentation process, Delftia acidovorans bacterium which
was obtained through a molecular identification was used as inoculum; in addition, a moorland
soil solution for implementing two treatments in triplicate was also used. An analysis of the
leachate sample before and after the experimentation was carried out through the application of
standard methods. Simple configuration cells with 510 mL operating volume were built as well
as a data acquisition system with Arduino 1, and 3. ads1115 12¢ analog converters were used to
automatically collect voltage data every 60 seconds on a computer for 15 days. The pH
measurement of the six cells was performed every day and the hydraulic retention time considered
was 24 hours for substrate recirculation. Statistical analysis showed that there were no significant
differences in voltage production and contaminant removal in both treatments. The average
voltage obtained by the pure culture was 127.98 mV and 122.9 mV by the moorland soil, both
cases evidenced similar percentages of organic matter removal measured in the biochemical
oxygen demand, chemical oxygen demand and ammonia nitrogen; however, the treatment with
moorland soil evidenced higher removal percentages. It is concluded that the axenic and
heterotrophic cultures used in the leachate sample with continuous flow feeding increased pH,
bioelectricity production and organic matter removal. It is recommended to carry out treatments

using mixed bacterial cultures to maximize the voltage and pollutant load removal.

Keywords: <BIOELECTRICITY >, <MICROBIAN FUEL CELL (MFC)>, <ELECTROGENIC
BACTERIA>, <LEACH TREATMENT>,  <MOLECULAR IDENTIFICATION>,
<CONTINUOUS FLOW>.

-
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INTRODUCCION

La creciente demanda de energia asociada al desarrollo econémico y el crecimiento demogréafico
ha llevado a estrategias que priorizan la expansion de la produccion de energia eléctrica. Esta
produccién y uso de energia suponen la principal causa junto con el transporte, de las emisiones
de gases de efecto invernadero, gases responsables del cambio climatico. Si bien existen fuentes
de energia renovable como son; edlica, solar, hidroeléctrica y biomasa, entre otras. Karthick y
Haribabu (2020, p. 275) en el Ecuador segun la Agencia de regulacion y control de electricidad en
el afio 2020 se reportd que el 60.75% de energia producida en el pais proviene de fuentes
renovables, donde el 58.45% de energia es producida por hidroeléctricas. Si bien la construccion
de hidroeléctricas se ha constituido en uno de los principales mecanismos de produccion
energética en el pais, se conoce también que estd generando una fuerte controversia si
verdaderamente corresponde a una fuente sostenible, esto debido a los impactos sociales y
ambientales que implica su construccién, la modificacién de regimenes hidroldgicos y la
retencion de las aguas, lo cual a su vez afecta los procesos de escorrentia, de transporte de
sedimentos, cambiando la geomorfologia de los rios antes y después de las estructuras. Adicional
la descomposicién de la materia organica en los embalses puede promover la generacion de gases
de efecto invernadero (GEI) como el metano (se estima que las represas son las responsables de
1.3% de las emisiones globales de GEI). Parece evidente que es perfectamente compatible el uso
de energias renovables con précticas insostenibles.

Otro problema recurrente en nuestro pais es el manejo de residuos organicos, segun INEC (2019,
pp. 2-5) cada habitante del Ecuador produce en promedio alrededor de 0.84 kilogramos de residuos
solidos al dia, en el &rea urbana, donde el 56.6% corresponde a residuos organicos. La mayoria
de los desperdicios de alimentos generados a partir de comunidades, restaurantes, fabricas y
especialmente mercados terminan en vertederos sin ningun tratamiento sostenible. Estos residuos
por su alto contenido de agua generan lixiviados que de acuerdo con su constitucion presenta una
composicion metanogeénica, que al ser drenados hacia aguas superficiales y subterraneas debido
a la compactacion de residuos y la percolacion de aguas lluvias podria ser considerado
potencialmente peligrosos (Maldonado et al., 2017, p. 92). A la luz de todo esto, el problema radica en
la busqueda de fuentes asequibles que considere el acceso de energia para todos, que busque una
generacion sostenible no convencional y sobre todo inserte la idea de auto-sustentabilidad en el
actual modelo energético.

Mediante la problematica planteada anteriormente, direcciona esta investigacion a la siguiente
pregunta: ¢El desarrollo de tecnologias autosustentables pueden disminuir la concentracion de

materia orgénica presente en los lixiviados y a su vez producir energia eléctrica?



Justificacion

Las celdas de combustible microbiano por sus siglas en inglés (MFC) es un &rea emergente para
la generacidn alternativa de energia renovable y ofrece oportunidades adicionales para la
biorremediacién ambiental. Segun Jatoi et al. (2020, pp. 1-10) se ha visto que varios compuestos
organicos provenientes de distintos tipos de aguas residuales han tenido éxito generando energia
en las MFC, lo que demuestra viabilidad en la generacion de energia y contaminantes degradados
simultdneamente (Santoro, et al., 2017, pp. 226). Ademas, los residuos de alimentos tienen altas
fracciones orgénicas, lo que les da un gran potencial para ser utilizado como una fuente alternativa
de bioenergia disminuyendo la materia organica en ellos (Choi y Ahn, 2015, pp.53-60).

La caracterizacion de poblaciones microbianas que acttan en el compartimento anddico de la
MFC permite obtener cultivos puros que de acuerdo con Jothinathan. y Wilson (2017, pp. 520-527)
la utilizacion de bacterias identificadas permite la obtencion de mejores voltajes de energia
eléctrica registrando aun mayor produccion de energia, empleando cultivos bacterianos mixtos.
En consecuencia, esta investigacion genera un aporte importante en el estudio de esta tecnologia
MFC, especialmente en su modo de operacién (flujo continuo), asi también como en la
identificacion de microorganismos y sustratos potenciales para la generacién de energia eléctrica.
Ademas, contd con el aval del Grupo de Investigacion y desarrollo para el ambiente y Cambio
Climatico (GIDAC ESPOCH), por tanto, el principal beneficiario fue la comunidad cientifica ya
gue el presente tema de investigacion proviene de un proyecto de investigacion denominado:
“Produccion de bioelectricidad a partir de MFC como tecnologia autosustentable en el tratamiento
de aguas residuales”, lo que ayud0 a dar un paso mas, en la busqueda de implementar en un futuro

a escala real este tipo de tecnologia emergente.

Antecedentes

A lo largo de los afios se ha venido realizando diversas investigaciones a cerca de la produccién
de bioelectricidad usando celdas de combustible microbianas, las mismas tienen como finalidad
la obtencion de energia eléctrica a través de microorganismos que convierten la energia quimica
encontrada en un sustrato, en energia eléctrica, las cuales estan formadas por una camara anddica
y otra camara catodica. La adicidn de organismos bioldgicos responsables de catalizar reacciones
electroquimicas les da a estos sistemas un nivel de complejidad que quizas esté por encima de los
sistemas electroquimicos ya complejos (baterias, pilas de combustible y supercondensadores).
Con el tiempo las MFC se han convertido en dispositivos mucho mas atractivos considerandose
una tecnologia prometedora para la produccién de energia limpia (Géngora et al., 2017, p. 55).

En el afio 2014, en la ESPOCH empiezan los primeros trabajos de investigacion sobre celdas de



combustible microbiana, comenzando con la bioconversion de residuos solidos organicos con
suelos de la region Amazénica y Alto Andina del Ecuador en MFC de camara simple, donde se
obtuvo un voltaje promedio de 317 mV en las MFCs con suelo Alto Andino, a comparacién de
las MFCs con suelos de la regién Amazonica que produjeron 270 mV, obteniéndose que las MFCs
compuestas con suelos de la region Alto Andina y Amazénica en conjunto con residuos organicos
influyen en la produccion de bioelectricidad (Logrofio et al., 2014, pp. 61-68). El siguiente afio Logrofio
et al. (2015, pp.2009-2014) llevaron a cabo el trabajo sobre la generacion de bioenergia a partir de
residuos de frutas y vegetales usando una MFC de cdmara simple. Para el afio 2016 se establecid
otro modelo de celda de combustible con flujo ascendente como biosensor para el monitoreo de
concentracion de DBO de aguas residuales sintéticas del lavado de arroz (Logrofio etal., 2016, p. 101).
De acuerdo con Guambo et al. (2017: pp.23-27) se realizd mejoras en el disefio de configuracién de
las celdas de combustible microbiana teniendo como resultado MFCs méas pequefias y eficientes
para la remocion de aguas residuales sintéticas de nitrato usando la cepa Pseudomonas sp., para
la produccion de energia eléctrica.

Se han probado varios géneros de bacterias en MFC para evaluar su capacidad electrogénica, uno
de los primeros grupos estudiados fue el de las d-proteobacterias, mas concretamente los
integrantes de la familia Geobacteraceae, sin embargo con el pasar de los afios se logré evaluar
la capacidad electrogénica de varias especies de bacterias que han demostrado un buen
rendimiento en la produccion de energia y remocién de contaminantes, D. acidovorans , A.
butzleri , y C. freundii, trabajando en cultivo mixto generaron un voltaje maximo de 340.75 mV
(Chen, et al., 2013, pp.286-293). EI género Serratia sp y Stenotrophomonas sp para degradacion de
metales pesados en MFC (Peiravi et al., 2017, pp. 329-338; Shen et al., 2017, pp.1-7). También el género
Staphylococcus en consorcio con bacterias del género Bacillus sp presentes en agua residual de
una industria petroquimica dentro de una MFC tuvieron la capacidad de generar un voltaje de
circuito cerrado de 745 mV mientras que los géneros correspondientes a Arcobacter, Aeromonas,
Pseudomonas, Acinetobacter, Cloacibacterium y Shewanella sp., en aguas residuales domesticas
resultaron ser bacterias importantes para la degradacion del 2.4 diclorofenol en MFCs. (Hassan et
al., 2017, pp. 647-657).

Tanto los cultivos puros como los cultivos mixtos se han utilizado en celdas de combustible
microbianas, donde la produccion de energia se ha monitorizado mediante un multimetro. Los
microorganismos mas estudiados en este campo son Geobacteria y Shewenella, que dieron
mejores resultados cuando se inocularon como cultivos puros. En un estudio de analisis
comparativo de la produccidn de energia con cultivos puros, cocultivos y mixtos en una celda de
combustible microbiana realizado por Jothinathan y Wilson (2017, pp. 520-527) se determiné que
Bacillus thuringiensis DRR-1 y Paracoccus homiensis DRR-3 produjeron 180 mV y 300 mV,
respectivamente, como cultivos puros, sin embargo, cuando las dos bacterias se inoculan en un

mismo MFC, dieron 300 mV y 0.010 mA y cuando se combinaron cinco cepas bacterianas
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aisladas de fluido ruminal en un solo MFC produjo una cantidad significativa de voltaje (500 mV)
lo que indica que las bacterias electrogénicas generan mayor energia eléctrica en cultivos mixtos.
Los residuos de alimentos tienen altas fracciones organicas, siendo un gran potencial para ser
utilizado como una fuente alternativa de bioenergia y disminuir la materia organica en ellos. La
generacién de bioelectricidad, la eliminacidn organica y la reduccion de la biomasa se pueden
lograr cuando la materia organica se utiliza en las MFCs. Pero al usar residuos de tipo sélido se
limita la produccion de energia debido a su heterogeneidad y baja hidrolisis, lo que indica
dificultad para los microorganismos a metabolizar. Para superar estas limitaciones, los
investigadores han estudiado los procesos integrados entre la pre-fermentacion y los MFCs
usando lixiviados ya que proporcionan una afinidad de sustrato favorable y una alta generacion
de energia (Choi y Ahn, 2015, pp.53-60).

Se ha usado lixiviados de residuos alimenticios usando MFC de doble camara con un sistema
aireado y otro no aireado donde se obtuvo que para MFC no aireado el crecimiento microbiano
ocurre al primer dia de operacion y produce una corriente eléctrica maxima de 373 mV, para el
caso de MFC aireados el crecimiento microbiano se da en el séptimo dia produciendo una
corriente eléctrica maxima de 404 mV, por lo tanto el MFC aireado mostré mayor rendimiento
de voltaje maximo y densidad de potencia que el MFC no aireado, lo que demuestra que el
suministro de oxigeno disuelto en la cAmara del catodo fue capaz de aumentar la produccion de
energia de la MFC. Por otro lado, se ha investigado el efecto de NaCl y pH (Li et al., 2013, pp. 452—
458) y de los indculos microbianos empleados, comprobando que esta tecnologia es efectiva para

generar energia y disminuir la materia organica presente en los lixiviados (Li et al., 2012: pp. 283
288).

Objetivos de la Investigacion

Obijetivo General

e Caracterizar molecularmente cultivos axénicos para el tratamiento de lixiviados mediante

celdas de combustible microbianas.

Objetivos Especificos

e Identificar bacterias provenientes de cultivos axénicos, mediante técnicas moleculares.

e Construir celdas de combustible microbianas de flujo continuo con propositos
bioelectrogénicos.

e Aplicar y monitorear las bacterias identificadas para disminuir la concentracion de materia

organica presente en los lixiviados, a partir de Celdas de Combustible Microbianas.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Bacterias

Organismos unicelulares carentes de un nucleo verdadero, estos varian en sus caracteristicas
algunos pueden o no poseer flagelos siendo moviles o inmdviles, su tamafio puede ser de hasta 4
micras de largo. Se reproducen de forma rapida por fision binaria, tienen la capacidad de adaptarse
a nuevos ambientes de estrés ambiental. Su capacidad y eficiencia metabdlica les permite
colonizar la superficie terrestre, el aire, los lagos salados y practicamente todas las regiones
geogréficas del planeta., por tanto, pueden encontrarse en todos los lugares. Entre las formas de
clasificacion se encuentra la tincién en Gram positivas y Gram negativas (Rossellé y Amann, 2015,
pp. 209-216).

1.2. Bacterias electrogénicas

Son microorganismos con la capacidad de generar energia de forma alternativa por diferentes
técnicas, como la biorremediacion y la bioelectrogénesis; por ello los organismos que habitan en
ambientes extremos de temperatura o pH se estan tomando en cuenta para reducir sustancias
contaminantes usadas en la industria en diversos procesos y que generan residuos, que en algunas
ocasiones son complicados de remediar. Ejemplos de estos microorganismos son los del género
Shewanella, destacando las especies Shewanella oneidensis y Shewanella loihica que reducen
iones Fe+3 (férrico) a Fe+2 (ferroso) (Hernandez y Sanchez, 2017, pp. 3-5).

Las bacterias electrogénicas o también conocidas como bacterias electroquimicamente activas,
bacterias que respiran anodo o electrogenos se distinguen de otros microorganismos por su
capacidad de transportar directamente electrones fuera de la célula, es decir que son capaces de

realizar transferencias de electrones exocelulares lo que les permite funcionar en una MFC (Zaini
y Murugan, 2019, pp. 1-9).

1.3. Métodos de aislamiento e identificacion bacteriana

1.3.1. Aislamiento bacteriano

Es la separacion de un microorganismo de interés del resto de microorganismos que coexistian

en una muestra original. Para estudiar las caracteristicas fisicas, quimicas, fisioldgicas, etc., de

una bacteria, se necesita que ésta sea aislada en cultivo puro y el aislamiento bacteriano puede
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darse en diferentes medios de cultivos y a partir de distintas técnicas de siembra. EI método méas
usado es la siembra por estria sobre un medio de cultivo sélido en una placa Petri. Si se incuba en
condiciones adecuadas se obtendra un cultivo puro, donde cada colonia aislada esta constituida
de un solo tipo de bacterias, ya que se supone que es la descendencia de una sola célula y, por

tanto, un cultivo axénico (Castafieda, 2004, p. 65).

1.3.2. Técnicas de aislamiento bacteriano

Existen diferentes técnicas de aislamiento bacteriano que pueden utilizarse por ejemplo la
separacion fisica de los microorganismos se la puede realizar a través de diluciones seriadas,
siembra por vertido en placa y siembra por agotamiento.

Para la siembra de las bacterias se utilizan medios de cultivo selectivos y diferenciales de acuerdo
con los requerimientos nutricionales de las bacterias en estudio. También se puede aprovechar de
las caracteristicas particulares que poseen los microorganismos, tales como la formacién de
esporas, el metabolismo anaerobio y/ o facultativo, la capacidad para utilizar sustratos poco

comunes, etc., (Sanz, 2011, pp. 20-24).

e Técnica de aislamiento por agotamiento por estria

Es un método simple y rapido donde se realiza un agotamiento progresivo y continuo del inoculo
en un medio solido en una placa Petri. Tiene la finalidad de obtener un nimero reducido de
bacterias a partir de un gran nimero de ellas. Cuando se las incuba, cada una de las bacterias da
origen a una colonia, y estas colonias individuales constituyen un cultivo puro. Para mantener los
cultivos puros que se obtengan por los diferentes métodos de aislamiento es necesario mantenerlos

bajo refrigeracion y cada cierto tiempo moverlos para evitar la contaminacion de los cultivos (Sanz,
2011, pp. 20-24).

e Técnica de aislamiento en placa por diluciones sucesivas

Se basa en realizar diluciones sucesivas de la muestra de interés, se debe mantener el area de
trabajo estéril para sembrar cantidades conocidas de las bacterias en placas Petri. Se pueden llevar
a cabo varias diluciones en orden 107, al final alguna de las diluciones originara colonias

separadas, lo que permite evaluar el nimero de bacterias viables en la muestra original (Sanz, 2011,
pp.20-24).



1.4, Identificacion bacteriana

1.4.1. Meétodos fenotipicos

Se basan en la determinacion de caracteristicas biogquimicas y/o fisioldgicas de la bacteria a
identificar, es un método muy utilizado por su aplicacién y precio asequibles, y dentro de estos se
encuentran las pruebas bioquimicas con lectura inmediata como la catalasa y oxidasa; con lectura
en menos de seis horas como la hidrdlisis del hipurato, la -galactosidasa (ONPG), las
aminopeptidasas, la ureasa y el indol; pruebas lentas como la oxido-fermentacion, reduccion de
nitratos, entre otras con lecturas de 18 a 48 horas y aquellas pruebas que se basan en caracteres
de resistencia a algunas sustancias como la optoquina, la bacitracina, la solubilidad en bilis, y el
crecimiento en caldo hipersalino (Bou et al., 2011, p. 602).

Ademas, este método también usa sistemas comerciales manuales y automatizados. Las primeras
conocidas como galerias multipruebas que permiten realizar entre 10 a 50 pruebas bioquimicas a
la vez, que consisten en celdillas inoculadas con un sustrato liofilizado. Estas mismas galerias
pueden ser mejoradas en el caso de sistemas automatizados donde la inoculacién, incubacion y
lectura de resultados puede hacerse de manera automatica, también esta la existencia de varios
tipos de paneles que brindan la oportunidad de registrar datos en un ordenador obteniéndose un

indice alto de fiabilidad para la identificacién del microorganismo (Bou et al., 2011, p. 602).

1.4.2. Métodos protedbmicos

Técnica que emplea el estudio y caracterizacion del conjunto de proteinas expresadas por un
genoma (proteoma) y las mas usadas se basan en la electroforesis y en la espectrometria de masas,
esta Ultima permite el andlisis de distintos componentes quimicos de forma precisa al medir iones
derivados de moléculas separandolos en funcion de la relacion masa/carga (Bou et al., 2011, p. 606)

La espectrofotometria de masas MALDITOF es de gran interés para la identificacion de bacterias
grampositivas y gramnegativas. Esta técnica emplea un laser como fuente de ionizacion lo que
genera iones tras bombardear con fotones la muestra, se producen rayos UV de 337 nm, el tiempo
de obtencion del espectro es aproximadamente de un minuto para 10—12 g de un compuesto de

masa/carga (m/z) de 1.000 daltons (Bou et al., 2011, p. 606).

1.4.3. Métodos moleculares

Son procedimientos complementarios cuando la identificacion fenotipica no es suficiente ya que
no todas las cepas de una misma especie muestran una caracteristica especifica. El analisis del

gen ARNr 16s es el mas utilizado para la identificacion precisa de las bacterias. Los analisis de
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genes mas utilizados en la identificacion molecular son:

o Analisis del ARNr 16S (rrs): Se encuentra codificado por el gen rrs 0 ADN ribosomal ARNr
16S (ADN 16S) incluido en la subunidad 30S del ribosoma bacteriano, al tener un alto grado
de conservacion procede como un cronometro molecular, tiene una forma aproximada 1.500
pb lo que proporciona suficiente polimorfismo interespecifico para la identificacion
bacteriana.

e Andlisis del ARNr 23s: Sirve como una alternativa cuando la fraccion 16s no proporciona
datos suficientes. Su uso puede llegar a limitarse debido a su coste y dificultad técnica que
puede llegar a presentarse en la amplificacion de fragmentos mas grandes.

¢ Analisis de rpoB (subunidad de la ARN polimerasa): estas secuencias generan mayor calidad
en la identificacion bacteriana que las 16s, hay una mayor correlacion en la similitud de la
secuencia del rpoB con el criterio de inclusion en la misma especie de la hibridaciéon ADN-
ADN (DDH < 70%) y puede ser empleado como instrumento de genotipificacion y de
filogenia. Para este andlisis se recomienda usar un fragmento hipervariable de 2.300-3.300
pb. Segun el tamafio del fragmento secuenciado el porcentaje de similitud sera variado,
fragmentos de 600-825 pb tendran una similitud mayor o igual al 96% (Bou et al., 2011, pp. 602-
603).

e Andlisis de gyrB (subunidad  de la ADN girasa): Es el gen que codifica la subunidad de la
ADN girasa o topoisomerasa Il y estd involucrado en la replicacién del ADN bacteriano.
Posee una tasa de sustituciones sinénimas que se estima en al menos cuatro veces mayor que
la del ARNr 16S. Permite la identificacién de bacterias pertenecientes a los géneros
Aeromonas, Pseudomonas, Bacillus, Vibrio, enterobacterias, micobacterias y bacterias del

cido lactico (Bou et al., 2011, pp. 602-603).

1.5. Etapas de la identificacion molecular

1.5.1. Extraccién de ADN bacteriano

La extraccion de ADN bacteriano se basa en el aislamiento y purificacion de moléculas de ADN
de una muestra basandose en las caracteristicas fisicoquimicas de la molécula. Cuando se aplican
técnicas moleculares es necesario iniciar con una extraccion de ADN y para obtener datos
confiables y reproducibles es importante la extraccion de ADN integro y puro (Polo, 2018, pp. 1-5).

La extraccion y purificacion de moléculas de DNA y/o RNA es importante para el estudio y
experimentacion en biologia molecular. Por lo tanto, se tiene de diferentes metodologias como la
centrifugacion y el uso de kits comerciales que se emplean segun el origen del DNA y la finalidad
del estudio, asi se han disefiado distintos protocolos para obtener cantidades de ADN adecuadas

y de alta calidad (Polo, 2018, pp. 1-5).



1.5.2.  Amplificacién de ADN bacteriano

Es un incremento en el nimero de copias de una secuencia génica. EI método méas empleado por
ser altamente sensible, reproducible y eficiente es la PCR o reaccién en cadena de la polimerasa,
en donde una secuencia de ADN especifica se amplifica o se copia varias veces por varios ciclos
de PCR. Esta técnica amplifica una sola region elegida de una muestra de ADN compleja que esta
definida por dos secuencias de ADN monocatenario, conocidos como cebadores de PCR, los
cuales son clave en el proceso de amplificacion. La secuencia de los cebadores debe ser
complementaria al punto inicial y de la secuencia objetivo, por ello es importante conocer la
secuencia de la plantilla de ADN. La manera mas comun de evaluar si se logré una amplificacion
exitosa es a través de la visualizacion del fragmento amplificado mediante electroforesis en geles
de agarosa o acrilamida (Serrato et al., 2014, pp. 53-73).

El proceso de la PCR como se muestra en la figura 1-1, inicia con la desnaturalizacion de la
molécula de ADN bicatenario a monocatenario a 95°C de 15 a 30 segundos. A continuacion, la
temperatura se reduce a 60°C en el proceso de annealing o hibridacién donde se forman enlaces
de hidrdgeno entre el cebador y el ADN diana complementario. En la tercera fase llamada
alargamiento o extension la temperatura aumenta a 72°C que es 6ptima para la ADN polimerasa
empleada, la misma que se encarga de crear una nueva hebra de ADN complementaria
incorporando nucleétidos complementarios a partir del extremo 3" libre de la region en que han

hibridado los cebadores, por tanto, la sintesis de ADN va de 5"a 3 para las nuevas hebras (Centro

Nacional de Informacidn Biotecnoldgica, 2017, parr. 1-3).

1.5.3. Secuenciacion de ADN bacteriano

Consiste en la identificacion de la secuencia de bases de los nucleétidos (A, T, Cy G) de un
determinado fragmento de ADN. Existen varias técnicas de secuenciaciéon por ejemplo la
secuenciacion masiva se encarga de secuenciar pequefios fragmentos de ADN o amplicones
previamente amplificados (Hernandez et al., 2019, pp. 150-161). Una forma para poder asignar una
bacteria a un grupo taxonémico es mediante el estudio de la secuencia del gen del ARN 168,
donde se secuencian total o parcialmente dicho gen. EI mismo que debe ser amplificado
completamente por PCR, mediante el uso de cebadores universales y se secuencia para luego
comparar con las bases de datos (Pefia et al., 2013, pp. 237-246).

Existen varios métodos de secuenciacion de acidos nucleicos, entre ellos los que registran mayor
éxito conocidos como de primera generacion son el método de modificacion y escision quimica
ideado por Allan Maxam y Walter Gilbert, asi como el método de secuenciacion por sintesis
disefiado por Frederick Sanger, siendo este Gltimo ampliamente establecido como un estandar.

Estos implican el marcado de las moléculas a secuenciar radiactiva o fluorescentemente, generan
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una serie de cadenas sencillas de ADN marcadas de distintas longitudes que se diferencian en una
Unica base y pueden separarse por electroforesis, donde aparecen como una escalera de bandas
cuya longitud varia en un Gnico nucleétido. También se puede marcar el oligo cebador o los
terminadores con un compuesto fluorescente y activar la reaccion de secuencia. Los productos de
la misma se detectan mediante la electroforesis cuando pasan por un laser permitiendo detectar la

fluorescencia emitida al excitar los fluoréforos (Valderrama et al., 2020, pp. 19-24).
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Figura 1-1: Etapas de la reccion en cadena de la polimerasa

Fuente: Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (2017, parr. 2-3).

1.5.4. Andlisis de la secuencia

Las comprobaciones de calidad de los datos de secuencia deben comenzar alineando vy

ensamblando todos los fragmentos de secuencia de un aislado para generar un contig y una

secuencia de consenso; esto se puede lograr utilizando un software ensamblador, que realizara la

alineacion contra una secuencia de referencia seleccionada automéatica o manualmente. Cuando

se ha identificado la secuencia de ADN de interés se puede utilizar las distintas bases de datos
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que existe hoy en dia para su comparacién, cuyo acceso es libre a través de internet, como
GenBank NCBI (National Center for Biotechnology Information), que filtra datos para obtener
una lista clasificada de las secuencias coincidentes mas cercanas, asi como alineaciones por pares

de la secuencia aislada con secuencias de referencia seleccionadas (Church et al., 2020, p. 12).

1.6. Bioelectricidad

La bioenergia es energia generada a partir de materia orgénica de origen vegetal y animal como
residuos agricolas y forestales, cultivos energéticos, madera o desechos orgéanicos. La obtencion
de bioelectricidad brinda sistemas de energia renovable con bajas emisiones de carbono y ofrece
numerosos beneficios ambientales y socioecondémicos y, por lo tanto, respalda los objetivos de
cambio climético global y objetivos ambientales, sociales, econémicos y sostenibles méas amplios
(Roder y Welfle, 2019, pp. 379-398).

Es aquella energia que se obtiene de la biomasa, existen tecnologias que la aprovechan por su
gran potencial para satisfacer las necesidades energéticas humanas y sustituir las fuentes
energéticas fosiles y nucleares. Se requiere que su explotacion se haga en términos sustentables,

aprovechando su caracter renovable reduciendo las emisiones de contaminantes a la atmdsfera
(Reid et al., 2020, pp. 274-286).

1.7. Celdas de combustible microbianas

Las MFCs son una tecnologia bioelectroquimica derivada de pilas de combustible quimicas. El
disefio y la construccién de los MFC dependen de los conceptos cientificos y de ingenieria que
incluyen microbiologia, electroquimica e ingenieria ambiental (Utomo et al., 2017, p. 425).

Una celda de combustible microbiana es un dispositivo que tiene como finalidad la obtencion de
energia eléctrica a través de microorganismos que convierten la energia quimica encontrada en
un sustrato, en energia eléctrica. Este proceso es posible ya que algunos microorganismos
transfieren los electrones que producen en su actividad metabdlica a un electrodo (anodo) en lugar

de un aceptor natural de electrones (como oxigeno) (Géngora et al., 2017, p. 55).

1.7.1. Componentes de la MFC

e Anodo

También conocido como terminal negativo se ubica en el compartimento anaerobio de la celda y
los materiales comunmente que forman parte del anodo se tiene: placas y las barras de grafito.

Estos materiales son los mas recomendados porque su costo es relativamente econdmico y poseen
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gran facilidad para manejarlos. Se usan diversos tipos de productos de carbon como son el papel,
la fibra, entre otros y son utilizados como electrodos (Revelo et al., 2013, pp. 17-28).

Todas las condiciones imprescindibles para degradar la biomasa se proporcionan en la cdmara del
anodo. Este compartimento esté lleno de sustrato, un mediador que es opcional, microorganismos
y el electrodo de 4nodo como aceptor de electrones. Al ser una parte principal de la MFC en ella

los microorganismos juegan un papel importante para la generacion de electrones (Rahimnejad, et
al., 2015, pp. 747).

e Biofilm

También conocido como biopelicula son microorganismos que se adhieren a las superficies a
través de la excrecion de sustancia polimérica extracelular (SPE) formando biopeliculas. Las SPE
son de naturaleza polisacaridica, con un elevado contenido de agua (aprox. 95 % de la masa),
exopolisacéridos, proteinas, &cidos nucleicos, glicoproteinas, fosfolipidos (Guiamet, 2019, pp. 178).
Las biopeliculas son comunidades multicelulares unidas por una matriz extracelular
autoproducida. Los mecanismos que emplean las diferentes bacterias para formar biopeliculas
varian, dependiendo con frecuencia de las condiciones ambientales y los atributos especificos de
la cepa (Guiamet, 2019, pp. 176-180).

e Catodo

Es el compartimento aerébico de la celda, puede estar expuesto al aire 0 en caso contrario se
puede suministrar oxigeno necesario para la reaccion electroquimica en la celda, donde los
electrones al ser captados por el anodo después son transferidos hacia el catodo mediante un
circuito externo, y al mismo tiempo en la camara anddica se generan protones que se dirigen hacia
la camara catodica a través del separador, combinandose con el oxigeno del aire y reducirse a
agua con los electrones captados directamente por el catodo (Santoro, et al., 2017, pp. 226-233).

La camara del catodo sirve como terminal positivo, que almacena la solucién tampén de pH o la
solucion de NaCl. La solucion debe ser un buen aceptor de electrones ya que el medio acuoso
proporciona una plataforma para que los protones que pasan a través del PEM acepten electrones

en movimiento y reaccionen con el oxigeno (oxidante) formando agua (Utomo et al., 2017, p. 425).

e Membrana de intercambio prot6nico

Es un separador en la MFC que permite el paso de los protones a la cdmara catodica dentro de la
celda, a través de ella los protones pasan del anodo al catodo, puede ser de diversos materiales,

tales como ultrex, Nafién, membranas bipolares, poliestireno y divinilbenceno con é&cido
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sulfurico, lana de vidrio, filtros nano-porosos, entre ellos los méas usados son los de fibra de
carbono ya que son mas econémicos a comparacion de otros materiales como el Nafion que,
aunque muestra alta conductividad y permeabilidad a los protones y su uso es muy comun en
algunos paises; sin embargo, su precio no es asequible en todas partes (Rahimnejad, et al., 2015, pp.
746-750).

El papel de la membrana es separar dos ambientes diferentes, el 6xico y anddico, que sirven como
el ambiente del catodo y del anodo, respectivamente. Las membranas ayudan a transmitir H+ para

completar el circuito eléctrico en la MFC (Zaini y Murugan, 2019, pp. 1-9).

e Sustrato

Es importante tener en cuenta que la composicion de muchos tipos de las aguas residuales es
especialmente adecuada para su uso como combustible y por ello el concepto de MFC se ha unido
a las tecnologias de tratamiento de aguas residuales. En cuanto a los diferentes tipos de residuos
aptos para MFCs como sustrato, existe una gran variedad de aguas residuales que pueden
utilizarse como alimento para bacterias electrogénicas. Lo que permite que se utilicen MFCs no
solo para tratar aguas residuales domésticas sino también aguas residuales industriales como
cerveceria, procesamiento de alimentos, reciclaje de papel, aguas residuales, arroyos sanitarios y
porcinos, extracto de levadura, refineria, almidén, sedimentos marinos, acidos organicos, alcohol,
sulfuros y algas (Mateo et al., 2018, pp. 4183-4192).

En una MFC se puede usar como sustrato materiales sintéticos principalmente glucosa y acetato,
aguas residuales sintéticas, aguas residuales municipales e industriales reales, sustratos naturales,
aguas residuales domésticas crudas, sedimentos marinos y lodos de depuradora. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que, independientemente del tipo de compuestos organicos contenidos
en el combustible, debe estar dotado de una concentracion adecuada de nutrientes, pH y

conductividad adecuados para formular el combustible previsto para bacterias electrogénicas
(Mateo et al., 2018, pp. 4183-4192).

1.7.2. Tipos de celda de combustible microbiana

e MFC tubulares: Son camaras con disefios cilindricos, donde los electrodos se encuentran en
posicion vertical, usado frecuentemente para la generacion de electricidad y el tratamiento de
aguas residuales. Los modulos tubulares individuales se pueden conectar para una mayor
ampliacion. Ademas, este disefio permite dimensiones casi 6ptimas de la seccidn transversal
que se pueden mantener durante la ampliacion, lo que da como resultado un espacio muerto
mMinimo (Mateo et al., 2018, pp. 4183-4192).

e MFC tipo H o tipo puente: Es una de las configuraciones mas comunes, consiste en dos
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camaras separadas por una membrana de intercambio de protones dando la forma de una H,
se han usado para volumenes de 100 mL hasta los 1000 mL, sin embargo, en cdmaras de
volumen mayor se ha observado que la concentracion mas alta de sustrato esta alejada de la
zona del electrodo y la concentracién menor se encuentra mas cercana al mismo, lo que genera
una menor generacion de corriente eléctrica, ademas que a mayor volumen de la camara
aumenta la distancia entre los electrodos lo que dificulta el paso de protones en la celda
(Arbianti et al., 2013, p.33).

o MFC de retroalimentacion: La recirculacion es una de las técnicas efectivas para aumentar la
produccion en reactores anaerobicos, permite el contacto entre el sustrato y los
microorganismos dentro de la MFC y reduce la variacion de temperatura en la cdmara. Segln
(Moharir y Tembhurkar, 2018, p. 10063) en su investigacion del efecto de recirculacion en MFC
usando como sustratos lixiviados de residuos alimenticios indica que la recirculacion mejora
la produccion de bioelectricidad en las MFC ya que mejora las actividades microbianas en la
camara del anodo, dando lugar a una mayor eliminacion de DQO.

1.7.3.  Modo de operacion de una MFC

Es importante considerar la forma méas adecuada para la circulacion de los contaminantes a tratar
a través de la cAmara de combustible microbiana, porque puede tener un efecto importante en la
eficiencia del tratamiento de aguas residuales lo que ayuda a determinar qué modo de operacion

es el dptimo para la obtencién de energia y remocion de contaminantes en la MFC (Mateo et al.,
2018, pp. 4183-4192).

e MFC en modo de operacion continuo

El flujo de entrada del sustrato al sistema es constante mientras dura el proceso de produccion de
energia, siendo la salida de producto también constante. En MFC se ha probado varios tiempos
de retencién hidraulica (TRH) para evaluar la capacidad de generacion de energia en este modo,
donde TRH mayores han dado valores de voltaje mas altos en comparacion a TRH mas bajos,
debido a que si el tiempo de residencia es 6ptimo para el sustrato en la camara del &nodo permite
el tiempo de reaccion necesario para que las bacterias electrogénicas con el sustrato incrementaran
el flujo de electrones en el circuito. Ademas, este modo de operacion tiene mayor potencial en la
aplicacion de campo real ya que brinda la posibilidad de escalar el proceso con aguas residuales
de diferentes industrias en grandes volimenes (Srikanth et al., 2016, pp.70-77).

La estructura se muestra en la figura 2-1.
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Figura 2-1: Esquema de una MFC en modo continuo
Fuente: Srikanth et al. (2016, pp.70-77).

e MFC en modo de operacion Batch

La cantidad total de sustrato (contaminante) en la MFC se introduce al sistema al comienzo del
proceso, obteniéndose la cantidad total de producto transcurrido en un determinado tiempo (figura
3-1). En las MFC se ha demostrado que la operacion por lotes en las celdas puede dar resultados
de voltajes aceptables, sin embargo, genera una menor cantidad de energia eléctrica a
comparacion del modo de operacién continuo a pesar de que puede reducir mayor cantidad de
DQO para el caso de aguas residuales de refineria de petr6leo ya que el tiempo de residencia es

bueno y suficiente para la degradacién del sustrato, pero va un ritmo muy lento (Srikanth, et al., 2016,

pp. 70-77).
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Figura 3-1: Esquema bésico de una MFC en modo Batch
Fuente: Esfandyari (2017, pp. 34-42).
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1.7.4. Principio de las MFCs

El principio de funcionamiento de las MFCs se basa en la respiracién celular anaerdbica de
microorganismos, los mismos que actlan como catalizadores para oxidar y descomponer las
sustancias organicas para generar protones (H +) y corriente eléctrica como la de movimiento
libre electrones. Los electrones que se mueven libremente se transfieren al terminal negativo
(4nodo) para pasar al terminal positivo (catodo) a través de un enlace conductor con una
resistencia conectada (Utomo et al., 2017, p. 425).

Una MFC esta compuesta por dos camaras (Figura 4-1), una anaerdbica y otra aerdbica separadas
por una membrana de intercambio. La camara anaerdbica es la que contiene los sustratos
organicos que se oxidan por accion de microorganismos, generando electrones, protones y CO2.
En cada cdmara hay un electrodo, el &nodo en la camara anaerébica y el catodo en la cdmara
aerobica, una vez los electrones se liberan en la cdmara anddica, son captados por el éanodo y

transferidos hacia el catodo mediante un circuito externo (Revelo et al., 2013, pp. 17-28).

M.n-.-...:.@

Figura 4-1: Construccion basica de una MFC
Fuente: Nava y Castillo (2018, p. 26).

e Sistema de adquisicion de datos

Son dispositivos electronicos que permiten la recopilacion de datos para documentar o analizar
un fendmeno de interés, hacen que el trabajo de un técnico sea mas simplificado, preciso, versatil
y confiable. Entre estos dispositivos se tienen sensores para la medicion de temperatura, caudal,
presion, entre otros, (Vegaetal, 2014, pp. 24-41). Ademas, que existe una amplia gama de ellos como:
DAQ: Es uno de los sistemas de adquisicion de datos que se ha establecido dentro del estandar de
precision y rendimiento, permite medir un fendémeno eléctrico o fisico como voltaje, corriente,
temperatura, presion o sonido con una computadora. Entre sus componentes tenemos los sensores,
hardware de medicion DAQ y una computadora con software programable (Sugiarto, 2016, pp. 1-38).
Arduino mega 2560: Es una actualizacion de la placa electrénica Arduino mega, se puede conectar
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de manera sencilla a un ordenador con un cable USB, con un adaptador de voltaje CAa CC o una
bateria, permite la recopilacion de datos de un fendmeno determinado configurando la placa a
través del conector ICSP (Programacion en serie en circuito) usando Arduino ISP (Arduino, 2021,

parr. 1-7).

1.8. Contaminacion hidrica

Es la alteracion de la calidad natural de las aguas haciéndolas parcial o totalmente inadecuadas
para su uso cuando los contaminantes presentes en ella han superado los limites permisibles
establecidas en la legislacién vigente. Las diferentes actividades que se desarrollan con el uso del
agua pueden llegar a generar un cambio en el ciclo hidrolégico y modificar las caracteristicas de
las cuencas hidrogréficas alterando su calidad (Agencia de regulacién y control del Agua, 2016, pp. 11-81).
En Ecuador, la contaminacion proviene principalmente de la descarga de aguas residuales de las
ciudades, actividad minera artesanal, actividades hidrocarburiferas, de agriculturay el mal manejo
de residuos solidos. La disminucion del caudal, el cambio climético y la sobreexplotacidon de los
recursos hidricos son alteraciones de los ecosistemas relacionados al agua e influyen en las

caracteristicas de la fuente que derivan en una mala calidad del agua (Agencia de regulacién y control
del Agua, 2016, pp. 12-81).

1.8.1. Contaminacién de aguas subterraneas

Es cualquier alteracion de las propiedades fisico, quimica, biol6gicas del recurso agua, que pueda
ocasionar el deterioro de la salud, la seguridad y el bienestar de la poblacién, comprometiendo su
uso para distintos fines como el del consumo humano, agropecuario, industrial, comercial o
recreativo, y/o causar dafios a la flora, a la fauna o al ambiente en general.

El agua subterranea es un recurso hidrico importante para usos domésticos, potable, riego agricola
e industrializacion, las principales fuentes de contaminacion de las aguas subterraneas son las
aguas residuales domésticas y las aguas residuales industriales. El agua subterranea puede
contaminarse por grandes cantidades de fertilizantes nitrogenados en las actividades agricolas, las
actividades mineras y los lixiviados de vertederos han acelerado la gravedad y la propagacion de

la contaminacion en aguas subterraneas (Feng et al., 2020, pp. 1-14)

1.8.2. Contaminacién hidrica causada por RSU

La produccion del lixiviado es altamente contaminante, ya que los residuos organicos se mezclan
con los inorganicos que, al humedecerse, se convierten en sustancias toxicas, que pueden generar

un gran impacto ambiental relacionado con la contaminacion de fuentes de agua superficial y
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subterranea ya que los mismos son drenados hacia estos cuerpos receptores como consecuencia
de la compactacién de residuos y percolacion de aguas lluvias (Alvarez, 2014, pp. 5-15).

Segun estudios en aguas subterraneas el limite de la pluma de contaminacién por lixiviados puede
llegar a los 190 m aguas abajo del relleno sanitario. Los patrones de migracion y atenuacion de
sales inorgénicas (como SO 4%) y los metales pesados (como Fe y Mn) en las zonas de oxidacion
y reduccion pueden diferir segln la época de lluvia. Los contaminantes organicos en el lixiviado
se reducen y se descomponen en acidos orgéanicos, lo que ocasiona que el agua subterranea 80 m
aguas abajo del vertedero se vuelva débilmente acida (el pH puede variar de 6,51 a 6,83) y

promueve la reentrada de metales pesados adsorbidos como el plomo en el agua subterranea (wang
etal., 2021, pp. 1-19)

1.9. Lixiviados

El lixiviado es un efluente acuoso generado a partir de residuos sélidos por su alteracion fisica,
quimica y bioldgica y es considerado como una sopa quimica de materia organica disuelta
(DOM). Este liquido contiene concentraciones excesivas de productos biodegradables y no
biodegradables como son la materia organica, fenoles, nitrdgeno amoniacal, fosfato, metales
pesados y sulfuro (Parvin y Tareq, 2021, pp. 1-17).

La cantidad de lixiviados es mayor en la temporada de lluvias y contiene mayor contenido
organico; mientras que, se reduce mucho en época seca y contiene altas concentraciones de
nitrdgeno amoniacal, las concentraciones de materia organica, nitrégeno amoniacal y metales
pesados son muy altas, pero el contenido de fésforo es muy bajo (Parvin y Tareq, 2021, pp. 1-17).

Si no pasan por un tratamiento adecuado y se eliminan de forma segura, puede contaminar con
sustancias quimicas, fisicas y bioldgicas las aguas superficiales y subterraneas, ya que puede
filtrarse a través de los suelos y subsuelos, causando impactos adversos en las aguas receptoras e

interrumpiendo los ciclos biogeogquimicos (Alvarez, 2014, pp. 5-15).

1.9.1. Lixiviados de vertederos

Es un liquido que, al entrar en contacto con los residuos de rellenos sanitarios, vertederos,
botaderos, entre otros, se produce por la disolucién de uno o mas compuestos de los residuos
solidos urbanos RSU en contacto con el agua, o por la propia dinamica de descomposicion de los
residuos, dando origen al mal olor y gases toxicos y que contienen una gran variedad de
contaminantes. Los lixiviados producidos en vertederos son el producto de varios factores como:
composicién de la basura, edad del relleno, balance de agua, disefio y operacion del relleno
sanitario, solubilidad de los desechos, procesos de conversion microbioldgica y quimica y la

interaccion del lixiviado con el medio ambiente (Alvarez, 2014, pp. 5-15).
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El lixiviado de vertedero es un liquido negro o marrén maloliente. Contiene grandes cantidades
de material organico e inorganico, incluidos varios organicos refractarios como compuestos
aromaticos y humus; sales inorganicas tales como nitrégeno amoniacal, carbonato y sulfato; e
iones metalicos como cromo, plomo y cobre. Debido a la compleja composicion de los desechos,
una caracteristica de la calidad del agua lixiviada es que contiene altos niveles de contaminantes

y, a menudo, toxicidad bioldgica (Wang et al., 2018, pp. 1-10).

1.9.2. Tipos de lixiviados de acuerdo con la composicion fisicoquimica

Lixiviado joven: Tienen una edad menor a 5 afios, mas biodegradables, la mayoria de las
mediciones estan asociadas con las variables indicadoras de materia organica y solidos, se
encuentran en la fase acidogénica del proceso anaerobio, que conduce a la liberacion de grandes
cantidades de acidos grasos volatiles, que pueden representar hasta el 95% de la materia organica
(Torres et al, 2014, pp.245-253).

Lixiviado intermedio: Se encuentran entre los 5 a 10 afios, al igual que los lixiviados maduros se
debe considerar mayor nimero de variables para obtener una caracterizacion mas precisa del

mismo debido a que presentan bajas concentraciones de las variables fisicoquimicas (Torres et al,
2014, pp. 245-253).
Lixiviado maduro: Son aquellos mayores a 10 afios, son menos biodegradables, se encuentran o

inician su fase metanogénica, donde los AGV (acidos grasos volatiles) se transforman en metano
y en di6éxido de carbono. Al ser de mayor edad se debe caracterizar un nimero mayor de variables

porque las concentraciones medidas y la relacién entre ellas disminuye (Torres et al, 2014, pp. 245-
253).
Las caracteristicas de los lixiviados de vertedero a diferentes edades se muestran la tabla 1-1.

Tabla 1-1: Caracteristicas de los lixiviados de vertedero con diferentes periodos

Tipo de lixiviado Joven Intermedio Maduro

Vida util (afios) <5 5-10 >10
pH 6.5-7.5 (7.0) 7.0-8.0 (7.5) 7.5-8.5 (8)
DQO (mg/l) 10-30 (15) 3-10 (5) <3(2)
DBO/DQO 0.5-0.7 (0.6) 0.3-0.5 (0.4) <0.3(0.2)
N-NH4 (mg/l) 500-1000 (700) 800-2000 (1000) 1000-3000 (2000)
DQO/N-NH4 5-10 (6) 3-4 (3) <3(1.5)

Fuente : Wang et al. (2018, pp. 1-10).

1.9.3. Tratamiento de lixiviados

La eficiencia de remocién de contaminantes de los lixiviados dependera de su composicion
quimica y de los pardmetros como la DBO, DQO, biodegradacion, nitrogeno total, metales

pesados y pH. Ademas de su relacidn con las caracteristicas y grado de estabilizacion de los
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residuos sélidos (Mejia y Romero, 2018, p.128). Dado que el lixiviado contiene grandes cantidades de
materia organica y nitrégeno amoniacal, los métodos generales de eliminacion han incluido el
pretratamiento fisico y quimico seguido de procesos bioguimicos aerdbicos y anaerdbicos,

concluyendo con otros métodos fisicos y quimicos para el tratamiento final en profundidad (wang
etal., 2018, pp. 1-10).
Las tecnologias habitualmente reportadas por las investigaciones se muestran en la tabla 2-1 a

continuacion.

Tabla 2-1: Alternativas para el tratamiento de lixiviados

Tipo de Tratamiento Proceso Caracteristicas
Transferencia de lixiviados | Recirculacion y  tratamiento | Se trata a los lixiviados en conjunto con las
combinado con aguas residuales PTAR
domeésticas
Biodegradacion Aerobios Se da en presencia de oxigeno usando biomasa
en suspension como en lagunas aireadas, lodos
activados y varios tipos de biorreactores.
Anaerobios Se da en ausencia de oxigeno por bacterias
fermentativas formando biogas. El proceso
mas comun es la digestion anaerobia.

Procesos fisicoquimicos Oxidacion quimica Emplean ozono para  mejorar la
biodegradabilidad de la materia orgénica.
Adsorcion Emplean columnas de carbdn activado, Util
para reducir los niveles de DQO.
Precipitacién quimica Elimina altas concentraciones de nitrégeno
amoniacal.
Coagulacién / floculacion: Se emplea como pretratamiento de lixiviados
jovenes.
Flotacion con aire disuelto Elimina altas concentraciones de nitrgeno
amoniacal contenido en el lixiviado.
Procesos tecnoldgicos Microfiltracion Elimina coloides y material suspendido.
Ultrafiltracién Tratamiento previo a la osmosis inversa,

elimina macromoléculas y particulas segln la
membrana que se utilice.

Osmosis inversa Alto  rendimiento en  separacion  de
contaminantes

Fuente: Manejo y Tratamiento de Lixiviados en Rellenos Sanitarios (2018, pp. 15-28).

Realizado por: Rivas, Jomayra, 2022.
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Localizacion del Estudio

La caracterizacion de las bacterias en base a técnicas moleculares se llevo a cabo en el laboratorio
IDgen ubicado en la Av. De los Granados E14-285 y Eloy Alfaro, Quito Ecuador.

La elaboracién, configuracion y operacionalizacion de las MFC sobre lixiviados de residuos
organicos provenientes del mercado Mayorista de la ciudad de Riobamba, asi también como su
respectivo monitoreo se realiz6 en circunstancias optimas, considerando condiciones climéticas
de temperatura y pH. La figura 1-2 muestra el lugar de monitoreo de las MFCs con coordenadas
758090,6S - 9816675,50.

Figura 1-2: Instalaciones de monitoreo de las MFCs

Realizado por: Rivas, Jomayra. 2022.

2.2.  Tipo de investigacion

La investigacion es de tipo experimental ya que se introdujo una variable dependiente (lixiviados)
para analizar los efectos que produce en la variable independiente (MFC con indculos axénicos).
Se realiz6 una medicion de DBO de los lixiviados, siendo uno de los principales indicadores de
la presencia de materia organica, antes (preprueba) y después (posprueba), adicional se analizaron
pardmetros como pH, conductividad, DQO y Nitrégeno amoniacal.

2.3.  Poblacion de estudio
Los lixiviados fueron originarios de los residuos sélidos (frutas y vegetales) recolectados de uno

de los principales mercados de la ciudad de Riobamba, Mercado Mayorista (EP-EMMPA), debido
21



a que es uno de los més grandes y con mayor influencia comercial de la ciudad de Riobamba.

Los cultivos axénicos (bacterias electrogénicas) se obtuvieron de suelos altoandinos de la
Provincia de Chimborazo, debido a las propiedades éxido-reductoras que dentro de sus
caracteristicas posee este tipo de lugares, condicionando la actividad microbiana que evidencia la
produccién de bioelectricidad, segun investigaciones realizadas por el Grupo de investigacion

GIDAC (Logrofio et al., 2014, pp.61-68).

2.4. Tamario de la muestra

El método de muestreo para los residuos solidos fue probabilistico y estratificado, se selecciond
las naves de verduras como un estrato y la nave de frutas como otro estrato y de cada una se
recolectd por dia, 4 diferentes residuos, ya que visitas previas permitieron evidenciar que
generalmente por dia la cantidad antes mencionada de residuos era la que méas se generaba.

Se obtuvo una muestra compuesta en una proporcion 50:50 de residuos sélidos (frutas y verduras)
(Pérez, 2019, p. 22), donde se recolectd muestras puntuales de 0.5 kg de residuos del Mercado
Mayorista (EP-EMMPA) gue mas se generaron durante 7 dias de los tachos recolectores antes de
las (14:00 pm) hora, donde los residuos son llevados por el carro recolector, asi se obtuvo una
mezcla de muestras similares (homogeneidad). Cada dia se homogenizo las muestras recolectadas
para obtener 2 kg de residuos diarios, de los cuales por observacion producen 600 mL de lixiviado

puro, obteniéndose una muestra final de lixiviados de 4.237 L para la experimentacion.

e Célculos para la obtencién de lixiviados

Segun datos de la estacion meteoroldgica de la ESPOCH en los meses de enero a octubre 2021 se
tuvo una media de precipitacion de 2.04 mm en la ciudad de Riobamba, por tanto, en ese afio, por
cada m2 existié 1 L de agua lluvia ya que por bibliografia se conoce que 1 mm de agua lluvia
equivale a que en 1 m? hay 1 L de agua (figura 2-2.) (FAO, 2013, p. 272).

Trmmm de lHHuvia equivale a 1litro
de agua en 1TMm2

T AL de Aagua T

B = —F

T

Figura 2-2: Medicion de la precipitacién

Realizado por: Rivas, Jomayra. 2022.
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e Célculo adicién de agua al lixiviado

Area del contenedor: 0.171 m2
Capacidad del contenedor: 65 kg
Entonces:
area — —— agua lluvia
por cada 1 m2 hay — —— 1L agua lluvia

0.171m2 — —- x = 0.171 L de agua lluvia

Capacidad del tacho — —— agua lluvia
65 kg residuos — —— se mezclan con 0.171 L de agua lluvia
por cada 2 kg de residuos se necesita anadir — — x = 5,26x10 — 3 L de agua lluvia

Al final se obtuvo 4.2 L de lixiviado puro + 36,82 mL de agua comercial (tesalia)

e Calculo de la adicion de in6culo bacteriano

El método de muestreo para la incorporacion de bacterias fue no probabilistico debido a que la
eleccion de estas no depende de la probabilidad si no de causas relacionadas a las caracteristicas
de la investigacion, las unidades que se seleccionaron presentaron un mismo perfil y
caracteristicas por lo tanto el inoculo fue de 2 mL por cada 125 mL de volumen de la MFC.
Entonces:

volumen celda — —— volumen inéculo

por cada 125 mL — —— 2 mlL de inbculo

510 mL(volumen propuesto para la investigaciéon) — —— x = 8.2 mL de in6culo

2.5. Obtencidn de bacterias electrogénicas

2.5.1. Obtencién de bacterias aisladas

e Aislamiento bacteriano

El contexto de esta investigacion parte del trabajo de titulacion denominado “Identificacion
molecular de bacterias electrogénicas a partir de la biopelicula anddica de celdas de combustible
microbiana para la produccion de bioelectricidad” realizada por Mazo (2020, pp. 24-37), en el cual
describe que se preparé un medio compuesto, con el sustrato sintético empleado en las celdas y

agar nutritivo, para las siembras en medio sélido, y para las siembras en medio liquido en las
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cuales se trabajé con el sustrato sintético y caldo nutritivo. La suspension obtenida resulté una
dilucién en serie de orden 10 hasta 10-6, y mediante vertido en placa se realizd la respectiva
siembra; los cultivos fueron incubados durante 48 horas en una estufa a 22.5 °C para su posterior

identificacion molecular.

e Resiembra de cultivos axénicos procedentes del biofilm de una MFC

A partir del aislamiento bacteriano mencionado en la seccién anterior se procedio a preparar 6,25
g de Agar nutritivo para 250 mL de agua destilada, se homogeniz6 en un matraz Erlenmeyer de
250 mL y se llevo a la autoclave por 15 minutos a 121°C. Los componentes del agar nutritivo
empleado fueron los siguientes: 3 g de extracto de res, 5 g de peptona y 15 g de agar.

Posteriormente como se visualiza en la figura 3-2, se realiz6 la resiembra de los 8 cultivos
axénicos disponibles mediante la técnica de siembra en superficie, donde se colocé sobra cada
una de las cajas Petri con el medio solidificado 0.1 mL de inoculo y con ayuda de una espéatula
Drigalsky se extendié el mismo por todo el medio de cultivo. Después las muestras fueron
incubadas a 28°C por 48 horas, transcurrido ese tiempo finalmente fueron transportadas en un

cooler al laboratorio de IDgen en Quito para su analisis molecular.

Figura 3-2: Siembra de cultivos axénicos

Realizado por: Rivas, Jomayra. 2022.

2.5.2. ldentificacion molecular

e Extraccién de ADN bacteriano

La identificacion molecular comenzo con una extraccion de ADN bacteriano, para ello se tomaron

8 tubos de 1.5 mL con 3 perlas de vidrio estériles cada uno y se los etiquet6 con los codigos de
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los cultivos axénicos anteriormente aislados para identificarlos, en cada tubo se colocé 500 uL de
buffer de extraccién y 2 uL de B-mercaptoetanol, después con ayuda de un asa esterilizada se
tomo6 una muestra de cada una de las cajas con las bacterias y se colocaron en los tubos y a
continuacion se agitd cada tubo 2 veces con ayuda del BeadBeater a velocidad maxima, hasta que
el tejido quedd pulverizado.

Las muestras se incubaron a bafio maria por 30 min a 60 °C, cada 10 minutos se homogenizaron
las muestras, luego se afiadié 500 uL de cloroformo congelado, se agité en el vortex por 30
segundos y se coloco las muestras en la centrifugadora a 14,500 RCF por 10 min (figura 4-2). De
los tubos centrifugados se extrajo 400 uL de &cidos nucleicos de la fase polar de cada muestra
tratando de no mezclar las fases para evitar contaminacién y se los colocé en nuevos tubos de 1.5
mL. Al sobrenadante se le afiadieron 400 uL de etanol frio, 150 uL de acetato de sodio 3M y 300
uL de etanol 70% filtrado para precipitar el ADN. Finalmente se llevo las muestras al refrigerador
a -20° C por una noche.

Figura 4-2: Extraccion de ADN bacteriano. A: Toma de las muestras bacterianas. B: Agitacion

en vortex. C: Centrifugado de las muestras.

Realizado por: Rivas, Jomayra. 2022.

e Amplificacion del ADN

Se realiz6 una amplificacién de ADN mediante la técnica de PCR (Reaccion en cadena de la
polimerasa), para ello se tomaron las muestras de ADN extraidas anteriormente y se centrifugaron
a 14,500 RCF por 17 min y se sefialo el pellet en cada tubo. Usando la camara de flujo laminar,
se vacio el sobrenadante dejando Gnicamente el pellet en el tubo, después se realizé un lavado con
200 uL de etanol 70% filtrado y se centrifugd nuevamente las muestras por 10 min, transcurrido
ese tiempo se vacié nuevamente el sobrenadante y se dejé secar los pellets por 20 min en la cdmara
de flujo laminar.

Cuando los pellets se encontraban secos se afiadio 25 uL de Agua filtrada ultrapura y 1 uL de

RNAsa en cada uno de los tubos y se incubaron a 37 °C a bafio Maria. De cada tubo se tom6 una
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muestra de 2 uL y con ayuda de un nanodrop se cuantificé el ADN como se muestra en la figura
5-2 (primero se blanque6 con 2 uL de agua filtrada ultrapura) se diluy6 las muestras para obtener

concentraciones de &cidos nucleicos entre 100-300 ng/uL.

Figura 5-2: Cuantificacién de ADN en nanodrop. A: Adicion de la muestra. B: Lectura de la

muestra.

Realizado por: Rivas, Jomayra. 2022.

Para la preparacion de la Master Mix de 8 muestras de bacterias, se tomaron alicuotas de la
solucion madre de los primers y se hizo un negativo para control. La master mix contenia 2 uL de
ADN, 8,5 uL de agua, 1 uL de primer forward, 1 uL de primer reverse para cada tubo y 12,5 uL
de taq polimerasa pure Link que contiene ADN polimerasa Taq derivada de bacterias, dNTP,
MgCI2 y tampones de reaccion en concentraciones dptimas para la amplificacion eficiente de las
plantillas de ADN mediante PCR. El negativo contenia 2 uL de agua ultrapura en lugar de 2 uL

de ADN. Las cantidades de los componentes de la Master Mix se detallan en la tabla 1-2.

Tabla 1-2: Preparacion de Master Mix

Componente Volumen por muestra (uL) | NUmero de muestras en total | Volumen total (uL)
H20 8,5 9 76,5
Taq polimerasa Pure Link 12,5 9 1125
Primer forward 1 9 9
Primer reverse 1 9 9
ADN 2 8 16
Agua ultrapura 2 1 (negativo) 2

Realizado por: Rivas, Jomayra, 2022.

Las muestras se colocaron en el termociclador por 2 horas y 30 minutos, el mismo fue programado
a 94°C para la fase de desnaturalizacion, 54.5°C para la fase de hibridacion y 72°C para la fase de

elongacion por 30 ciclos (figura 6.2).
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Figura 6-2: Termociclador

Realizado por: Rivas, Jomayra. 2022.

o Electroforesis en gel de agarosa

Se prepard el gel de agarosa con 40 mL de solucién TBE y 0,4 g de agarosa en un frasco de 100
mL, la solucién se calent6 en el microondas hasta que quedd transparente y se dejo enfriar. Se
preparé la camara del gel colocando los posillos en ella, se colocé la solucion del gel y se esperd
15 minutos a que solidifique. Una vez solidificado el gel se coloco en la camara de electroforesis.
Para marcar las muestras en el gel se tomé 2 uL de muestra de cada tubo con ayuda de una
micropipeta y se coloco en el espacio del gel, se dejo las muestras en el gel a 100 voltios por 25

minutos (figura 7-2), transcurrido ese tiempo se observaron las bandas.

Figura 7-2: Camara de electroforesis

Realizado por: Rivas, Jomayra. 2022.
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e Secuenciacion e identificacion bacteriana

Se envi6 a los laboratorios de “Macrogen” en Corea del Sur los resultados de la amplificacion de
las muestras para su secuenciacion. Una vez obtenidas las secuencias se utiliz el programa
Geneious R9.1 para analizar la calidad de las secuencias de pares de bases obtenidas y se las
comparé con ayuda de la base de datos NCBI, para ello se emple6 la herramienta de basqueda de
alineacion local basica “BLAST” que encuentra regiones de similitud local entre secuencias
bioldgicas. El programa compara secuencias de nucle6tidos o proteinas con bases de datos de
secuencias y calcula la significacion estadistica.

2.6. Celdas microbianas con propositos bioelectrogénicos

2.6.1. Pruebas de ensayo

Como se observa en la figura 8-2. Se realiz6 prepruebas para conocer el comportamiento de las
bacterias con el sustrato a utilizar, para ello se tom6 dos celdas disponibles de 125 mL que tiene
el grupo de investigacion GIDAC donde se realizd la esterilizacién respectiva de sus
compartimentos, siendo el inoculo utilizado la cepa Delftia Acidovorans. Su distribucion consistio
en que una celda contenia el lixiviado con el inoculo sefialado y una segunda con glucosa y la
cepa correspondiente. Se monitoreo durante 5 dias y se tomé medidas de voltaje en milivoltios
con ayuda de un multimetro digital (MT15) en horario de 8 am hasta las 16:00 pm en intervalos
de una hora.

Figura 8-2: Monitoreo de MFCs en pruebas de ensayo

Realizado por: Rivas, Jomayra. 2022.
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e Limpieza de las MFCs

Los compartimentos de las MFCs que consistian en ldminas de acrilico fueron sumergidos en una
solucion de hipoclorito de sodio al 5% inicialmente por 60 minutos, transcurrido este tiempo se
enjuagaron con agua comercial (Tesalia) (Logrofio et al., 2016, pp. 1-8). Y volvieron a ser sumergidos
en la solucién por 24 horas. Finalmente se volvieron a enjuagar y se expuso dichos
compartimientos a luz UV como se aprecia en la figura 9-2 durante 15 minutos en una camara de

flujo laminar.

Figura 9-2: Esterilizacion de compartimentos en UV. A: Pruebas de ensayo. B: Experimentacion

final.

Realizado por: Rivas, Jomayra. 2022.

e Tratamiento de las membranas

Las membranas anddicas fueron cortadas de acuerdo con el diametro del compartimento, los
cortes se sumergieron en acetona industrial por 12 horas, se lavaron 5 veces con agua destilada
para eliminar los sobrantes del disolvente. Posterior a eso, se prepard una solucién con 50 gr de
sulfato de amonio en 250 mL de agua destilada para sumergir los cortes por 15 minutos. Despues,
se sumergieron en 100 mL de acido sulfarico al 10% por 15 minutos. Una vez transcurrido este
tiempo se calento los cortes a 450 °C en un horno mufla 20 minutos para finalmente lavarlos con
agua destilada y guardarlos en fundas ziploc (figura 10-2). Para el caso de los cortes de fibra de
carbono como cétodos, Unicamente se lavaron repetidas veces con agua destilada y se guardaron
hasta su uso en fundas ziploc (Mazo, 2020, pp. 24-37). La seccion de limpieza y tratamiento de las
membranas se llevo también a cabo para el experimento final de operacion de flujo continuo de
las MFCs disefiadas.
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Figura 10-2: Tratamiento de membranas anddicas. A: anodos en solucion de sulfato de amonio.

B: Calentamiento de anodos.

Realizado por: Rivas, Jomayra. 2022.

2.6.2. Disefio y construccién de las MFCs

e Disefio de las MFCs

Las MFCs fueron de configuracion simple de una camara con catodo parcialmente expuesto al
aire, armadas con laminas y tubos de acrilico de 3 mm de espesor, la cdmara anddica consisti6 en
un cilindro de 510 mL de capacidad con un didmetro interno de 100 mm, una altura de 63.7 mm
y un orificio de 13 mm en su pared donde se coloco la valvula neumatica para la entrada y salida
del sustrato (lixiviados). La cAmara catodica estuvo compuesta en la parte inferior por 3 laminas
de acrilico y en la parte superior por dos ldminas de las mismas. Como membranas de intercambio
se uso tejido de fibra de carbono de 0.8 mm de espesor. En la figura 11-2 se muestra el disefio de
las MFCs implementadas. Para el flujo continuo se utiliz6 una Bomba de succion de agua de 12v
con un caudal de 120 L/h, una manguera de entrada y otra de salida del liquido de 8mm de

didmetro para la recirculacion del sustrato en las MFCs.

‘ Tejido de fibra de carbono

Orificios para los
tornillos

Piezas de caucho e

Orificio de 13mm
de didmetro

| ——
Piezas de acrilico 7\—\5

de 3mm de [

Camara catodica

' L| camara anddica

espesar T

Figura 11-2: Disefio de las MFCs

Realizado por: Rivas, Jomayra. 2022.

30



« Construccion de las MFCs

Una vez obtenidas las piezas mencionadas en el apartado 2.6.2, se procedié con el ensamblaje de
las mismas, su union se la realiz6 con cloroformo y para reforzar la adicién se empleé pegamento
liquido instantaneo y bicarbonato de sodio. Se realizé el tratamiento de los compartimentos y de
las membranas de intercambio, después de ello las celdas se armaron e inocularon en una cdmara
de flujo laminar en el laboratorio de andlisis bioldgicos y bacteriol6gicos de la Facultad de
Ciencias como se muestra en la figura 12-2, primero se procedio a colocar en las 6 celdas una
cama de sustrato para adicionar en 3 de ellas 8.2 mL de la cepa Delftia acidovorans y en las 3
restantes 8.2 mL de una solucién de suelo proveniente del paramo de Navag, en el sector de
Cajabamba en el cantén Colta ubicado a 4240 msnm, con coordenadas (737774.6S -
9808481.40). Dicha solucion se la realiz6 previamente segn Bonilla (2018, p. 55) donde se coloco
2 g de suelo en 50 mL de agua comercial (Tesalia) y se agitd la mezcla por 10 minutos. Este sector
a este tipo de altitudes en suelos no intervenidos se escogié debido a que se encuentra dentro de
las referencias geogréficas de produccion de bioelectricidad.

Figura 12-2: Adicion del inoculo a las MFCs A: adicion de la cepa Delftia acidovorans. B:

Adicion de la solucion de suelo de paramo.

Realizado por: Rivas, Jomayra. 2022.

Una vez realizada la inoculacion de las MFCs, se procedio a ensamblar las cAmaras anddicas y
catddicas. Se comenzd con el cuerpo cilindrico con su base cuadrada seguido de una I&mina de
acrilico con un orificio igual al cilindro, después se coloc6 un empaque con las medidas de las
laminas de acrilico, luego la fibra de carbono y papel celofan para separar las cdmaras y
nuevamente se coloco otro empaque seguido de la cdmara catédica con un lamina de acrilico de
9 mm de grosor, después un empaque, la fibra de carbono, luego otro empaque y por ultimo una

lamina de acrilico de 6 mm de grosor. Para que las piezas puedan sostenerse se realizaron 8
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orificios de 5 mm de diametro en cada ld&mina cuadrada para ajustar las piezas con tornillos
galvanizados como se muestra en la figura 13-2. Adicional con la ayuda de una bomba se procedi6
a terminar con el llenado de las celdas con el lixiviado hasta que este entre en contacto con la fibra
de carbono del compartimento anddico.

Al final de este procedimiento, las celdas estuvieron disponibles para ser conectadas a un sistema

de adquisicion de datos para su respectivo monitoreo.

LAMINA DE ACRILICO 6mm

EMPAQUE

FIBRA DE CARBONO

EMPAQUE

LAMINA DE ACRILICO 9mm

EMPAQUE

PAPEL CELOFAN

FIBRA DE CARBONO

EMPAQUE

Lamina de acrilico 6mm

Cuerpo cilindrico

——* Base cilindrica 6mm

Figura 13-2: Esquema del ensamblaje de las MFCs

Realizado por: Rivas, Jomayra. 2022.

2.7. Monitoreo y seguimiento de la investigacion

2.7.1. Andlisis de lixiviados

e Maétodo de analisis 4500-H-B: es empleado para medir el pH de una muestra de agua residual
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por potenciometria utilizando un electrodo de hidrégeno estandar, para realizar la medicion
de pH se procedid a retirar el electrodo de la solucién de almacenamiento para enjuagar y
secarlo antes de sumergirlo en la muestra de interés, una vez sumergido el electrodo en la
muestra de lixiviado se realizo la lectura del pH en el equipo (APHA et al., 2017, pp. 42-65).

o Método 2510-B: Se lo emplea para la medicién de conductividad, para ello primero se realizé
la medicion de una solucién de verificacion de 0.01mol/L, luego se procedio a lavar y secar
el electrodo para sumergirlo en la muestra de lixiviados y realizar la lectura de la
conductividad de la muestra en el equipo (APHA et al., 2017, pp. 42-65).

e 5220-D : método colorimétrico para medicion de DQO, se inici6 con la preparacion de la
muestra a analizar, luego se procedi6 con la medicién de la reduccién de dicromato, donde se
mezclé el contenido de los recipientes de reaccion para combinar el agua condensada y
desalojar la materia insoluble, luego de ello se deja asentar la materia suspendida para que el
camino éptico este despejado, después se mide la absorciéon de cada muestra en blanco y
estandar a la longitud de onda de (420 nm o 600 nm) y se procedio finalmente a realizar el
calculo de la DQO (APHA et al., 2017, pp. 42-65).

e 5210-B: Es un método estandar para medicion de DBO de 5 dias, primero se realizo el ajuste
de pH con una solucién tampon ya que la muestra a medir debe estar entre 7.0 a 7.2. Una vez
preparada la muestra se llend hasta rebosar un frasco hermético con una capacidad de 60 mL
e incubarlo a una temperatura de 20°C durante 5 dias. Se midi6 inicialmente y después de la
incubacion el oxigeno disuelto, al final para el calculo de la DBO se realizé la diferencia entre
el OD inicial y el final (APHA et al., 2017, pp. 42-65).

e 4500-NH4-C: es un método volumétrico donde el amoniaco se titula con &cido sulfirico
estandar usando un indicador mixto de rojo de metilo y azul de metileno (APHA et al., 2017, pp.

42-65).

2.7.2. Operacionalizacion de las MFCs

Para el monitoreo de MFCs se utiliz6 un sistema de adquisicion de datos que consistié en un
Arduino 1, y 3 conversores analogos ads1115 I2c que permitieron recolectar automaticamente
datos de voltaje cada 60 segundos en un ordenador durante 15 dias.

Se realizé la medicién de pH de las 6 celdas cada dia por el transcurso del experimento en el
laboratorio de calidad de agua y el tiempo de retencion hidraulico considerado fue de 24 horas

para la recirculacion del sustrato (Escapa et al., 2012, pp. 55-62) cOmo Se muestra en la figura 14-2.
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Figura 14-2: Operacionalizacion de MFCs. A: Medicion de pH. B: Recirculacion del sustrato.

Realizado por: Rivas, Jomayra. 2022.

2.8. Materiales experimentales

En la Tabla 3-2 se describen los equipos, materiales de laboratorio y cantidades utilizadas durante

las diferentes etapas de la investigacion.

Tabla 2-2: Recursos utilizados en el desarrollo de la investigacion

Etapas de la | Equiposy materiales Cantidad Sustancias y reactivos
investigacion
Siembra de bacterias | Probeta 100 mL 1 Agar Nutritivo
Balanza analitica 1 Agua destilada
Erlenmeyer 250 mL 1
Micropipeta de 0.1-1 mL 1
Puntas de 1 mL 8
Espétula Drigalsky 1
Cajas Petri 8
Lampara de alcohol 1
Cémara de flujo laminar 1
Parafilm 1
Autoclave 1
Identificacion Cajas Petri 8 Buffer de extraccion
molecular Cooler 1 B-Mercaptoetanol
Tubos de 1.5 mL 34 Cloroformo congelado
Perlas de vidrio 24 Etanol frio
Micropipeta 0.5 - 10 uL 1 Acetato de sodio 3M
Micropipeta 10 — 100 uL 1 Etanol 70% filtrado
Micropipeta 100 — 1000 uL 1 Agua filtrada ultrapura
Puntas para micropipeta 100 RNAsa
Vortex 1 Master mix
Microcentrifuga 1 TBE
Bafio maria 1 Agarosa
Nanodrop 1 Bromuro de etidio
Computadora 1
Céamara de flujo laminar 1
Termociclador 1
Microondas 1
Cémara de electroforesis 1
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Marcador molecular 1
Muestreo de residuos | Fundas ziploc 60 Agua tesalia
y  obtencibn  de | Balanza 1
lixiviados Guantes
Construccién de | Laminas de acrilico 14x14 cm | 54
celdas Cilindros de acrilico 6
Cortes de fibra de carbono de | 12
0.8 mm de espesor
Empaques 24
Tornillos galvanizados 48
Lagartos 12
Tijeras 1
Perforadora 1
Papel celofan 1m2
Inoculacion de las | Jeringuillas de 10 mL 2 25 mL de la cepa Delftia
celdas Vaso de precipitacion de 250 | 1 acidovorans
mL 25 mL de la solucién de
Erlenmeyer 1 suelo de paramo
Guantes Alcohol potable al 96%
Toallas de papel Lixiviado
Pretratamiento de las | Tacho de pléstico 1 Solucién de hipoclorito
MFCs Vasos de precipitacion 1000 | 2 de sodio al 5%
mL Acetona industrial
Matraz balén 500 mL 1 Sulfato de amonio
Probeta 100 mL 1 Agua comercial
Pipeta 10 mL 1 Acido sulfarico al 10%
Pera de succién 1 Agua destilada
Operacionalizacién Arduino 1
de las MFCs conversores analogos ads1115 | 3
12¢
Computadora 1
Cable UTP Im

Realizado por: Rivas, Jomayra, 2022.

2.9.  Planteamiento de hipotesis

2.9.1. Hipotesis Textual

Los cultivos axénicos de bacterias electrogénicas identificadas molecularmente influyen en la
concentracion de materia organica presente en los lixiviados de residuos organicos mediante la

implementacion de la tecnologia MFC.

2.9.2. Hipotesis estadistica
Ho: 6CH=6CD
Ha: 0CH#6CD

Donde:
dCH=Voltaje de corriente directa producida por cultivos heterotrofos.

dCD= Voltaje de corriente directa producida por la cepa Delftia acidovorans.
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2.9.2.1. Hipotesis estadistica causal bivariada

Relacion entre una variable independiente (bacterias electrogénicas) con respecto a una variable

dependiente (remocién de materia organica)

2.9.3. Variables

e Variables dependientes: Generacion de bioelectricidad medida en voltios de corriente directa
VCD y la remocién de materia organica medida en DBO.
e Variable independiente: MFCs con bacterias electrogénicas.

e Variables intervinientes: condiciones de laboratorio (T, pH, humedad, presion, entre otros.)
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.  Analisisy discusion de resultados

3.1.1. Obtencidn de bacterias electrogénicas

e Aislamiento bacteriano

En la investigacion de Mazo (2020, pp. 24-37) se reportan 13 cepas aisladas, de las cuales 3
pertenecian a celdas de 125 mL con sustratos organicos (residuos de frutas y verduras). Las cepas
bacterianas fueron caracterizadas microscopicamente mediante tincion Gram y vistas a través de
un microscopio éptico para describir su morfologia y cada cepa bacteriana fue replicada 6 veces
hasta obtener un cultivo puro. Al final las cepas bacterianas fueron conservadas en glicerol 1:1 a
una temperatura de -22 °C en el laboratorio de Ciencias Bioldgicas de la Facultad de Recursos
Naturales, ESPOCH.

3.1.2. ldentificacion molecular

e Extraccion del ADN

La extraccion de ADN de las muestras se realiz6 por métodos convencionales utilizando
aproximadamente 100 mg de pellet. Se evalu6 la integridad y calidad del ADN mediante
espectrofotometria de micro volimenes y visualizacion en gel de agarosa con la intencion de
obtener presencia de &cidos nucleicos. EI ADN obtenido se diluy6 hasta una concentracién de
aproximadamente 20 ng/uL para la amplificacion mediante la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR).

e Amplificacion del ADN
El ADN bacteriano de cada una de las muestras fue amplificado y se visualiz6 el ensamblaje de
la PCR convencional en gel de agarosa 1% de fragmento de aproximadamente 1200pb,

amplificado con primers 27F/1492R, usando marcador de peso molecular ABM 100pb Opti-DNA
Marker (Figura 1-3).
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B163 B164 B165 Bi66 B167 B168 B169

Figura 1-3: Visualizacion en gel de agarosa

Realizado por: Rivas, Jomayra. 2022.

e Secuenciacion e identificacion bacteriana

Las secuencias obtenidas fueron limpiadas y ensambladas usando programas bioinformaticos
como el programa Geneious 9.0.1 I. Una vez ensambladas las secuencias se compararon con la
base de datos de nucledtidos de GenBank del NCBI.

Los resultados obtenidos no mostraron calidad suficiente en ambas secuencias para lograr un
ensamblaje, por lo que se hicieron las identificaciones con las secuencias sin emparejar. El
porcentaje de identidad de los resultados debia ser mayor al 99% para obtener una buena
identificacion molecular de las bacterias, sin embargo, las muestras correspondientes a A240 y
C140 obtuvieron un porcentaje de identidad menor al 99%, por lo que no permitieron asegurar
que el aislado corresponde a esa especie. Al secuenciar la muestra con codigo B140, se obtuvieron
secuencias cuyas calidades no permiten el analisis bioinformatico para la determinacion de su
identificacion por comparacion con las bases de datos del NCBI.

En la tabla 1-3, a continuacion, se presenta la identificacion molecular de microorganismos

aislados

Tabla 1-3: Identificacion molecular de microorganismos aislados

Cadigo Longitud % de Organismo Fragmento % de NCAccesion

original Calidad identidad

Al140 403 61.5 | Delftia acidovorans | 16S 99.26 | LC462156.1

A240 1306 74.6 | Providencia 16S 80.51 | KJ806379.1
rustigianii

B140 -

C140 450 10.4 | Stenotrophomonas 16S 82.35 | MH165371.1
maltophilia

C240 718 87.3 | Citrobacter freundii | 16S 99.86 | CP049015.1

D140 767 71.7 | Citrobacter freundii | 16S 99.35 | CP049015.1

D240 692 79.5 | Citrobacter freundii | 16S 99.42 | CP049015.1

E140 580 71.4 | Kluyvera 16S 99.31 | MH304643.2
cryocrescens

Realizado por: Rivas, Jomayra, 2022.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC462156.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=NC7B6Y8C013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ806379.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=NC8764CY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH165371.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=2&RID=NC8764CY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP049015.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=NC7B6Y8C013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP049015.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=NC7B6Y8C013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP049015.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=NC7B6Y8C013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH304643.2?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=NC8764CY016

La cepa seleccionada para la experimentacion fue Delftia acidovorans, ya que por bibliografia se
conoce que posee una amplia distribucion medioambiental, encontrandose en el agua, suelos y
plantas. Bilgin et al. (2015, p. 278); presenta caracteristicas electrogénicas y segin Leiva et al. (2019,
pp. 639-646) en su investigacion, las biopeliculas anddicas formadas en los reactores de mejor
rendimiento estaban presentes bacterias del género Delftia, la cual en la actualidad se le conoce
como un taxdn con propiedades electrogénicas, y al dar buena respuesta al ser empleadas en MFC
con pH bajo, demuestra que esta tecnologia puede ser aplicada para tratar cargas organicas acidas.
También ha sido empleada en MFCs con catodo expuesto donde gener6 un voltaje méximo de
340.75 mV (Chen et al, 2014, p.3), ademas de que puede metabolizar sustratos como la glucosa.

3.1.3. Celdas microbianas con propdsitos bioelectrogénicos

En la tabla 2-3 se muestra la nomenclatura empleada en la investigacion.

Tabla 2-3: Nomenclatura de los tratamientos aplicados

Nomenclatura
CH Cultivos Heterdtrofos C1 Celda uno
DA Cepa Delftia acidovorans | C2 Celda dos
Unidad de voltaje milivoltios (mV) C3 Celda tres

Realizado por: Rivas, Jomayra, 2022.
e Pruebas de ensayo

Los valores obtenidos de voltaje en las pruebas de ensayo demostraron que la bacteria empleada
usa como sustrato a la muestra de lixiviado proveniente de residuos de frutas y verduras debido a
su asimilacién con biomoléculas de carbohidratos y glucosa. (Logrofio et al., 2014, pp. 61-68). En el
mejor de los casos los valores de voltaje durante los 5 dias fueron aumentando, comenzando con
un voltaje de 9.5 mV en el dia uno y finalizando con un voltaje de 32.7 mV en el dia 5,
demostrando que no existié algan tipo de inhibidor potencial que pueda afectar la produccion de
voltaje en la MFC. En el gréfico 1-3 a continuacion se muestra la variacion de voltaje producido

en la celda (DA+Lixiviado)
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Graéfico 1-3: Variacion de voltaje producido en la celda (DA+Lixiviado)

Realizado por: Rivas, Jomayra. 2022.

Por otro lado, para la MFC con glucosa se comenz6 adicionando 2 ppm de glucosa a los dos dias

siguiente se aumento a 4 ppm y el ultimo dia a 8 ppm (Logrofio et al., 2014, pp. 61-68). EI primer dia

de monitoreo comenzo con un voltaje de 6.9 mV 'y concluyd con uno de 0.7 mV como se muestra

en el grafico 1-3. Lo que nos indico que la glucosa como sustrato no ayudoé a la cepa empleada

para la produccién de voltaje, por las caracteristicas metabdlicas de la bacteria, no todas asimilan

glucosa en medios enriquecidos. En comparacion con Chen, et al. (2013, pp. 286-293) donde segun

sus investigaciones esta cepa en cultivo mixto resulté eficiente para la produccién de voltaje en

MFC anaerobias con concentraciones de glucosa de 2000 mg/L; cabe recalcar que la investigacién

propuesta no se encamina a experimentar sinergismos microbianos.
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Graéfico 2-3: Variacion de voltaje producido en la celda (DA+Glucosa)

Realizado por: Rivas, Jomayra. 2022.
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3.1.4.

Monitoreo y seguimiento de la investigacion

e Muestreo de lixiviados

El sustrato empleado en la experimentacion fue un lixiviado proveniente de la combinacion de

residuos de frutas y verduras en una proporcion 50:50 (Pérez, 2019, p. 22), de la cual de 2 kg residuos

por dia se obtuvo 600 mL de lixiviado puro. En la tabla 2-3 se muestra los residuos de frutas y

verduras recolectados por dia, donde se evidencia que existe una similitud en los residuos que se

desechan en mas cantidad diariamente.

Tabla 3-3: Fecha y hora de los muestreos de los residuos sélidos (frutas y verduras)

Dia de | Viernes Sébado Domingo Lunes Martes Miércoles | Jueves

muestreo

Fecha vy | 04/11/21 05/11/21 06/11/21 07/11/21 08/11/21 09/11/21 10/11/21

hora 12:00 pm 12:30 pm 12:00 pm 11:30 pm 12:00 pm 12:00 pm 12:00 pm

Vegetal Cascaras de | Cascaras de | Cascaras de | Rabano Cascara de | Tomate Cebolla
haba haba haba Tomate haba Rébano Cascara de
Tomate Pimiento Rébano Pimiento Tomate Zanahoria | haba
Zapallo Cebolla Tomate Cascara de | Zanahoria | Cebolla Tomate
Cebolla Rébano Zanahoria habas Pimiento blanca Rébano

Fruta Naranja, Naranja Banano, Banano Papaya Papaya Naranja
papaya, Mandarina | Papaya Papaya Banano Naranja Mandarina
babaco, Papaya Naranja Naranja Naranja Banano Papaya
banano Banano Mandarina | Mandarina | Mandarina | Mandarina | Banano

Realizado por: Rivas, Jomayra. 2022.

e Andlisis de lixiviados

En la tabla 2-3 se encuentra detallado el analisis inicial y final del lixiviado. Segin el TULSMA

los lixiviados que se generan en los rellenos sanitarios deben cumplir con los limites que se

establecen para la descarga de efluentes a un cuerpo de agua dulce, por tanto, basandose en esa

informacién los valores iniciales del sustrato para DBO5, DQO y Nitrégeno amoniacal se

encontraban fuera de norma.

Tabla 4-3: Resultados de andlisis de lixiviados previo y al final de la experimentacion
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Demanda mg/L 5220-D 93000 | 14430 | 11410 100 | 84.48 | 87.73
Quimica de

Oxigeno

Demanda mg/L 5210-B 13000 | 5940 | 5270 50 | 54.31 | 59.46
Bioguimica de

Oxigeno

N. amoniacal mg/L 4500- 229 31.2 275 30 | 86.37 | 86.89

NH4-C

Realizado por: Rivas, Jomayra, 2022.

La DQO fue removida de 93000 ppm hasta 14430 ppm y 11410 ppm para la muestra tratada con
la cepa D. acidovorans (DA) y cultivos heterétrofos (CH) respectivamente. La DBO disminuyd
mas de la mitad para ambos casos. Aunque la concentracion de los dos parametros descendid
significativamente, no se llegd a estar bajo los limites permisibles para descargas a cuerpos de
agua dulce segn la norma TULSMA. Por otro lado, el nitrégeno amoniacal fue removido hasta
llegar a 31.2 ppm para DA y 27.5 ppm para CH llegando a valores por debajo del limite
permisible. La reduccién de concentracion de DQO en el sustrato pudo deberse al efecto de
recirculacion en MFC coincidiendo con Moharir y Tembhurkar (2018, p. 10063) esta mejora la
produccién de bioelectricidad y las actividades microbianas en la celda, dando lugar a una mayor
eliminacion de DQO.

El grupo que presenté mayor remocion de materia organica fue el que contenia la muestra de
suelo de paramo, donde este tipo de suelos en otras investigaciones como la de Logrofio et al.
(2015, pp. 2009-2014) sugiere que la comunidad microbiana de suelo de paramo puede producir
electricidad a partir de materia facilmente degradable. Si bien se conoce que los cultivos puros
permiten la obtencion de mejores voltajes de energia eléctrica, para obtener voltajes ain mayores
se requiere emplear cultivos bacterianos mixtos, para que actlen en sinergia como lo explica
Jothinathan y Wilson (2017, pp. 520-527).

Empleando tratamientos convencionales de lixiviados como transferencia de lixiviados,
biodegradacion y procesos fisicoquimicos se han obtenido porcentajes de remocion de DQO y N-
NH4 en el mejor de los casos bastante altos como se muestra en la tabla 5-3, sin embargo, estos
valores pueden variar y en distintas investigaciones como sefiala Renou et al. (2008, p. 65) han sido
diferentes teniendo porcentajes de remocion altos y bajos. A pesar de que en algunos procesos la
eliminacion de contaminantes con estas tecnologias puede ser mayor que la mostrada en esta
investigacion usando MFCs, esta Ultima tiene un valor adicional a comparacion de las otras y es

la recuperacion de energia.
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Tabla 5-3: Porcentajes de remocién de contaminantes de diferentes tratamientos de lixiviados

Tipo de Tratamiento

Proceso

% Remocion de contaminantes

Transferencia de lixiviados

Recirculacion y tratamiento
combinado con aguas residuales
domésticas

63 al 70% DQO y en el mejor de los
casos hasta un 98%.

Biodegradacion

Aerobios 55 al 64 % de la DQO en lagunas aireadas
97% COD y 87.5% N-NH4+ usando
reactores aerobios

Anaerobios 40% DQO con lagunas no aireadas

reactores de lecho fluilizado 20% DQO
hasta un 81%. 31% N-NH4
>70% DQO reactores UASB

Procesos fisicoquimicos

Oxidaci6n quimica

50-70 % DQO

Adsorcion

85% DQO

Precipitacion quimica

Hasta un 98% N-NH4

40-50% DQO

Coagulacion / floculacion:

Hasta un 50% DQO

Flotacion con aire disuelto

76-93% N-NH4

Procesos tecnol6gicos

Microfiltracion

25-35% DQO

Ultrafiltracion

10-75% DQO

Osmosis inversa

>98% DQO

MFC

DA DQO: 84.48%
DBO: 54.31%
N-NH4: 86.37%

CH DQO: 87.73%

DBO: 59.46%
N-NH4: 86.89 %

Fuente: Renou (2008, p. 65).

Realizado por: Rivas, Jomayra, 2022.

3.1.5. Operacionalizacion de las MFCs

e Voltaje generado

Tabla 6-3: Promedio de voltaje generado en milivoltios

Cultivos heterdtrofos Cepa Delftia acidovorans
Dia C1CH C2CH C3CH C1DA C2 DA C3 DA
1 151.55 23.01 19.55 70.84 19.76 87.84
2 249.55 52.37 56.78 123.15 66.75 166.54
3 303.30 10.30 213.58 129.76 139.48 152.52
4 339.61 22.31 238.76 55.88 177.63 143.35
5 344.86 43.88 78.65 27.82 161.48 72.43
6 268.40 55.79 16.35 105.24 93.67 58.63
7 242.15 16.16 12.88 99.84 30.54 37.58
8 172.77 12.13 123.92 164.35 54.69 129.53
9 108.11 48.97 206.25 203.19 56.31 189.82
10 128.23 28.72 201.44 212.20 71.50 229.33
11 274.03 35.59 190.21 198.48 91.62 242.10
12 93.31 43.07 178.17 170.33 133.80 217.52
13 65.84 1751 173.24 153.60 153.11 181.20
14 76.51 71.05 162.83 137.57 160.55 157.34
15 50.67 142.51 165.44 118.65 174.17 137.41
promedio  por
celda 191.26 41.56 135.87 131.39 105.67 146.88
Promedio CH 122.90 Promedio DA 127.98

Realizado por: Rivas, Jomayra, 2022.
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Gréfico 3-3: Voltaje generado por las MFCs

Realizado por: Rivas, Jomayra, 2022.

En la tabla 6-3 y el grafico 3-3 se observa el voltaje promedio por dia de cada celda empleada,
evidenciandose que C1CH fue la que mayor promedio de voltaje generd para el tratamiento de
lixiviados con cultivos heterétrofos llegando a tener un pico de 344.86 mV. Por otro lado, para el
grupo DA, la celda C3DA mostr6 un pico de 242.10 mV. El promedio general de voltaje de
corriente directa para cada tratamiento fue de 122.90 y 127.98 mV para CH y DA
respectivamente.

En el grafico 4-3 a continuacion, se indica el mejor promedio de voltaje generado en el tratamiento
CHy el DA en los 15 dias de monitoreo indicando que C1CH tuvo un voltaje minimo de 50.67
mV y maximo de 344.86 mV, en el caso de C3DA presentd 37.58 mV como valor minimo y
242.10 mV siendo el valor de voltaje maximo generado.
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Gréfico 4-3: Voltaje generado por las MFC C1CH

Realizado por: Rivas, Jomayra, 2022.
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° pH

Tabla 7-3: pH medido diario de las MFCs durante la experimentacion

PH
Fecha Dia |ClCH C2CH C3CH C1DA C2DA C3DA

25/2/2022 0 472 472 472 472 472 4.72

261212022 1 5.04 4.96 5.05 491 491 4.90

271212022 2 5.05 4.97 5.07 4.93 4.96 492

281212022 3 5.06 4.99 5.10 4.94 5.00 4.93

1/3/2022 4 5.07 5.00 5.12 4.96 5.05 4.95

2/3/2022 5 5.08 5.01 5.15 4.98 5.10 4.97

3/3/2022 6 5.05 5.03 5.12 4.96 5.15 4.94

4/3/2022 7 5.07 5.06 5.21 5.00 5.28 5.01

5/3/2022 8 5.13 5.10 5.24 5.04 5.29 5.07

6/3/2022 9 5.19 5.13 5.26 5.09 5.30 5.13

7/3/2022 10 5.26 5.17 5.29 5.13 5.30 5.19

8/3/2022 11 5.20 5.15 5.25 5.08 5.25 5.14

9/3/2022 12 5.16 5.21 5.32 5.12 5.36 5.19

10/3/2022 13 5.22 5.20 5.30 5.15 5.38 5.18

11/3/2022 14 5.49 5.24 5.30 5.14 5.40 5.16

12/3/2022 15 5.60 5.30 5.22 5.17 5.42 5.10

Realizado por: Rivas, Jomayra, 2022.
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Gréfico 5-3: pH de las MFCs durante la experimentacion

Realizado por: Rivas, Jomayra, 2022.

En la tabla 10-3 y el grafico 6-3 se muestra que el pH inicial de la muestra de lixiviados fue de
4.72, a partir de ahi cada dia durante 15 dias fue aumentando hasta llegar a 5.6, 5.3, 5.22, 5.17,
5.42 y 5.1 para los tratamientos C1CH, C2CH, C3CH, C1DA, C2DA y C3DA respectivamente.
Por bibliografia se conoce que las MFCs tienen mejor rendimiento en pH neutros (Borole et al, 2008,

pp. 1367-1372; Behera et al., 2010, pp. 228-233), Sin embargo, en la presente investigacion se demuestra
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gue, aunque se empez6 con valores de pH acidos, las MFCs de inicio a fin tuvieron un buen
rendimiento en cuanto a la produccidn de voltaje.

El aumento de pH se encuentra asociado a la eliminacion de DQO en MFCs en flujo continuo,
coincidiendo con la investigacion de Leiva et al. (2016, pp. 1-9), donde realizé una neutralizacion
bioldgica de aguas é&cidas con esta tecnologia, sugiriendo que las condiciones del lote pueden

favorecer la neutralizacion del sustrato acido.

e Recirculacién

El tiempo de retencion hidraulico empleado fue de 24 horas, donde cada dia con ayuda de una
bomba se realizd la recirculacion del liquido, permitiendo la entrada y salida del mismo. La
recirculacion del sustrato es importante ya que logra mezclar de forma eficaz el contenido de la
celda y asegura el contacto entre los microorganismos y el sustrato, ademas que se ha visto que
aumenta el rendimiento en la produccién de electricidad ya que mejora la capacidad de
transferencia de protones (Moharir y Tembhurkar, 2018, p. 10063). Por temas de evaporacion del
lixiviado producida por los microorganismos presentes en las MFCs cada dia se afiadié 10 mL de
agua comercial y no de sustrato, esto para no influir en la concentracién de materia organica final

del lixiviado.

3.1.6. Prueba de hipdtesis

e Hipotesis estadistica

Ho: 6CH=6CD
Ha: 0CH#6CD

Ho: No existen diferencias estadisticas entre los dos tratamientos aplicados, es decir que los
cultivos axénicos no influyen en la produccion de voltaje como en la remocion de materia
organica presente en el lixiviado.

Ha: Sefiala que existen diferencias significativas entre los dos tratamientos.

e Andlisis de normalidad

Para conocer si se debia aplicar un test paramétrico o no paramétrico se aplicé la prueba de
normalidad de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk para identificar si los datos siguen una

distribucion normal. Estas prueban plantean lo siguiente:
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Ho: Los datos siguen una distribucién normal
Ha: Los datos no siguen una distribucion normal

Nivel de significancia a=0.05

Tabla 8-3: Pruebas de normalidad

Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Voltaje corriente directa 0.101 90 0.023 0.955 90 0.003

Realizado por: Rivas, Jomayra, 2022.

Como se observa en la tabla 7-3, en ambos casos el valor de probabilidad p es menor al valor de
significancia elegido 0.05 por lo tanto rechazamos la hip6tesis nula y aceptamos la hipétesis
alternativa indicando que los datos no se ajustan a una distribucién normal al 95% de confiabilidad
por lo que se empled un test no paramétrico para una correcta interpretacion en la comprobacion

de hipotesis.

e Prueba de Mann-Whitney

También conocida como prueba de suma de rangos Wilcoxon es una prueba no paramétrica Util
para probar la igualdad de medias de dos poblaciones que no siguen una distribucion normal y
sus muestras son independientes (las muestras provienen de poblaciones diferentes categorizadas
CH y DA). En la tabla 8-3 se observa los rangos promedios de ambos tratamientos, este test
clasificé los valores dependientes en orden ascendente de cada grupo, el valor mas bajo se punttio
con uno, y después se utilizo la suma de los rangos de cada grupo en el calculo de la estadistica

de la prueba.

Tabla 9-3: Rangos obtenidos con la prueba Mann-Whitney

Rangos
Tipo N Rango promedio Suma de rangos
Voltaje corriente directa CH 45 42.87 1929.00
DA 45 48.13 2166.00
Total 90

Realizado por: Rivas, Jomayra, 2022.

Para determinar si la diferencia entre medianas era estadisticamente significativa se comparo el

valor p con el nivel de significancia a=0.05 y se considero lo siguiente:

Ho: La diferencia entre las medianas es estadisticamente significativa

Ha: La diferencia entre las medianas no es estadisticamente significativa
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La tabla 9-3 muestra que el valor p obtenido es de 0.339 siendo mayor gue 0.05, por lo que no se

rechaza Ho, por lo tanto, no existen diferencias significativas entre los tratamientos aplicados.

Tabla 10-3: Estadistico de prueba

Estadisticos de prueba?

Voltaje corriente
directa
U de Mann-Whitney 894.000
W de Wilcoxon 1929.000
z -0.956
Sig. asintotica(bilateral) 0.339

a. Variable de agrupacion: Tipo
Realizado por: Rivas, Jomayra, 2022.

Los cultivos axénicos no influyen significativamente en la produccion de electricidad reflejado
en sus datos de voltaje de corriente directa, asi mismo no existe una diferencia significativa en la
remocion de sus pardmetros contaminantes caracteristicos de lixiviados, esto debido a que
Jothinathan y Wilson (2017, pp. 520-527) demuestran que si se inocula en una misma MFC mas de
una especie de bacteria se obtiene valores méas altos de voltaje a comparacion del uso de un cultivo
puro. No obstante, la remocion de contaminantes para ambos tratamientos fue similar siendo el

mejor de los casos la reduccion de DQO y N-NH4 en 87.73% y 86.89% respectivamente.
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CONCLUSIONES

Se identificd las bacterias provenientes de cultivos axénicos obtenidos de un biofilm anddico
de suelo de paramo en investigaciones realizadas por el GIDAC mediante técnicas
moleculares, iniciando con la extraccion de ADN de las muestras, su amplificacién por PCR
y la obtencién de secuencias de pares de bases analizando su calidad mediante el programa
Geneious R9.1 y con ayuda de la base de datos NCBI de las 8 bacterias se pudo identificar 7
microorganismos, de los que se conoce por bibliografia que 3 tienen propiedades
electrogénicas, asi se selecciono la bacteria Delftia acidovorans como la mas adecuada para
la experimentacion.

Se construy6 celdas de combustible microbianas de configuracién simple con catodo
parcialmente expuesto al aire con una alimentaciéon de flujo continuo, la recirculacién
permiti6 maximizar el volumen de sustrato empleado para el tratamiento, proporciond
aireacion y logré mezclar el contenido de la celda asegurando el contacto entre los
microorganismos y el sustrato aumentando la produccion de electricidad, ademés favorecio
el aumento de pH en el lixiviado asociado a la remocion de DQO.

Se aplico dos tratamientos por triplicado a la muestra de lixiviados, uno con la cepa Delftia
acidovorans y otro con una muestra de suelo de paramo, las celdas se monitorearon mediante
un sistema de adquisicion de datos empleando un Arduino 1, y 3 conversores analogos
ads1115 12¢ permitiendo recolectar automaticamente datos de voltaje cada 60 segundos en
un ordenador, en ciclos de 24 horas durante 15 dias, obteniéndose un promedio global por
tratamiento de 127.98 mV y 122.9 mV para DA y CH respectivamente, por otra parte, los
porcentajes de remocién de materia organica en el lixiviado medidos en DQO, DBO y N-
NH4, fueron de 84.48% y 87.73% para la muestra con (DA) y (CH) respectivamente para
DQO, la DBO disminuy6 en mas de un 50% para ambos casos y el nitrdgeno amoniacal fue
removido en un 86. 37% para DA y un 86.89% para CH. Ambos tratamientos no mostraron
diferencias significativas estadisticamente tanto en la produccién de voltaje como en la

remocion de sus parametros contaminantes propios del lixiviado.
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RECOMENDACIONES

Mejorar el disefio de las celdas en el sistema de operacion para evitar pérdidas del sustrato e
indculo, tomando en cuenta que los mismos deben estar en permanente contacto con la
membrana de intercambio anddico para generar valores de bioelectricidad estables y
continuos.

Considerar distancias de los electrodos en celdas con volumenes méas grandes, las mismas que
pueden limitar el paso de electrones entre sus compartimentos y no conducir la
bioelectricidad.

Combinar cultivos puros en accion sinérgica que puedan maximizar la obtencion de voltaje y

remocion de cargas contaminantes.
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