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Resumen

La resistencia eléctrica externa es un factor importante que afecta la cantidad de energia
producida en un humedal artificial asistido electroquimicamente, HAAE (CW-MFC en ingleés).
Se ha informado que la resistencia externa impulsa el potencial anddico e influye en la
competencia entre especies electrogénicas y no electrogénicas. Ademas, controla el flujo de
electrones del &nodo al catodo que afecta la potencia y las salidas de corriente del HAAE, de
acuerdo con la ley de Ohm. Por lo tanto, en este trabajo se evaluo el efecto del valor de la
resistencia externa en el desempefio de un HAAE, mediante la medicion de pardmetros
eléctricos, determinacién de remocion de contaminantes y prueba microbioldgica en el sistema
experimental. Se utilizaron seis reactores tipo HAAE de flujo subsuperficial vertical
ascendente a escala de laboratorio, cada uno con un valor diferente de resistencia externa
conectada (0.1, 1, 5, 10, 20 kQ y CA). Fueron alimentados con agua residuale sintética. La
planta utilizada fue Phragmites australis y el indculo consistié en lodos anaerobios. Los
resultados mostraron que la méaxima densidad de potencia registrada fue de 49.8 mW/m?
correspondiente al ractor de 0.1 kQ. Este humedal es el que presenta los valores méas altos de
corriente y maxima densidad de potencia y, por lo tanto, es el reactor méas eficiente en el
proceso de generacion de electricidad. El reactor de 10 kQ fue el que tuvo una mayor
abundancia relativa de los microorganismos electrogénicos y de los metanogénicos que
compiten por los donantes de electrones. El andlisis estadistico indica que los diferentes
valores de resistencia externa conectados afectan significativamente (p<0.05) los valores de
densidad de potencia, densidad de corriente y remocion de NOs', NO2" y SO4>. La materia
organica medida como demanda quimica de oxigeno (DQO) y eliminacion de NH4™ es mayor
en los reactores de circuito cerrado en comparacion con el de circuito abierto. Las diferencias
en la generacion de electricidad entre cada HAAE podrian atribuirse a uno de dos factores o a
ambos: Un efecto de la resistencia eléctrica en el rendimiento eléctrico y/o una influencia de la
comunidad microbiana presente en el anodo, Sin embargo, no existen diferencias

significativas en la remocion de NH4* entre los diferentes valores de resistencia externa.

Palabras clave: Resistencia eléctrica externa, humedal artificial asistido electroquimicamente, reactores,

microorganismos electrogénicos, celda de combustible microbiana.



Abstract

The electrical external resistance is an important factor affecting the amount of power
produced in a constructed wetland coupled with microbial fuel cells (CW-MFC). It has been
reported that the external resistance drives the anodic potential and influences competition
between electrogenic species and non-electrogenic ones. Furthermore, it controls the
electrons flow from anode to catode affecting the power and current outputs of the CW-MFC,
according to the Ohm’s law. Therefore, in this work, the effect of the the external resistance
value on the performance of a CW-MFC, was evaluated by means of electrical parameters
measurement, contaminants removal determination and microbiological test in the
experimental system. Six laboratory-scale CW-MFC vertical ascending subsurface flow
reactors were used, each with a different value of connected external resistance (0.1, 1, 5, 10,
20 kQ, and open circuit). These reactors were fed with a synthetic wastewater. The plant
species used was Phragmites australis and the inoculum consisted of anaerobic sludge. The
results showed that the maximum power density recorded was 49.8 mW/m2 corresponding to
the 0.1 kQ ractor. This wetland is the one with the highest values of current and maximum
power density and, therefore, is the most efficient reactor in the electricity generation process.
The 10 kQ reactor had the highest relative abundance of electrogenic and methanogenic
microorganisms competing for electron donors. The statistical analysis indicates that different
values of external resistance significantly affect (p<0.05) the values of power density, current
density, and removal of NOs,, NO2', and SO4~. Organic matter measured as the chemical
oxygen demand (COD) and NH4* removal is higher in the closed-circuit reactors compared to
the open-circuit reactor. However, there are no significant differences in NH4+ removal
between the different external resistance values. Differences in electricity generation among
each CW-MFC could be attributed to one of two factors, or both: An effect of electrical
resistance on the electrical performance and/or an influence of the microbial community

present at the anode.

Keywords: External electrical resistance, constructed wetlands, reactors, electrogenic microorganism,
microbial fuel cell
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Figura A.4.1 | Crecimiento de las plantas durante la experimentacion. 148
Glosario
Término Significado
A Indica que la medicién de parametros fisicoquimicos del agua residual
sintética se realizo en la profundidad del &nodo (a 10 cm de profundidad desde
la superficie) [Figuras 4.7 a 4.10]
Aa Area geométrica del &nodo (m?)
ADN Acido desoxirribonucleico (p. 28)
Aerobio Sistema de tratamiento de aguas residuales que utiliza oxigeno molecular
como aceptor de electrones
Amplicon — | Fragmento de ADN amplificado por la reaccion en cadena de la polimerasa
Amplicon (PCR, en inglés) o cualquier otro proceso que dé lugar a la produccién de
diferentes copias de ese fragmento
(https://www.institutoroche.es/recursos/glosario/Amplic%C3%B3n)
Anaerobio En tratamiento de aguas residuales: En ausencia de oxigeno molecular y
nitratos y mediante sulfatos u otros compuestos como aceptores de electrones
Analisis de El anélisis de coordenadas principales con distancia UNIFRAC que es una
coordenadas | métrica de distancia utilizada para comparar comunidades biol6gicas que
principales incorpora informacion sobre la relacion relativa de los miembros de la
(PCoA) comunidad mediante la incorporacién de distancias filogenéticas entre los
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https://es.wikipedia.org/wiki/Espacio_m%C3%A9trico
https://es.wikipedia.org/wiki/Comunidad_(ecolog%C3%ADa)

Término Significado
organismos observados en el calculo (PCoA, principal coordinate analysis) no
ponderado (patrones de presencia / ausencia de los taxa encontrados)
(Lozupone et al., 2007; Lozupone y Knight, 2005)

Anoxico En tratamiento de aguas residuales: En ausencia de oxigeno molecular y
mediante nitratos como aceptores de electrones

Anaerobio Comentario de la tutora: Hossein Barzinmehr, de la Sharif University of

Versus Technology sefialo el 21 de mayo de 2021 lo siguiente

andxico (https://www.researchgate.net/post/What_is_the_difference_between_anaerobic_and_

anoxic_conditions):
It depends on the field you work in! / jDepende del campo de trabajo!

In microbiology: / En microbiologia:

Anoxic is used to describe environments without molecular oxygen / Andxico
se usa para describir un ambiente sin oxigeno molecular.

Anaerobic refers to microorganisms which are able to live without molecular
oxygen. The metabolism they use is also called anaerobic / Anaerobio se
refiere a los microorganismos que pueden vivir sin oxigeno molecular. Al
metabolismo que ellos usan se le llama anaerobio.

So anoxic refers to environments and anaerobic refers to microorganisms and
processes / Por tanto, andxico se refiere al entorno o ambiente y anaerobio se
refiere a los microorganismos y sus procesos metabdlicos

(Brock Biology of Microorganisms)

However, in wastewater treatment field, they can be used in different ways: /
Sin embargo, en el campo del tratamiento de agua residual se pueden usar
de diferentes maneras:

When we environmental engineers say anoxic decomposition, we are
referring a condition in which microorganisms use nitrate as the terminal
electron acceptor in the absence of O,. Oxidation by this route is called anoxic
denitrification. In wastewater industry, a reactor that works in this way is
called an anoxic reactor. An anoxic reactor is a reactor without aeration but
it receives recycle flow (enriched with nitrate) from an aerated tank. (Look at
the picture please) / Cuando los ingenieros ambientales dicen descomposicion
andxica se refieren a una condicién en la que los microorganismos usan
nitrato como aceptor final de electrones en ausencia de O». La oxidacion por
esta ruta (metabdlica) se Ilama desnitrificacion andxica. En el tratamiento de
aguas residuales, un reactor que trabaja de esta forma se llama reactor
andxico. Un reactor anoxico es un reactor sin aeracion pero que recibe una
corriente de reflujo (enriquecida con nitratos) de un tanque aerado (ver la
figura abajo)
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Término Significado
Recycle Clarific ad_or
u secundario
Reciclado (aerobio)
Y Secondary
Influente clarifier Effluent
Influent————| Anaerobic [\ Anoxic Aerobic =
I Anaerobio & Anéxico Aerobio Efluente
Return activated sludge ¢
Reciclado de lodos activados Sludge . ,LOdOS
(containing P)
(conteniendo P)
Nota: Imagen tomada de Hossein Barzinmehr (Sharif University of Technology)
Anaerobic decomposition is achieved when molecular oxygen and nitrate
aren’t present and microorganisms use sulphate and other compounds as final
electron acceptors. A reactor in which there is no molecular oxygen and
nitrate is called an anaerobic reactor. Anaerobic reactors receive the raw
wastewater / Una descomposicion anaerobia se alcanza cuando el oxigeno
molecular y los nitratos no estdn presentes y los microorganismos usan
sulfatos u otros compuestos como aceptores finales de electrones. Un reactor
en el que no hay oxigeno molecular y nitratos se llama reactor anaerobio.
Los reactores anaerobios reciben aguas residuales “crudas” (sin tratamiento)
(Water and Wastewater Engineering, Davis, Chapter 22)
(Biological Wastewater Treatment 3rd, Grady, Chapter 14)
C Medicién de parametros fisicoquimicos del agua residual sintética a la altura
del catodo (en la superficie) [Figuras 4.7 a 4.10]
CA Circuito abierto
CCM Celdas de combustible microbianas
CE Conductividad eléctrica
Cebador En biologia, molécula de acido nucleico o proteina que se requiere para
iniciar la sintesis del ADN (https://dle.rae.es/cebador?m=form). En inglés se
conoce como “primer”
CIDETEQ Centro de Investigacion y Desarrollo Tecnoldgico en Electroquimica, S.C.
México
D Didmetro del &nodo
DGGE Siglas en inglés para electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante
DIQ Departamento de Ingenieria Quimica, FQ, UNAM, México
DQO Demanda quimica de oxigeno
ENH Electrodo normal de hidrogeno
F Indica que la medicion de parametros fisicoquimicos del agua residual
sintética se realizo en el fondo del reactor (a 40 cm de profundidad desde la
superficie) [Figuras 4.7 a 4.10]
FESZ Facultad de Estudios Superiores Zaragoza UNAM, México
FQ Facultad de Quimica, UNAM, México
HA Humedales artificiales
HAAE Humedales artificiales asistidos electroquimicamente
HAFSH Humedales artificiales de flujo subsuperficial horizontal
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Término Significado

HAFSV Humedales artificiales de flujo subsuperficial vertical

Hidrofitas, Planta acudtica cuyas estructuras vegetativas estan sumergidas o flotantes en

hidrofitas agua

I | Corriente eléctrica medida (mA)

IUPAC Siglas para la International Union of Pure and Applied Chemistry

J Densidad de corriente (MA/m?)

K Abreviatura del prefijo kilo ya que la K, de acuerdo con la IUPAC, se usa para
la abreviatura de la unidad de temperatura absoluta, el Kelvin

LIQAYQA Laboratorios de Ingenieria Quimica Ambiental y Quimica Ambiental, FQ,
UNAM, México

MIP Membrana de intercambio de protones

oD Oxigeno disuelto

OTU Table Siglas en inglés para Unidad Taxonomica Operativa la cual es una medida
utilizada para agrupar secuencias de ADN o ARN en grupos relacionados con
el fin de estudiar la diversidad microbiana (unidades de estudio

P Potencia obtenida (mW) de la ecuacién 3-1

Pb Iniciales para “pares de bases” unidad de medida en la determinacion de la
cantidad del material genético de las bacterias.
En genética un par de bases es una unidad que consta de dos bases
nitrogenadas de ADN unidas entre si por enlaces de hidrégeno. Forman los
bloques de construccion de la doble hélice de ADN, y contribuyen a la
estructura plegada de ADN y ARN.

PCR Siglas en inglés para la reaccion en cadena de la polimerasa

Pd Densidad de potencia (mW/m?)

Pellén Nombre comercial en México para una fibra sintética no tejida

pH Potencial de hidrégeno

PAD Polietileno de alta densidad

pOR Potencial de oxidacion-reduccién (conocido cologquialmente como redox)

Primer Cebador en espafiol. Ver definicion del diccionario de la lengua espafiola (dle)
de la Real Academia Espafiola de la Lengua arriba (RAE)

PVC Cloruro de polivinilo (por sus siglas en inglés)

Rext Resistencia eléctrica externa

Retrete “Del occitano o catalan, 1. Aposento dotado de las instalaciones necesarias
para orinar y evacuar el vientre. 2. Inodoro (del latin inodorus. 1. Que no tiene
olor. 2. Aparato sanitario para evacuar los excrementos y la orina, provisto de
un sifon que evita los malos olores” (https://dle.rae.es/inodoro#9MkSmvE)
(https://dle.rae.es/retrete?m=form). “En México es comun escuchar que se
Ilama a este aparato W.C., por water closet, su nombre en inglés y también
excusado o escusado” (https://dle.rae.es/escusado)

SA Sistema de alimentacién

Sample Nombre en inglés para metadatos de la muestra empleada para el estudio de

metadata los microorganismos

SEM Siglas en inglés para microscopia electrénica de barrido

Software R Paqueteria de computo empleada para realizar andlisis estadisticos y para

realizar los analisis de los microorganismos (graficas e indices)
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Término Significado

T Temperatura

t Tiempo, d

Taxonomy Nombre en inglés para Taxonomia

TEE Transferencia extracelular de electrones

TDE Transferencia directa de electrones

Tezontle Palabra de origen ndhuatl que significa piedra ligera como los cabellos. De
tetl, piedra y tzontli, cabellos (Cabrera, 2002)

TME Transferencia mediada de electrones

Tree Nombre en inglés para Arbol referido en esta investigacion a organismos Vvivos

UNAM Universidad Nacional Autonoma de México, México

V,V Potencial (voltaje, mV)

W, P Potencia de salida (mW)

Letras griegas

IT

Pi (usada para calcular el area transversal del anodo cilindrico)

Notas:

Esta investigacion usa el punto decimal (DOF, 2009) y los guarismos o valores numéricos

junto a °C y %. Las abreviaturas de las locuciones latinas et cetera y et altere no se

pondran con cursivas (etc., et al.) por su uso extendido
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CAPITULO 1

PROBLEMATICA

Los problemas ambientales que actualmente enfrenta la humanidad estdn poniendo cada vez
mas en peligro los sistemas que soportan la vida en la Tierra (Jackson, 2009; Meadows et al.,
2004; WWF, 2014).

El impacto acumulado de la vida humana en el planeta durante las uUltimas décadas ha
generado un aumento constante de la produccion de gases de efecto invernadero
(principalmente CO>). Estos gases son causados por la quema de combustibles fdsiles
(Mazdiyasni y AghaKouchak, 2015; Sala et al., 2000) como el carbon, el gas natural y el
petroleo, los cuales son de los combustibles mas comunmente utilizados para la produccion de
electricidad (Santoro et al., 2017).

La acumulacion de estos gases de efecto invernadero en la atmdsfera genera un impacto
negativo al ambiente. Esto provoca un aumento de la temperatura de la superficie terrestre y
de los océanos calentando de manera acelerada el planeta, proceso al que se le conoce como

calentamiento global o cambio climatico (Sala et al., 2000; Trenberth et al., 2014).

A su vez, el cambio climatico o calentamiento global al provocar un cambio drastico en el
clima y estd perturbando el pseudo-equilibrio ambiental existente (Trenberth et al., 2014,
Zandalinas et al., 2021). Las perturbaciones se manifiestan con diferentes fendmenos como el
aumento de la frecuencia e intensidad de las sequias y las olas de calor, asi como de otras
condiciones de estrés abiotico como las inundaciones, la salinidad y las heladas. Debido a los
problemas de contaminacion ambiental y calentamiento global existe la necesidad de
implementar tecnologias alternativas para la produccion de electricidad con el fin de
minimizar la emisién de gases de efecto invernadero producidos por el uso masivo de
combustibles fosiles (André et al., 2012).
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1.1. Introduccioén

1.1.1. Energia

El crecimiento poblacional y econdémico demanda el uso de energia, que proviene
principalmente de los recursos energeéticos fosiles (petroleo, gas, carbon), los cuales se han
aprovechado por més de 100 afios como fuente de calor, energia luminosa, combustible para
vehiculos y para generar electricidad (DOE, 2013).

En la actualidad, los recursos mas utilizados para la produccién de energéticos a nivel mundial
son: El petréleo crudo 31.58%, carbédn y sus derivados 26.98%, gas natural 22.84%, recursos
renovables 13.70% y nucleoenergia 4.90% (IEA, 2019), los cuales son utilizados para producir

electricidad.

La energia eléctrica ha representado un desarrollo tecnolégico de gran impacto en el
crecimiento econdémico de la humanidad y actualmente constituye aproximadamente el
19.31% del consumo de energia a nivel mundial (SENER, 2020).

En México, durante el afio 2019, la produccion de hidrocarburos representd el 83.93% del
total de produccion de energia primaria?, el petréleo crudo representé el 59.83%, el gas natural
y los condensados figuraron con el 24.10% En cuanto a los demas tipos de energias, las
renovables representaron el 10.46%, el carbdén el 3.64% y la energia nuclear el 1.97%
(SENER, 2020).

La mayor parte de la oferta de energia primaria fue enviada a centros de transformacion, lo
gue permite obtener productos mas utiles para el consumo nacional. Con referencia a las
plantas de electricidad instaladas en territorio nacional, se envid el 23.68% del total del flujo
de energia a los centros de transformacion durante 2019 (SENER, 2020).

2 La energia primaria es considerada toda forma de energia disponible en la naturaleza antes de ser
transformada por los humanos. Por ejemplo, la energia contenida en los hidrocarburos, carbén, biogas,
biomasa, energia edlica, solar, geotérmica, etc. (SENER, 2020)
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A pesar de esto, en el afio 2019 se tiene registrado que el 9.91% (759 millones de personas) de
la poblacion mundial no tuvo acceso a la energia eléctrica (TWB, 2019). En el caso de
México, en el afio 2016 existian mas de 500 mil viviendas sin electricidad, principalmente en
comunidades indigenas y rurales (Cdmara de Diputados, 2016). Esta situacion impide el

desarrollo y bienestar equitativos, tanto social como econémico.

Los recursos energéticos fosiles son dafiinos y, peor aun, limitados y no alcanzan a cubrir las
necesidades de abastecimiento de energia eléctrica para el total de la poblacion. Sin embargo,
persiste todavia una gran dependencia por utilizarlos por parte de las autoridades
gubernamentales y de los propios consumidores ya que el cambio a la energia de origen
renovable y mas limpia requiere de cuantiosos recursos y, sobre todo, voluntad politica
(Bazua-Rueda, 2022). Ante esta situacion, en los Gltimos afios se han buscado opciones para
acelerar especialmente la electrificacion mediante soluciones descentralizadas basadas en

energias renovables como la edlica, la solar, la geotérmica, etc.

1.1.2. Recursos hidricos

Los cambios en los recursos hidricos continentales (p.ej., la disponibilidad y calidad de agua
dulce) se han identificado como uno de los problemas méas importantes del calentamiento
global. Los recursos hidricos son muy vulnerables, y muchas regiones del planeta se enfrentan
cada vez a una mayor escasez (Vorésmarty et al., 2000). Ademas, los recursos hidricos estan
amenazados debido a que el agua continental esta fuertemente sometida a desvios para usos

agricolas, industriales y domésticos (Leblanc et al., 2012).

La provision de agua para el consumo humano en la cantidad y calidad necesaria incide
directamente en la salud y bienestar de la poblacion. De manera analoga al agua potable y el
saneamiento de las aguas residuales generadas en los hogares determina también la salud y
calidad de vida de la poblacion (CONAGUA, 2018).

En la actualidad, 785 millones de personas en el mundo, 1 de cada 9, carecen de acceso a agua
potable en sus hogares. También, 2000 millones, 1 de cada 3 personas — no tienen acceso a un
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retrete. Casi un millon de personas mueren cada afio por enfermedades relacionadas con el
agua, el saneamiento y la higiene, que podrian reducirse con el acceso al agua potable o al
saneamiento (WHO y UNICEF, 2017).

México ocupa el lugar 11 dentro de las naciones mas pobladas del mundo donde viven
alrededor de 126 millones de personas. Al afio 2015, la cobertura nacional de acceso al agua
entubada era de 97.8% en zonas urbanas y 87.0% en zonas rurales en tanto que la cobertura
nacional de agua entubada en la vivienda o predio era 97.2% en zonas urbanas y 85.0% para el
area rural lo cual indica que aproximadamente un 16% de la poblacion no cuenta con acceso a
agua potable en sus domicilios (CONAGUA, 2018).

De igual manera, la cobertura nacional de acceso a los servicios de alcantarillado y
saneamiento basico (que considera la poblacion con drenaje conectado a la red pablica, a fosa
séptica 0 con desaglie a suelo, barranca, grieta, rio, lago o mar) era de 97.4% en zonas
urbanas, 77.5% en zonas rurales, en tanto que la cobertura nacional de alcantarillado a red
publica o fosa séptica era de 96.6% zona urbana, 74.2% en zona rural. Ademas, hasta el afio
2017, del 100% de la descarga de aguas residuales municipales se recolectaba el 91.61% vy
solamente son tratadas el 57.72% (CONAGUA, 2018). Aunado a esto se estima que la
electricidad representa del 5 al 30% del costo total de operacion de los servicios de agua y
saneamiento a nivel mundial (WWAP, 2015).

Estos datos reflejan que siguen existiendo dificultades para muchos habitantes del planeta y de
México para acceder al agua potable de calidad y al saneamiento bésico, principalmente en
zonas rurales, lo que incrementa el riesgo a contraer enfermedades de transmision hidrica, asi
como afecciones resultantes del consumo de componentes quimicos dafiinos y patdgenos

potencialmente presentes.

1.2. Justificacion

Considerando la problematica expuesta, en los Ultimos afios se han investigado las celdas de

combustible microbianas. Las celdas microbianas son sistemas bio-electroquimicos, capaces
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de convertir energia bioquimica en energia eléctrica mediante microorganismos que degradan
varios compuestos organicos (algunos considerados como contaminantes) procedentes de
diferentes tipos de aguas residuales (Aguilar-Pichardo y Galicia-Badillo, 2016; Miranda-
Méndez et al., 2017; Pandey et al., 2016; Pant et al., 2010; Salinas-Juarez, 2016, 2017;
Salinas-Juérez et al., 2016, 2017; Salinas-Juérez y Duran-Dominguez de BazUa, 2018).

Una manera mas practica para intensificar el tratamiento de aguas residuales mientras se
genera electricidad es la integracion de celdas de combustible microbianas acopladas a
humedales artificiales, los cuales recientemente han ganado una atencién considerable en la
comunidad cientifica. Una revision de la literatura ha revelado el incremento de las
publicaciones sobre el tema de humedales artificiales acoplados con CCM a partir del 2012
(Borja-Urzola et al., 2018; Xu et al., 2019).

Las celdas de combustible microbianas acopladas a humedales artificiales (humedales
artificiales asistidos electroquimicamente) utilizan microorganismos (que se adhieren a la
superficie del anodo formando biopeliculas) que oxidan bioldgicamente la materia organica y
a partir de este proceso transfieren electrones a sustancias que pueden ser solidas como los
electrodos de grafito. Durante la produccion de electrones también se producen protones en
exceso. Estos protones migran a través de la membrana de intercambio catidnico hacia la
camara catddica. Los electrones fluyen desde el &nodo a través de una resistencia eléctrica
externa (o carga) hasta el catodo, donde reaccionan con el aceptor final de electrones
(oxigeno) y los protones formando como subproducto agua (Logan, 2009; Rabaey y
Verstraete, 2005).

Esta tecnologia es un método alternativo y ecoldgico apropiado para el tratamiento de aguas
residuales y la simultanea produccion de electricidad (Idris et al., 2016; Kumar et al., 2018).
Asi, se ofreceria un beneficio a millones de personas en todo el mundo que presentan
dificultades para tener acceso a la red eléctrica (IEA, 2017) y al saneamiento basico del agua
(CONAGUA, 2018), brindandoles mayor bienestar y una mejor calidad de vida. Ademas, el

uso de esta tecnologia puede contribuir a la disminucion de los gases de efecto invernadero.
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Ante las problematicas mencionadas existe una tendencia por seguir mejorando el desarrollo
de esta tecnologia para llevarla a una escala real y que sea eficazmente sustentable. Es
importante seguir investigando diferentes componentes para optimizar el rendimiento del
sistema. En vista de que los microorganismos y la resistencia eléctrica son de los componentes
mas importantes que influyen en dicho rendimiento y, ya que estudios previos han sugerido
realizar mas investigaciones al respecto (Durdn-Dominguez-de-BazUa et al., 2022; Obileke et
al., 2021; Salinas-Juarez et al., 2016; Zhao et al., 2020), esta investigacion se centra en evaluar
el efecto de las resistencias eléctricas externas sobre la comunidad microbiana presente en el
anodo y su rendimiento de generacion de electricidad y de remocion de contaminantes en un
humedal artificial asistido electroquimicamente con el fin de contribuir al mejoramiento del

sistema.

1.3. Antecedentes

Entre los diferentes factores que afectan el rendimiento de los humedales artificiales asistidos
electroquimicamente (en adelante, HAAE) es necesario un enfoque hacia dos de los que méas

influyen: Los microorganismos y la resistencia eléctrica externa.

Para comprender mejor el papel de la resistencia externa en el disefio de HAAE, Wang et al.
(2019) compararon el efecto de diferentes factores en el rendimiento del HAAE, incluyendo la
concentracion de oxigeno disuelto en la zona del céatodo, la proporcion de reciclaje y la
resistencia externa. Entre esos factores, la resistencia externa fue reconocida como el factor
gue mas influy6 en la generacién de electricidad en un HAAE con una contribucién de mas
del 90%. Por lo tanto, analizaron el rendimiento de la HAAE con varias resistencias externas
(de 50 a 2000 ) en las mismas condiciones. Encontraron que la maxima densidad de potencia
se logro en la resistencia externa de 500 Q, mientras que la mayor tasa de eliminacion de

contaminantes se lograba con una resistencia externa resistencia externa de menos de 250 Q.

Salinas-Juarez et al. (2016) mencionan que la tension de la celda, bajo una resistencia externa,

afecta a la corriente circulante y observaron diferentes especies de microorganismos por medio
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de la microscopia, en celdas de combustible bioldgicas con hidréfitas vivas, pero recomiendan

mas estudios para identificar los microorganismos presentes.

En cuanto a la investigacion de Lyon et al. (2010), ellos demostraron que las CCM
alimentadas con aguas residuales domésticas la estructura de la comunidad microbiana cambid
con la resistencia externa, de modo que varias combinaciones de comunidades microbianas

conduciran a una comparable potencia de salida.

Por otro lado, Katuri et al. (2011) descubrieron que en la CCM alimentada con aguas
residuales mixtas (cervecera y doméstica), la resistencia externa tuvo una ligera influencia en
la produccién de electricidad, pero la mayor corriente se produjo para la menor resistencia
aplicada, 0.1 kQ. Al mismo tiempo, la mayor eficiencia de eliminacion de materia organica

(DQO) se observé para la resistencia externa mas alta 50 kQ.

Sin embargo, existen estudios que demuestran una alta produccién de electricidad a valores

mas elevados de resistencia eléctrica externa. A continuacion, se sefialan algunos de ellos.

Potrykus et al. (2021) probaron diferentes valores de resistencia eléctrica externa (120, 560,
1000, 1500, 2200, 2700 y 3300 Q) en el rendimiento de celdas de combustible microbianas; se
observd que al aumentar la resistencia externa de 120 a 560 Q,-habia un incremento en la
potencia producida y asi sucesivamente con los demas valores de Rex, hasta llegar al maximo
de potencia con una resistencia externa de 2200 Q la cual fue similar a la resistencia interna
(2210 Q) obteniendo 1.6 pW.

Kim et al. (2019) probaron el rendimiento de diferentes resistencias eléctricas externas (10,
100, 500 y 1000 Q) en dos CCM con diferentes materiales en el anodo: Malla de acero
inoxidable con nanotubos de carbono y fieltro de grafito, las cuales mostraron la méxima
densidad de potencia con 149.9 W/m®y 21.1 W/m® de volumen de celda con la Rext més alta
(1000€2).
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Zhang et al. (2011) y Zhu et al. (2014) mencionaron que al cambiar los valores de resistencia
eléctrica externa también es probable que cambie el valor del potencial anddico. Por lo tanto,
es mas factible controlar las condiciones de crecimiento de las bacterias electroquimicamente
activas mediante la modificacion de la resistencia eléctrica externa en lugar del ajuste del

potencial anddico en las aplicaciones de las CCM.

Especialmente, en HAAE, esto seria de gran ayuda, ya que, para modificar el potencial
anodico con ayuda de un equipo como un potenciostato, requeriria de una gran capacidad

energética para librar la resistencia interna del humedal.

1.4. Hipotesis

La aplicacion de diferentes valores de resistencia eléctrica externa a una celda de combustible
microbiana con plantas dara resultados de producciéon de electricidad y de remocion de
contaminantes ocasionados por la variacion en la comunidad microbiana en los humedales

artificiales asistidos electroquimicamente empleados.

1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo general
Evaluar el efecto del valor de la resistencia eléctrica externa en el desempefio de un humedal

asistido electroquimicamente

1.5.2. Objetivos particulares
e Construir un sistema experimental constituido por humedales artificiales asistidos
electroquimicamente, a escala de laboratorio, sometidos a valores diferentes de
resistencia eléctrica externa midiendo los parametros de generacion eléctrica en
humedales artificiales asistidos electroquimicamente comparando cinco diferentes

valores de resistencia eléctrica externa aplicados teniendo un control a circuito abierto

27



Evaluar la remocion de contaminantes en los humedales artificiales asistidos
electroquimicamente y comparar los resultados obtenidos entre los humedales con
diferentes valores de resistencia eléctrica externa aplicados

Realizar la determinacion y comparacion de las especies microbianas presentes en cada
humedal en tres etapas de la investigacion: Arranque, estabilizacién y operacion
continua

Determinar el valor de resistencia eléctrica externa que proporcione mejores
condiciones de habitat para los microorganismos exoelectrogenos y para la depuracion

del agua en tratamiento

1.6a. Metas

Construccion de seis humedales artificiales a escala de laboratorio empleando la
especie vegetal Phragmites australis y agua residual sintética

Utilizacion de resistencias eléctricas de 20kQ, 10kQ, 5kQ, 1kQ y 1009, conectadas
una a cada uno de los humedales construidos, dejando un humedal sin resistencia como
control (circuito abierto, CA) y teniendo finalmente seis humedales a escala de
laboratorio

Determinacion de la depuracién de agua residual por medio de la medicién de materia
organica disuelta, medida como demanda quimica de oxigeno total, DQO, nitr6geno
amoniacal, nitrégeno total, nitratos, nitritos y sulfatos

Evaluacion de la produccion de electricidad mediante la medicion, en cada humedal,
del voltaje en circuito abierto, la densidad de potencia y la densidad de corriente
eléctrica con respecto al area del &nodo, asi como del potencial de los electrodos

1.6b. Alcances

Instalacion del sistema experimental al aire libre, bajo la sombra, a temperatura

ambiente, ejecutando el experimento durante 203 dias.

En el siguiente capitulo se presentan los fundamentos de esta investigacion experimental.
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CAPITULO 2

FUNDAMENTOS

A continuacion, se describiran los componentes, caracteristicas y modos de funcionamiento de
las tecnologias que conforman un humedal artificial asistido electroquimicamente, HAAE.
Estos sistemas son los humedales utilizados para el tratamiento de agua en lo que se incluyen
las celdas de combustible microbianas utilizadas para la generacién de electricidad. Teniendo
en cuenta que cada uno de los componentes, tanto del humedal como de la celda
electroquimica, tiene una funcién especifica e importante para el buen funcionamiento del
sistema y que lo que principalmente se busca es mejorar su desempefio, en el presente trabajo
se toma en cuenta lo realizado en estudios previos, para probar diferentes valores de

resistencias eléctricas externas.

2.1. Humedales artificiales

Los humedales artificiales (en adelante, HA) han sido definidos como “sistemas de ingenieria,
disefiados y construidos para utilizar las funciones naturales de los humedales, de la
vegetacion, los suelos y de sus poblaciones microbianas para el tratamiento de contaminantes
en aguas residuales” (ITRC, 2003).

Fisicamente, el HA es un sistema disefiado con componentes clave que desempefian un papel

importante en la degradacion de los contaminantes cuando las aguas residuales pasan por él.

Los componentes principales de los humedales artificiales son los siguientes:

¢ Plantas (macrofitas acuaticas o hidréfitas): Las hidrdfitas son las plantas acuéaticas de mayor
tamafio que proporcionan un entorno, una superficie y nutrientes para el desarrollo de los

microorganismos, ayudan a la filtracion de material en suspension, participan en la

eliminacién de materia organica y nutrientes, protegen y estabilizan el medio de soporte

29



obstruyendo la formacion de canales de erosion a través de su denso sistema de raices
(Valipour y Ahn, 2015).

e Microorganismos: Es una comunidad microbiana diversa y resistente formada por arqueas,
bacterias, hongos, algas, protozoos y metazoos encargados de absorber los contaminantes a
través de varios mecanismos metabdlicos. En ciertas zonas del humedal algunos de estos
microorganismos llegan a formar una biopelicula que es parte de la amplia diversidad
microbiana. Esta biopelicula aporta beneficios al sistema como ayudar a atrapar los sélidos
en suspension. Puede actuar como un buen sumidero para retener fosfatos y jugar un papel
importante a través del proceso de nitrificacion y desnitrificacion eliminando el nitrégeno y
el fosforo (Chen et al., 2016; Liu et al., 2014a; Srivastava et al., 2017).

e Medio de soporte: Los medios de soporte (Ilamados en algunas publicaciones ‘sustratos’?)
son el principal blogue de soporte en el que se sustenta todo el sistema del HA. Ademas de
ser la matriz de soporte, desempefia un papel importante como plataforma para el
crecimiento de las macrdfitas, el desarrollo de biopeliculas microbianas y como sitios de
reaccion para la inmovilizacion y/o degradacion de contaminantes cuando no son inertes
(Wu et al., 2015)

El tratamiento de aguas residuales por medio de HA se basa en una serie de etapas fisicas y
bioquimicas como son: Adsorcion, precipitacion, filtracion, nitrificacion, depredacion,
descomposicion, etc. La operacion mas importante es la “filtracion’ biologica, realizada por la
biopelicula que estd compuesta por microorganismos, mayoritariamente bacterias aerobias y
facultativas. La eficiencia de los procesos de tratamiento aerobio depende de la relacion de
demanda (carga) y suministro del oxigeno (disefio del HA) (Hoffman et al., 2011). Cuando los
HA estan acoplados con CCM existen méas factores que influyen en la eficiencia del

tratamiento como el valor de las resistencias eléctricas externas.

Las configuraciones de disefio de los HA se clasifican segun el patrén de flujo a través del

sistema, el tipo de agua residual tratada, el medio de soporte, las plantas, el tipo de uso

3 Sustrato es el reactivo en una biorreaccién y se transforma en el producto de esa biorreaccién [Nota de la
tutora]
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operativo y el nivel de tratamiento deseado. Entre estos criterios, hay tres tipos principales de
HA considerados en funcion de los patrones de flujo (Figura 2.1) (IWA, 2000):

e Sistemas de flujo libre superficial

e Flujo subsuperficial horizontal

e Flujo subsuperficial vertical

Figura 2.1. Tipos de humedales: a) Flujo libre superficial, b) Flujo subsuperficial horizontal,

c) Flujo subsuperficial vertical (Montenegro-Rosero et al., 2019)

Los HA de flujo libre superficial se definen por la exposicion de la superficie del agua a la
atmosfera y profundidades de estanque de alrededor de 0.3 m, donde el tratamiento se realiza

en gran medida dentro de la columna de agua (EPA, 2000).

Los sistemas de flujo subsuperficial horizontal (FSH) se basan en que el flujo de agua pasa a
través del material de soporte en una configuracién horizontal. Los HAFSH tienen poca
profundidad (entre 0.3 a 1.0 m) llena de material filtrante (normalmente arena o grava u otro
material pétreo disponible en el area de construccion) y plantada con vegetacion que tolera las
condiciones de saturacion o inmersion (también preferentemente de la zona). Dentro del
biorreactor, las aguas residuales se encuentran con zonas aerobias, anoxicas y anaerobias
asociadas con la profundidad relativa con respecto de la total, la profundidad de las raices de
las plantas y la profundidad general del HA (Eslamian et al., 2013), asi como la disponibilidad
de aceptores de electrones (oxigeno molecular, nitratos, sulfatos, etc.), de acuerdo con las
definiciones que se han dado a estos términos de aerobio, anaerobio y anoxico (ver Glosario).
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A diferencia de los HAFSH, los sistemas de flujo subsuperficial vertical (HAFSV) se basan en
que el flujo de agua pasa a través del material del sustrato en una configuracién vertical. Un
humedal de flujo vertical es un lecho filtrante plantado que se drena en la parte inferior. Las
aguas residuales se vierten o dosifican en la superficie desde arriba mediante un sistema
mecénico de dosificacion. El agua fluye verticalmente hacia abajo a través de la matriz
filtrante hasta el fondo del reactor, donde se recoge en una tuberia de drenaje. La diferencia
importante entre un humedal vertical y uno horizontal no es simplemente la direccion de la
trayectoria del flujo, sino las condiciones de aerobiosis que cada uno de los flujos impone en
diferentes zonas del humedal (Tilley et al., 2014).

2.2. Celdas de combustible microbianas (CCM)

La CCM es un dispositivo bioelectroguimico que transforma directamente la energia quimica
contenida en sustratos organicos en electricidad mediante la actividad microbiana.
Estructuralmente, una celda de combustible microbiana consta de dos cdmaras que alojan a los
electrodos: una para el &nodo y otra para el catodo, separadas por una membrana de
intercambio de cationes (en algunos casos la membrana es especificamente selectiva para
intercambio de protones). La camara del anodo contiene los microorganismos
electroquimicamente activos (especificamente, éstos crecen en la superficie del anodo),
mientras que el catodo es abiotico, aunque hay investigaciones que incluyen un biocatodo con
cianobacterias 0 microalgas. Los microorganismos en el anodo (arqueas y/o bacterias) actdan
como biocatalizadores que realizan la degradacién de materiales organicos para transferir
electrones que viajan hacia el lado del catodo a través de un material conductor que incluye
una resistencia eléctrica dentro del circuito eléctrico externo (Figura 2.2) (de-Juan, 2014;
Logan et al., 2006; Salinas-Juarez et al., 2016). Existen algunos factores que deben ser
considerados para favorecer el rendimiento de la celda de combustible microbiana. Estos
incluyen: La disponibilidad del sustrato, la presencia de enzimas 0xido-reductoras (‘redox’), la
oxidacion del combustible en el anodo, la resistencia eléctrica externa del circuito, la
reduccién de oxigeno en el catodo, asi como la transferencia de protones al catodo a través de

la membrana que resulta en la variacion del pH y también obstaculiza las actividades
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microbianas (Chen et al., 2019; Flimban et al., 2019; Obileke et al., 2021; Prathiba et al.,
2021; Salinas-Juérez et al., 2016). Es importante mencionar que las enzimas 6xido-reductoras
se encuentran en las bacterias electroquimicamente activas, quienes realizan la transferencia
de electrones al anodo y estan involucradas en la eficiencia con la que este proceso de

transferencia de carga ocurre.

Camara
aercbia

Camara 1
anaerobia e ) L)

Sustrato

Oxidacion

Biopelicula

Ht + e

a C b

Figura 2.2. Componentes de una celda de combustible microbiana: a) camara anddica, b)
camara catodica, ¢) membrana intercambiadora de protones d) circuito externo (elaboracién

propia)

Las partes que componen una celda de combustible microbiana se describen a continuacion.

2.2.1. Anodo

En la camara anddica (&nodo) ocurre la oxidacién microbiana anaerobia, en la que las
bacterias obtienen energia usando sustancias quimicas diferentes del oxigeno del aire y de los
nitratos. A partir de lo anterior se dice que estas bacterias usan un mecanismo anaerobio
obligado vy, al oxidar acetato (sustrato) a dioxido de carbono, resulta la transferencia de

electrones y protones.

En una celda de combustible microbiana alimentada con agua residual normalmente se
encuentran varios compuestos organicos. En un HAAE la variedad de los compuestos

organicos puede ser mayor por la aportacion de las plantas. Sin embargo, con el objetivo de

33



establecer puntos de referencia para estudiar los fenGmenos que ocurren en estos sistemas, se
ha utilizado la reaccién de oxidacion del acetato como uno de sus puntos de referencia,
considerando que el acetato es un sustrato facilmente degradado por las bacterias
electroquimicamente activas y que generalmente se encuentra presente. A continuacion, se

presenta la reaccion de oxidacion del acetato.

Reaccion (1) en la camara anodica:

CH3COOH + H,0O — 2CO> + 8H™ + 8e™ (reaccion representativa) (-0.36 V) (2-1)

Posteriormente, los electrones van del anodo al catodo a través de un circuito externo
integrado y los protones migran a través de la membrana de intercambio de protones hasta la

camara catodica manteniendo la neutralidad de la carga (Kim et al., 2008).

2.2.2. Catodo

Los electrones son los elementos valiosos de la reaccion de oxidacion de la camara anddica
que viajan a través de un cable conductor hasta la camara catodica. Ademas, los electrones
reaccionan con los protones y el oxigeno para formar moléculas de agua (reduccién) como

sub-producto.

Reaccidn (2) en la cdmara catddica:
4H" + 4e” + O,— 2H>0 (reaccidn representativa) (1.229 V) (2-2)

2.2.3. Membrana de intercambio de protones, MIP

Como parte del proceso; los protones se desplazan a la camara catodica a través de la
membrana que une tanto a la camara anodica como a la catodica. Sin embargo, la membrana
solo es permeable a cationes y en algunos casos s6lo a los protones (H*). Eso quiere decir que
no permite que los electrones pasen a través de ella. Por tanto, la presencia de oxigeno en la
camara catddica es importante para completar la reaccién de reduccion del oxigeno. La
funcién de la MIP es actuar como barrera para la restriccion de la difusion de oxigeno desde el
catodo al &nodo, mientras que es permeable a la migracion de protones desde el anodo al
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catodo. Ademas, permite el paso de protones al tiempo que garantiza que el oxigeno de la
camara catodica y los electrones no se crucen (Flimban et al., 2019).

Cabe mencionar que existen disefios de celdas de combustible microbianas que no incluyen
esta membrana, en su lugar se utilizan materiales sustitutos o disefios que no incluyen
membrana. Normalmente este tipo de membranas selectivas son costosas y para abatir el costo
se buscan materiales que permitan fendmenos similares del paso selectivo de iones (Ortiz-
Zamora et al., 2023).

2.2.4. Resistencia eléctrica externa

La resistencia externa es un factor muy importante que afecta a la cantidad de corriente
producida en el sistema. Se ha observado que la resistencia eléctrica externa impulsa el
potencial anodico e influye en la competencia entre especies electrogénicas y no
electrogénicas y, asi mismo, tiene un efecto en la eficiencia de remocion de la materia

organica (Kloch y Toczytowska-Maminska, 2020; Rismani-Yazdi et al., 2011).

La carga del circuito, es decir, la resistencia externa se utiliza: Para disipar la energia eléctrica
cuando las CCM funcionan independientemente de un dispositivo eléctrico y como parte
integrada de una red eléctrica que controla las salidas caracteristicas de las CCM. La
resistencia externa (Rext) controla el flujo de electrones del anodo al catodo, afectando a las
salidas de potencial (V) y corriente (1) de las celdas de combustible seguin la Ley de Ohm
(V=IRext). La potencia de salida (W) se ve consecuentemente afectada por la resistencia

externa (Rismani-Yazdi et al., 2011):

W=I2 Rext (2-3)

Para evaluar la eficiencia de la CCM se utilizan parametros eléctricos calculados a partir del
voltaje y la corriente medidos en la celda. Algunos de estos parametros son la densidad de
potencia, que depende del area del electrodo, la resistencia externa e interna, la corriente
eléctrica y la eficiencia couldmbica. Este Gltimo pardmetro se define como la fraccion de

electrones recuperados frente a los electrones totales presentes en el sustrato, es decir una
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relacién de la energia eléctrica obtenida y la degradacion de la materia organica medida como
DQO (Fang et al., 2013; Wu et al., 2014).

Tedricamente, en una CCM la méxima potencia de salida se puede alcanzar cuando la
resistencia interna es igual a la resistencia externa (Logan et al., 2006) y, en general, una Rext
menor induce un mayor flujo de electrones y un menor potencial anddico, lo que conduce a
una mayor ganancia de energia para las bacterias y a un aumento significativo de la

generacion de corriente y la produccion de energia (Aelterman et al., 2008).

La variacioén de la resistencia externa afecta no solamente a la generacion de electricidad, sino
también a la comunidad anddica, probablemente debido a la adaptacion de los

microorganismos (Jung y Regan, 2011; Lyon et al., 2010).

De acuerdo con lo reportado, al cambiar la resistencia eléctrica externa también es probable
que cambie el potencial anddico. Por lo tanto, es méas factible controlar las condiciones de
proliferacion de las bacterias electroquimicamente activas mediante la modificacion de la
resistencia eléctrica externa en lugar del ajuste del potencial anddico con la ayuda de equipos
como un potenciostato en las aplicaciones de las CCM (Zhang et al., 2011; Zhu et al., 2014).

Se ha descrito que las diferencias observadas en los potenciales anddicos cuando la CCM es
operada a diferentes cargas externas actian como una fuerza de seleccion para los diferentes

microorganismos electrogénicos (Schrdder, 2007).

2.2.5. Microorganismos

Los microorganismos son el componente mas importante en la tecnologia de los CCM debido
a que son los encargados de formar biopeliculas conductoras en los electrodos para transferir
electrones que son aprovechados para producir electricidad (cosechar energia) (Liu et al.,
2014b).

Los principales mecanismos de los microorganismos electroquimicamente activos son las

caracteristicas metabdlicas o fisioldgicas y los fundamentos de las reacciones anddicas o
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catddicas, ya que son los biocatalizadores clave implicados en la generacion de electricidad en
las CCM para que transfieran electrones a los electrodos (Schroder, 2007).

Se ha descubierto que un nimero creciente de microorganismos tienen electroactividad y éstos
pueden dividirse en dos tipos: Exoelectrogénicos y los electrogenos. Los primeros transfieren
a los anodos los electrones generados por un sustrato a partir de su oxidacidn, mientras que los
segundos capturan electrones de catodos para el propio metabolismo fisioldgico de la célula
(Logan et al., 2019).

Se han propuesto varios mecanismos para la transferencia de electrones a los anodos, entre
ellos: La transferencia directa de electrones (TDE) a través de los citocromos de tipo C de la
superficie exterior de la membrana celular, la transferencia de electrones de largo alcance a
través de pili-conductores y nanocables microbianos que pueden lograr un largo rango de
transferencia de electrones, asi como la transferencia mediada de electrones, con la ayuda de
sustancias (mediadores) que seran las que transporten a los electrones (TME) (Kumar et al.,
2016; Logan et al., 2019).

Estos mecanismos de transferencia de electrones, asi como la membrana externa de las
bacterias que se considera cominmente como una barrera menos permeable para el transporte
de electrones, son los responsables de la produccion de electricidad de la celda de combustible
microbiana (Liu et al., 2012).

En general, si se mejora la permeabilidad de la membrana celular, se puede acelerar la
transferencia de electrones. Esto se debe a que una mayor permeabilidad de la membrana
celular puede permitir una mayor difusién de los electrones a través de la membrana, lo que
facilita la transferencia de electrones entre los microorganismos y los electrodos (Yong et al.,
2012). Esta mejora de la permeabilidad de la membrana es un poco mas factible en bacterias
Gram negativas que en las bacterias Gram positivas debido a que la membrana es mas fina en
las bacterias Gram negativas (Modestra y Mohan, 2014) y, por lo tanto, existe una mayor

cantidad de bacterias Gram negativas que son exoelectrogénicas.
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Muchos de los microorganismos exoelectrogénicos que pueden producir corriente en el &nodo
provienen de tres dominios diferentes de la vida, los cuales son (Koch y Harnisch, 2016;
Logan et al., 2019):

1. Bacterias (Gram positivas y Gram negativas) de los phyla Firmicutes, Actinobacterias
y en todas las clases de Proteobacterias.
2. Arqueas como el hiperterméfilo Pyrococcus furiosus.

3. Eucariotas del reino Fungi como Saccharomyces cerevisiae.

Sin embargo, en una comunidad microbiana mixta en las celdas de combustible microbianas,
también se encuentran presentes algunos microorganismos no exoelectrogénicos, los cuales
pueden facilitar el proceso de transferencia de electrones a los microorganismos
exoelectrogénicos. Los microorganismos no exoelectrogenicos pueden ayudar en la
produccion y secrecion de mediadores extracelulares para mejorar la transferencia de

electrones entre las diferentes especies microbianas (Kim et al., 2007).

Por lo tanto, las mayores densidades de potencia se producen casi siempre inoculando el
anodo con una fuente rica y diversa de microorganismos. Debido a esta diversidad de
microorganismos y a las condiciones en las que se desarrollan se brindan nuevas
oportunidades para los dispositivos electroquimicos, como las celdas de combustible

microbianas que generan electricidad (Logan, 2009; Logan et al., 2019).

2.3. Aplicaciones de los humedales artificiales asistidos electroquimicamente

En la Gltima década se ha producido un rapido desarrollo de la tecnologia de humedales
artificiales asistidos electroquimicamente (HAAE). La primera publicacion sobre la
combinacion de humedales artificiales (HA) y celdas de combustible microbianas (CCM) fue
reportada por Yadav et al. (2012). Posteriormente, la investigacion sobre el tema ha crecido
rapidamente para mejorar el rendimiento de los HAAE en su doble funcion de tratamiento de

aguas residuales y generacion de electricidad (Ebrahim et al., 2021).
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Los HAAE reducen las concentraciones de contaminantes a traves de un complejo mecanismo
involucrando operaciones fisicas, quimicas y biolégicas que se producen a través de
interacciones entre el agua, el soporte, las plantas y los microorganismos (Chang et al., 2012).
Al mismo tiempo, esta conectada una celda de combustible microbiana donde la camara
anodica se encuentra en una zona anaerobia ubicada, generalmente, al fondo del humedal
artificial y, una cadmara catodica, que se encuentra en una zona aerobia ubicada en la rizosfera
y/o en la superficie del humedal artificial (Yang et al., 2016). El anodo y el catodo estan
conectados entre si mediante un circuito eléctrico externo, el cual sirve para medir la

electricidad generada (Montenegro-Rosero et al., 2019).

En estos sistemas es posible aprovechar su capacidad ya conocida para la remocion de
contaminantes provenientes de aguas residuales y la produccion de electrones que pueden ser
colectados generando una corriente eléctrica utilizable, lo que los convierte en sistemas

sustentables (Salinas-Juérez, 2016; Salinas-Juarez et al., 2017).

Esta tecnologia innovadora para la produccion de electricidad aparte de ser sostenible puede
ser ampliamente integrada en todo el mundo. Dicha tecnologia permite la produccion de
electricidad en todos los sitios donde las plantas puedan crecer, ya que esta basada en les

procesos naturales y no dafia a la planta o a su entorno (Salinas-Juarez et al., 2017).

A continuacion, en el siguiente capitulo se presentara la metodologia seguida en esta

investigacion.
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CAPITULO 3

METODOLOGIA

Se construyeron seis reactores simulando humedales artificiales de flujo subsuperficial de
flujo vertical a escala de laboratorio empleando la especie vegetal Phragmites australis y agua
residual sintética, los componentes de una celda de combustible microbiana se implementaron

en los humedales.

3.1. Disefo experimental

En el disefio experimental se evalud el efecto de cinco valores diferentes de resistencias
eléctricas externas, una resistencia por reactor. También se evalué un reactor en circuito
abierto, siendo las variables de respuesta el rendimiento de produccion de electricidad y la
remocion de materia organica medida como demanda quimica de oxigeno total, DQO. Las

diferentes variables que se estudiaron en este proyecto se muestran a continuacion:

Variable independiente:

e Resistencia eléctrica externa

Variables dependientes:

Variables de produccion eléctrica:
e \oltaje en circuito abierto y cerrado (diario)
e Corriente eléctrica
e Potencia

e Resistencia eléctrica

Variables de remocion de contaminantes:
e DOQO total
¢ Nitrogeno total Kjeldahl
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¢ Nitrégeno amoniacal

¢ Nitratos y nitritos

3.2. Configuracion de los humedales artificiales asistidos

electroquimicamente a escala de laboratorio

Los humedales fueron de flujo subsuperficial vertical ascendente, con un tiempo de residencia
hidraulica de 2 dias, con las condiciones de operacion de temperatura y humedad ambiente, al
aire libre, bajo sombra y se colocaron en la parte exterior del Laboratorio 303 de los
Laboratorios de Ingenieria Quimica Ambiental y de Quimica Ambiental, LIQAYQA, que se
encuentra, en el Conjunto E de la Facultad de Quimica de la UNAM en la Ciudad

Universitaria, Ciudad de México.

Los calculos hidraulicos para la obtencion del volumen y del caudal con un tiempo de

residencia hidraulico de 2 dias se realizaron con las siguientes ecuaciones.

La ecuacion para determinar el volumen total es:

Vp=mx1r%2xh (3-1)
V1 =3.1416 * 64 cm? * 40 cm

Vr=8.07L

donde:

V1= Volumen total del reactor (cilindro) (cm®) 1 cm®=0.001 L

n = valor de p1 3.1416

r? = radio (cm?)

h = altura (cm)

La ecuacion para determinar el caudal es:

t (3-2)
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1000 mL

1 dia

(21 1/dia)
donde:

Q = caudal
V = Volumen

t = tiempo

1L ) (1440 min.

) = 146 mL/min

Las dimensiones, componentes y configuracion de los reactores fueron tomadas con base en
los trabajos de tesis realizados anteriormente en los LIQAYQA (Miranda-Méndez, 2017;

Ordufia-Bustamante, 2012; Ortiz-Zamora, 2018). Los componentes para cada uno de los

reactores se muestran en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Componentes de los reactores

Planta Sustrato Electrodos Material de | Colector  de | Resistencias
separacion corriente
Phragmites Tezontle Fieltro de Pellén Placa de acero | 20 kQ
australis carbon inoxidable 10 kQ
5 kQ
1kQ
100 Q
Circuito abierto, CA

Nota: Todos los reactores tienen los mismos componentes y solamente difieren en el valor de la resistencia eléctrica externa
conectada a cada reactor

Para la construccién de los HAAE se utilizaron como base tubos de PVC de 40 cm de altura y
16 cm de diametro y se les hicieron dos orificios que funcionaron como soportes para
introducir el influente por el borde inferior y sacar el efluente a 2 cm por debajo del borde
superior del recipiente. En el interior de esta base se colocaron otros dos tubos de PVC con la
misma altura, pero con 3.81 cm (1.5 in) y 1.27 cm (0.5 in) de diametro. Se agreg6 el medio de
soporte (tezontle*) desde la base hasta 30 cm de altura. Sobre el tezontle se colocd una pelicula
hecha con un material sintético no tejido, conocido comercialmente como ‘pellén’ del mismo
diametro que el tubo de PVC en el cual se coloco el anodo de fieltro de carbon cosido a una

placa de acero inoxidable (que funciond como colector de corriente). Se agregd una cama o

4 Tezontle es una palabra de origen ndhuatl o azteca que significa piedra ligera como los cabellos, de tet/=piedra
y tzontli=cabellos (Cabrera, 2002) por ser una piedra de origen volcanico extrusivo que hace que entre aire
durante su formacidn y tenga muchos poros haciendo que presente una gran area superficial para la formacion
y soporte de la biopelicula
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lecho de grafito en polvo solamente para recubrir el anodo (menos de 1 cm de espesor).
Posteriormente, se coloc6 una planta acuatica pre-acondicionada al agua residual sintética en
el centro de cada reactor y a 10 cm arriba del anodo se colocé el material de separacién entre
los electrodos, que era otra pelicula de pellon. Los electrodos estaban conectados por una
resistencia eléctrica externa con un valor diferente para cada uno de los reactores, utilizando

un reactor en circuito abierto como control.

3.3. Construccion de los humedales artificiales asistidos

electroquimicamente

La especie de planta que se utilizé fue Phragmites australis debido a que su uso para el
tratamiento de aguas es comun, principalmente en los humedales artificiales de flujo
subsuperficial, mostrando un buen rendimiento en la remocién de contaminantes (Calheiros et
al., 2009; Kdbbing et al., 2013). Las plantas fueron obtenidas del humedal artificial de la FES
Zaragoza Campus 2 (Figura 3.1) y se pre-acondicionaron en cubetas de material plastico con
agua residual sintética preparada con agua de la llave. El tiempo de adaptacion de las plantas
fue de 30 dias.

Figura 3.1. Carrizos (Phragmites australis), fotografia cortesia de Fuerte-Martinez (2022)
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El medio de soporte utilizado, como ya se menciond arriba, fue tezontle. Este material es
ampliamente utilizado debido a su bajo costo y facil obtencion (Castellanos-Z. y Vargas-T.,

2009). El tezontle se adquirio en una tienda de materiales de construccion (Figura 3.2).

Figura 3.2. Tamizado y lavado del tezontle antes de su esterilizacion (fotografia cortesia de
Pérez-Gonzélez, 2017)

Se requiere tener un tamafio entre 5y 10 mm para mejorar el flujo hidraulico. Por ello, se llevo
a cabo un proceso de tamizado, lavado y esterilizacion a 125°C por 1 hora (Ortiz-Zamora,
2018).

Los tubos interiores de los reactores fueron para captar el liquido que se muestrearia y para
introducir el electrodo de referencia y obtener los valores de potencial de los electrodos. El
primero de los tubos estaba perforado con pequefios orificios para obtener los valores de
caracterizacion del electrolito (Figuras 3.3, 3.4). El volumen total de cada reactor fue de 8.04
L y el volumen de trabajo medido fue de 4.20 L. Los HAAE utilizaron un sistema de 3
electrodos: Electrodo de trabajo (&nodo), electrodo de referencia (Ag/AgCl) y electrodo
auxiliar (catodo). El anodo y catodo fueron construidos, como ya Se mencion0 antes, con
fieltros de carbdn y el anodo contaba con una capa de carbon activado (Luken Tecnologia
Quimica, S.A. de C.V.). El electrodo de referencia unicamente se empleaba para obtener los
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valores de potencial del &nodo y del catodo. Por lo tanto, la CCM Gnicamente incluyd dos

electrodos, el anodo y el catodo (Figura 3.5).

Tubo para medir el

Didametro: 16 cm potencial del anodo

Efluente

‘ 7 Membrana de
separacion (pellon)

Resistencia eléctrica
externa

[e)
40 cm

Tezontle

o C\OJ\

30cm
) [e) [e)

00 00 ©° 0O o

o <

Influénte

Figura 3.3. Esquema general del HAAE (reactor) [Alturas de muestreo para analisis

fisicoquimicos: C=Catodo; A=Anodo; F=Fondo del reactor]

Figura 3.4. Materiales y construccion de la base de los reactores
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Figura 3.5. Anodos a la izquierda y catodos a la derecha

Los materiales de carbono son los electrodos mas utilizados debido a su estabilidad quimica,
conductividad eléctrica, biocompatibilidad y costo relativamente bajo. Dichos electrodos
fueron modificados por medio de un proceso de oxidacion térmica que crea centros de
activacion para aumentar, tanto el area superficial especifica (facilitando la formacion de la
biopelicula) como la cinética de transferencia de electrones. Este arreglo ha mostrado tener un
mejor rendimiento del &nodo siendo mas efectivo en comparacién con un anodo sin ningin
tratamiento, aumentando la produccién de electricidad en un 78% (Cercado et al., 2013;
Cercado-Quezada et al., 2011). Estos electrodos fueron conectados a colectores de corriente
los cuales constaron de una placa de acero inoxidable, la cual ha mostrado alta conductividad,
buena resistencia mecanica, bajo costo y propiedad anticorrosiva (Guo et al., 2016; Luviano-
Vigueras, 2020). Dado que se construyeron seis humedales, en cada humedal se conect6 una
resistencia eléctrica diferente que permanecié en conexién desde el dia 55 hasta el fin del
experimento. Los valores de resistencia eléctrica fueron: 20 kQ, 10 kQ, 5 kQ, 1 kQ, 100 Q.
Esto se definié de acuerdo con los articulos consultados en la revision bibliografica donde la
mayor parte de los estudios utilizaron valores de resistencia entre 1 a 1000 Q (Kim et al.,
2019; Leininger et al., 2021; Rossi y Logan 2020; Zhang et al., 2011). Ademas, son pocos los
estudios realizados con valores de resistencia eléctrica arriba de 5 kQ. Algunos estudios han
demostrado una alta produccion de electricidad a valores de resistencia eléctrica externa entre
1y 3 kQ (Cai et al., 2020; Kim et al., 2019; Potrykus et al., 2021). Se reitera lo sefialado arriba

de que el reactor en circuito abierto era el control.
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El material de separacion seleccionado, la fibra sintética no tejida (pellén), ha demostrado ser
eficiente, accesible y de bajo costo comparado con otros materiales para membranas (Ortiz-
Zamora, 2018; Ortiz-Zamora et al., 2023). Se colocd, como ya se menciono, entre la parte
anodica y la catddica y se adquirid en una tienda de telas (Grupo Parisina, S.A. de C.V.,
Ciudad de México).

El in6culo consistio en lodos anaerobios, debido a que contienen un cultivo mixto rico en
arqueas y bacterias anaerobias encargadas de oxidar la materia orgénica del agua residual y
llegan a formar con éxito biopeliculas anddicas electroquimicamente activas (Tutar et al.,
2020). Los lodos provenian de la planta de tratamiento de aguas residuales de Ciudad
Universitaria de la UNAM y fueron proporcionados al Laboratorio L301 del Conjunto E de la
Facultad de Quimica de la UNAM.

Se utilizé agua residual sintética preparada en el laboratorio con el fin de simular un agua
residual doméstica para mantener un control de las caracteristicas del influente y, ademas,
proporcionar los nutrientes necesarios para el crecimiento adecuado de las plantas que se
utilizaron en los reactores. Se tom6 la férmula de Ordufia-Bustamante et al. (2012)
modificando la cantidad de cloruros para favorecer las mediciones del electrodo de referencia
y la de acetato de sodio para incrementar la cantidad de materia carbonosa biodegradable
(Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Concentracidn de nutrientes que contiene el agua residual sintética

Elemento Compuesto adicionado Cantidad en mg/L
Sulfato de magnesio MgSO. 4.95

Cloruro de amonio NH.CI 141.30

Cloruro de potasio KCI 38.13

Cloruro de calcio CaCl 1.00

Monofosfato de amonio® NH4H,PO. 26.22

Acetato de sodio CyH3NaO, 128

De acuerdo con la modificacion se adicionaron iones cloruro para medir el potencial de los

electrodos (Luviano-Vigueras, 2020). Los potenciales de los electrodos se midieron

5> Es el nombre correcto de este compuesto quimico [nota de la tutora]
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con respecto de un electrodo de referencia, en este caso, un electrodo de plata-cloruro
de plata (Ag/AgCl), que consiste en un alambre de plata recubierto por cloruro de plata
solido que permanece en contacto con la solucion que contiene aniones de cloruro
(KCI) (Spitzer y Wunderli, 2013). Este es uno de los electrodos de referencia mas
utilizado en la préctica electroquimica debido a la sencillez de su construccion, a que
pueden ser muy compactos y, principalmente, a que por sus propiedades no

contaminan el medio (Spitzer y Wunderli, 2013).

3.4. Operacion de los reactores

Los recipientes conteniendo el agua residual sintética de alimentacion y los reactores se
conectaron mediante equipos tipo venoclisis originalmente porque no habia disponibilidad de
una bomba peristaltica para regular la distribucion del agua hacia los reactores y tener un
tiempo de residencia hidraulica de 2 dias. El influente se depositd en recipientes de polietileno
de alta densidad (PAD) con un volumen de 4.2 L. Este sistema se utiliz6 hasta el dia 53 y fue
remplazado por un solo recipiente de PAD de 30 L y de una bomba peristaltica marca
Masterflex, modelo: 77521-40, alimentando a cada uno de los reactores.

3.5. Mediciones de parametros de seguimiento

3.5.1. Medicion de parametros eléctricos

La lectura de la intensidad de corriente eléctrica y el voltaje en circuito abierto y cerrado se
midieron todos los dias de manera directa con un multimetro digital de la marca KNOVA
modelo KN-8052. Para la determinacién de la potencia eléctrica se utiliz6 una caja de
resistencias eléctricas externas variables de la marca Extech instruments modelo 380400. Se
utilizaron dos multimetros (KNOVA modelo KN-8052 y BK Precision, modelo 390 A) para
medir la corriente producida y el voltaje generado, respectivamente. Posteriormente, se
emplearon las ecuaciones mostradas abajo para obtener los calculos de la potencia eléctrica,

densidad de potencia y densidad de corriente producida por el sistema experimental.
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La ecuacidn para determinar la potencia eléctrica fue:

P=VI (3-3)
donde:
P = Potencia (Watt)
V = Voltaje (Volt)

| = Corriente eléctrica medida (Ampere)

La ecuacion para determinar la densidad de potencia es:

Py=_ (3-4)

donde:
P4 = Densidad de potencia (mW/m?)
P = Potencia obtenida (mW) en ecuacion 3-3.

Aa = Area geométrica del anodo (m?) (ver Figura 3.6)

Figura 3.6. Fieltro de carbon correspondiente al anodo. Area del anodo = 0.020106 m?

La ecuacion para determinar la de densidad de corriente es:
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J=— (3-5)

donde:

J = Densidad de corriente (MA/m?)
| = Corriente eléctrica medida (mA)

Aa = Area geométrica del anodo (m?) (ver Figura 3.6 arriba)

La ecuacion para determinar el &rea geométrica del &nodo es:

4, =@ (2) (3-6)
donde:
Aa = Area geométrica del anodo (m?) (ver Figura 3.6 arriba)
D = Diametro del &nodo

n="Pi

Posteriormente, se construyeron curvas de polarizacion y de potencia tres veces por semana
para caracterizar el rendimiento y el comportamiento electroquimico en cada uno de los

humedales artificiales asistidos electroquimicamente (Villasefior et al., 2013).

Se midio el potencial del &nodo y del catodo con un multimetro (KNOVA modelo KN-8052) y
un electrodo de referencia de Ag/AgCl (construido en la FESZ, UNAM, México), como se

menciono anteriormente.

3.5.2. Andlisis de parametros fisicoquimicos

La medicion de los pardmetros de potencial de hidrogeno (pH), potencial redox (pOR),
temperatura (T) y conductividad eléctrica (CE) se llevd a cabo mediante el uso de un equipo

digital multiparamétrico marca Hanna Instruments Modelo HI-9828 (EE. UU.), el cual mide

de manera simultanea dichos parametros. Los sitios de muestreo se presentan en la Figura 3.3
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(C=Cétodo; A=Anodo; F=Fondo del reactor), empleando el tubo construido ad hoc para ese
proposito.

3.5.3. Analisis de remocion de contaminantes del agua residual sintética

3.5.3.1. Demanda quimica de oxigeno (DQO)

La DQO se define como la cantidad de equivalentes de oxigeno consumidos en la oxidacion
quimica de la materia organica por un oxidante fuerte (por ejemplo, dicromato de potasio). Se
utiliza como medida de los contaminantes en el agua, las aguas residuales y los residuos
acuosos peligrosos. Una de las aplicaciones del ensayo de la DQO es en la medicion de la
materia organica en las aguas residuales, ya que su determinacién es fundamental para la
modelacién precisa de la biotransformacién en los procesos de tratamiento de aguas residuales
(Hu y Grasso, 2005). Esta técnica fue aplicada segun lo establecido por la norma mexicana
NMX-AA-030-1-SCFI-2012 (DOF, 2012).

3.5.3.2. Nitroégeno amoniacal, nitratos y nitritos

En el agua residual, el nitrégeno puede estar presente en multiples formas y son numerosas las
transformaciones que puede sufrir debido a los procesos de nitrificacion y desnitrificacion
(Metcalf y Eddy, 1995). El nitrogeno presente en cuerpos de agua naturales en niveles
inadecuados puede provocar un crecimiento excesivo de las plantas (es rapidamente
asimilado), aumentando la generacion de sélidos en suspension y la sedimentac2.5ién,
ejerciendo una demanda adicional de oxigeno molecular disuelto en el agua. Esto, a su vez,
aumenta la velocidad de la eutrofizacion natural, limitando o minimizando el tiempo de vida
de las masas de agua naturales. EI amonio puede ser toxico para los microorganismos, las
plantas y la macrofauna cuando esta presente en altas concentraciones (Metcalf y Eddy, 1995).
Para determinar las concentraciones de nitrogeno total, nitrégeno amoniacal, nitratos y nitritos
se aplicaron los métodos normalizados para el analisis de aguas residuales de las normas
oficiales mexicanas NMX-AA-026-SCFI-2010 para nitrogeno total y nitrogeno amoniacal
(DOF, 2010), NMX-AA-082-1986 para nitrégeno de nitratos (DOF, 2001), NMX-AA-099-
SCFI-2006 para nitrégeno de nitritos (DOF, 2006).
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3.5.3.3. Sulfatos

Los sulfatos después de los bicarbonatos son los principales aniones presentes en el agua, los
cuales pueden presentarse de manera natural o como consecuencia de la contaminacion con
aguas residuales industriales (Graniel et al., 2009). Para determinar las concentraciones del ion
sulfato en aguas naturales, residuales y residuales tratadas se aplicara la norma mexicana
NMX-AA-074-SCFI-2014 (DOF, 2014).

La descripcion detallada de estos analisis se encuentra en Anexo 1.

3.6. Seguimiento de las plantas acuaticas

A lo largo de la etapa de experimentacion se observé el desarrollo de las plantas rmplrando
dos caracteristicas, altura y numero de hojas. Esto era importante ya que los reactores se
encontraban practicamente a la intemperie protegidas solamente de la lluvia y en una
localizacion norte donde solamente en invierno les dio la luz solar directa pero estando
localizado el lugar a més de 2000 metros sobre el nivel del mar la intensidad era baja. La
investigacion se inicid en el verano y se termind en el invierno por lo que estuvieron sujetas a

tres estaciones (verano, otofio e invierno).

3.7. Analisis microbioldgicos

Para las pruebas microbioldgicas se tomaron diferentes muestras del anodo: Al inicio (al
momento de agregar el indculo), a 2 meses de conectar las resistencias eléctricas (dia 112) y al
final de los experimentos (dia 203). El objetivo fue conocer y comparar las comunidades de
microorganismos presentes en cada una de dichas etapas para determinar el efecto que tienen
los diferentes valores de Rext en la produccion de electricidad y en la misma comunidad

microbiana.

3.7.1. Extraccion de ADN
Se cortd un pedazo de aproximadamente 1cm? del fieltro de carbon correspondiente al anodo

en las tres etapas del experimento (al inicio, a la mitad y al final). Las muestras obtenidas
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fueron procesadas en el Laboratorio de Gendmica y Biotecnologia del Instituto de Geologia de
la UNAM, en donde se utilizé el kit de PowerSoil DNA Isolation Kit (Qiagen, EE. UU.). Se
usaron aproximadamente 250 mg de sedimento himedo (fieltro de carbono) y fueron
procesados siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN que se obtuvo fue cuantificado
mediante fluorometria en el equipo Qubit Fluorometer 3.0 (Invitrogen, EE. UU.) utilizando el
ensayo de alta sensibilidad Qubit dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.)

para determinar su rendimiento (Aguilar-Rangel et al., 2020; Santillan et al., 2021).

3.7.2. Amplificacion y secuenciacion de los fragmentos de ADNr 16S

La amplificaciéon de las secciones ADNr 16S se realizd segin los protocolos de Illumina
Amplicon descritos por Earth Microbiome Project (EMP, www.earthmicrobiome.org). En el
analisis por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa, PCR en inglés, se amplificaron
las secuencias 16SARNTr a partir de ADN metagendmico (dilucion con 2 a 20 ng de ADN),
utilizando los cebadores (llamados ‘primers’ en inglés) 515F (5’-GTG CCA GCM GCC GCG
CGG TAA-3") y 806R (5 GGA CTA CHV GGG TWT CTA AT -3’) para bacterias y arqueas
(~290 pb). El protocolo de amplificacion consistio en una desnaturalizacién inicial a 95°C por
3 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 s, alineamiento a 52°C por 30
Sy una extension de 72°C por 30 s, seguido por un tiempo final de extension de 72°C por 12
min. La purificacion se realizé siguiendo los protocolos indicados por la EMP.
Posteriormente, se comprobd la existencia de los amplicones por electroforesis en gel de
agarosa (1%) y tincion con SYBR Safe 1x (invitrogen), sobre un amortiguador TAE 1X (Tris-
Acetato 0.04M, EDTA 1mM) [90 V, 25 min] (Aguilar-Rangel et al., 2020; Santillan et al.,
2021). Los productos de la PCR se secuenciaron por pares en la plataforma Illumina MiSeq de
la Universidad de Yale (Yale Center For Genome Analysis), CT, Estados Unidos (~ 20 ng por
muestra). El procedimiento bioinformatico se realizd de acuerdo con lo descrito por Carrasco-
Prieto (2022). Las secuencias se clasificaron en diferentes grupos taxonomicos bacterianos
mediante la base de datos Silva y se procesaron mediante el software Quiime 2 y el lenguaje

de programacién R.

Se realizaron las graficas de abundancia relativa y se calcularon los indices de diversidad de

Shanon y de riqueza de Simpson, de acuerdo con la literatura al respecto (Ramos-Perez et al.,
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2022; Santillan et al., 2021). Las diferencias de las estructuras de las comunidades entre
muestras fueron observadas con un analisis de coordenadas principales con distancia
UNIFRAC (PCoA) no ponderado (patrones de presencia / ausencia de los taxa encontrados)
para conocer las diferencias en la estructura de la comunidad de microorganismos presentes en
el &nodo de cada uno de los reactores a lo largo del tiempo. Se utilizaron todos los ASV
encontrados con excepcion de los correspondientes al indculo (Lozupone y Knight, 2005;
Santillan et al., 2021).

3.8. Analisis estadisticos

Para analizar los datos experimentales obtenidos se empleé el lenguaje de programacion R
(The R Project for Statistical Computing, version 4.2.2. Afio 2022).
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de la experimentacion durante un
periodo de 203 dias. Se muestran las fechas y los dias relevantes de las etapas de
experimentacion (Tabla 4.1): Los valores obtenidos de los parametros eléctricos,

microorganismos, pardmetros fisicoquimicos del agua y de calidad de agua.

Tabla 4.1. Etapas relevantes de la experimentacion

Etapa Fecha Dia
Instalacién de los reactores y de las hidrofitas 14-07-2022 1
Suministro del inéculo 18-07-2022 1
Primera extraccion de material bioldgico del anodo 19-07-2022 5
Inicio de medicidn del potencial del &nodo 29-07-2022 15
Inicio de medicion de los parametros fisicoguimicos del agua 17-08-2022 34
Instalacion de los catodos 18-08-2022 35
Se inici6 la medicion del potencial del catodo y el voltaje de la celda

Conexion de las resistencias eléctricas externas 07-09-2022 55
Reemplazo de la sonda del multiparamétrico (para medir los parametros 16-09-2022 64
fisicoquimicos) debido a una falla en el electrodo de pH

Se elevaron los catodos 04-10-2022 82
Segunda extraccién de material biolégico del &nodo 03-11-2022 112
Tercera extraccion de material biol6gico del anodo 02-02-2023 203
Caracterizacion final del agua residual tratada evaluando su depuracion en | 02-02-2023 203
funcion de las resistencias eléctricas externas estudiadas

Produccion final de electricidad en funcion de las resistencias estudiadas | 02-02-2023 203

En la Figura 4.1 se muestran los 6 reactores tipo humedal artificial asistido
electroquimicamente (HAAE) conectados a las resistencias eléctricas externas. De izquierda a
derecha en la fotografia se tienen los reactores conectados a las resistencias con los valores:

100 Q, 1, 5, 10 y 20 kQ y terminando con el reactor en circuito abierto (CA).

Los reactores estdn conectados al sistema de alimentacién (bomba peristaltica) la cual

succiona el agua residual sintética del pequefio tanque azul y su descarga va al grande.
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Figura 4.1. Humedales artificiales en operacion

4.1. Parametros eléctricos

Las mediciones de los parametros eléctricos se realizaron diariamente de lunes a viernes. Se
comenzo a medir el potencial del anodo el dia 15 posterior al inicio de la experimentacién que
fue después de la etapa de recirculacion del agua de alimentacion. Es decir, el efluente se
volvia a utilizar como influente para favorecer el crecimiento bacteriano (Miranda-Méndez,
2017). Posteriormente, se instalaron los catodos el dia 35y, a partir de entonces, se comenzé a
medir el potencial del anodo, del catodo y el voltaje de la celda. A partir del dia 55 se
conectaron las resistencias eléctricas externas correspondientes a cada reactor y el dia 62, se
comenzd a medir la intensidad de corriente. Con estos parametros y el area geométrica del
anodo se calcul6 la densidad de potencia de acuerdo con lo mencionado en el apartado 3.4 de

la metodologia.

4.1.1. Potencial de los electrodos y voltaje de la celda

Los valores de los potenciales de anodo y catodo normalmente se encuentran referidos al
electrodo normal de hidrégeno (ENH). Sin embargo, en esta experimentacion se utilizé un
electrodo de referencia de Ag/AgC. Por tanto, para expresar los valores en términos del

electrodo normal de hidrégeno se realiz6 la conversion sumando el valor del potencial del
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electrodo de Ag/AgCl, que es de 0.222 V (a condiciones estandar) (Bard et al., 1985), al valor
de los potenciales de anodo y catodo obtenidos.

Es importante sefialar que desde que se instalaron los catodos los valores de voltaje de las
celdas fueron muy bajos, alrededor de 0.5 mV. Buscando maneras de mejorar el voltaje se
dedujo que probablemente el catodo era el responsable de los valores tan bajos. Esto fue
porque el catodo se encontraba inundado, por debajo de la salida de agua y se veia limitado de
oxigeno, el cual es un factor muy importante en este sistema, ya que en el catodo se realiza la
reaccion de reduccion de oxigeno. Por lo tanto, el dia 82 se elevo la posicion de los catodos
por encima de la salida de agua para que estuvieran en contacto directo con el oxigeno y, de
esta manera, se favorecieran las condiciones aerobias necesarias para que se lleve a cabo la
reaccion de reduccién del oxigeno en el catodo y se propicie una diferencia de potencial
positiva. A partir de ese momento los valores de voltaje e intensidad de corriente se elevaron,

confirmando asi que el problema era la falta de oxigeno en el area del catodo.

En las Figuras 4.2a-f se observa el comportamiento de los valores obtenidos de voltaje de la
celda, potencial de &nodo y de catodo. Se aprecia la inestabilidad de los valores de los
potenciales de los electrodos entre el dia 15 y el dia 55 con variabilidad de voltaje en el mismo
periodo. Cuando se conectaron las resistencias eléctricas en el dia 55 los valores de los
potenciales y del voltaje se mantuvieron mas o menos estables aunque permanecian muy
bajos. Como ya se mencioné anteriormente, estos valores de voltaje reflejaron un aumento a
partir del dia 82 en el que se elevo el nivel de los catodos con respecto a la salida del efluente

liquido, acercandose incluso a valores de 1 volt en algunos casos.

El valor de voltaje de celda mas alto registrado es de 918 mV, que se obtuvo en el dia 196 y
corresponde al reactor de 1 kQ, seguido por un valor de 884 mV, medido en el reactor en CA
el dia 201 de la etapa de experimentacion. Esto quiere decir que en este lapso existio una
mayor diferencia entre los potenciales anodico y catodico, la cual puede estar influenciada por

un aumento en la oxidacion de los compuestos organicos por parte de los microorganismos.
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Por otro lado, los valores de las Figuras 4.2a-f muestran que las variaciones observadas en el

voltaje estan relacionadas con las variaciones del potencial del catodo, ya que el potencial del

anodo permanece estable a partir de la conexion de las resistencias eléctricas (linea naranja),

mientras que el voltaje de la celda varia con la misma tendencia del potencial del catodo.
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Figura 4.2. Potencial de 4nodo, catodo y voltaje de celda en cada uno de los reactores a) 100

Q,b) 1 kQ, ¢) SkQ, d) 10 kQ, e) 20 kQ, f) Circuito abierto (CA). Ean: potencial de anodo,

Ecat: potencial de catodo, Vcel: Voltaje del reactor (celda). La linea negra corresponde al dia

gue se conectaron las resistencias externas, Rext (55 dias) y la linea roja al dia que se elevaron

los catodos, ElevCat (82 dias)
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Los datos completos de la Figura 4.2 se encuentran en el Anexo A.2 donde se sefiala que la
informacidn esta en un archivo en formato excel (Tabla A.2.1).

A partir del dia 110 se observa una menor inestabilidad en el potencial del catodo en el reactor
de 5 kQ obteniendo una menor desviacion estandar 459.14+76.48 mV, en comparacion con el
resto de los reactores que presentan una desviacion alrededor de 150 mV. El reactor de 1 kQ
presento una mayor inestabilidad 376+153.13 mV a partir del dia ya mencionado alcanzando
una mayor estabilidad 463.93+61.84.37 mV a partir del dia 139. La menor inestabilidad en el
reactor de 10 kQ se obtiene el dia 123, en el reactor de 100 Q a partir del dia 139 al igual que
el reactor de 20 kQ.

Observando la Tabla A.3.1 y A.3.2 del Anexo A.3 se determinG que si existen diferencias
significativas en los valores de potencial de anodo entre reactores (0=0.95) a partir de que se
conectd la resistencia eléctrica externa. Por lo tanto, las resistencias si tienen una relacion

directa con los valores de potencial del &nodo.

De igual manera que para el &nodo, se realiz6 un andlisis de varianza (Tablas A.3.3y A.3.4)
para los valores de potencial del catodo entre reactores el cual determind que existen
diferencias significativas de los valores de potencial de catodo entre reactores. Esto concuerda
con lo reportado por Zhang et al. (2011) en donde los potenciales de anodo y catodo fueron
significativamente afectados por la resistencia externa (10, 50, 250, 1000 Q). Por ello, se
deduce que las resistencias eléctricas utilizadas en este experimento si influyen en los valores

de los potenciales.

De acuerdo con lo reportado en estudios previos (Torres et al., 2009), se espera que el
potencial del anodo se ubique en -150 mV (vs. ENH) y el potencial del catodo en valores
positivos. Un potencial de -150 mV favorece el crecimiento de una biopelicula de
microorganismos electrogquimicamente activos y, por tanto, una mayor produccién de
corriente. El potencial catodico positivo es un indicador de que la reaccion de reduccion del

oxigeno se esta llevando a cabo. Cuando existen otras reacciones electroquimicas en la celda
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con un potencial diferente, estas restan energia al potencial esperado y conducen a potenciales

diferentes, generalmente con voltajes menores.

El potencial del &nodo en los seis reactores siguié la misma tendencia. El potencial anddico
inicio con valores positivos y en las Figuras 4.2a-f se observa como, al pasar los dias, este

potencial se fue haciendo cada vez méas negativo aunque con variaciones.

Fue a partir del dia 55, cuando se conectd la resistencia eléctrica externa, que empezé a
notarse una estabilidad en los potenciales anodicos. Fueron los reactores de 1 kQ, 5 kQ y 20
kQ los que presentaron el mismo rango de inestabilidad de acuerdo con los valores de
desviacion estandar observados en la Tabla 4.2. El reactor con menor inestabilidad fue el de
100 Q y el reactor méas inestable a partir de la conexion de las resistencias externas fue el de
10 kQ seguido por el reactor en CA. Estos datos experimentales completos se encuentran
listados en la Tabla A.2.1.

Tabla 4.2. Valores promedio del potencial del &nodo en mV a partir de la conexion de las

resistencias el dia 55

Reactor 100 Q 1 kQ 5kQ 10 kQ 20 kQ CA

Promedio -235+27.43 | -254+32.64 | -248+30.41 | -238+50.56 | -261+33.20 | -260+39.36

El potencial anddico se mantuvo en un promedio aproximado de -250 mV (vs. ENH) (Tabla
4.2). Estos valores de potencial anddico indican condiciones de anaerobiosis necesarias para el

desarrollo de microorganismos electroquimicamente activos.

Por otro lado, estos resultados contrastan con hallazgos previos en los que los potenciales
anodicos mas bajos resultaron en densidades de corriente ligeramente mas altas (Torres et al.,
2009; Zhu et al., 2014). Esto podria deberse a que en los experimentos de Torres et al. (2009)
utilizaron potenciales anddicos fijos mediante un potenciostato. Y, Zhu y colaboradores

(2014) también utilizaron potenciales fijos de anodo, pero controlaron la temperatura a 30°C.
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Es importante sefialar que en estos resultados todos los valores del potencial anddico son
negativos. De ellos, el promedio del potencial an6dico menos negativo se presentd en el
reactor con una resistencia eléctrica de 100 Q (-235 mV), el cual fue el més eficiente en la

produccién de electricidad.

De acuerdo con lo reportado por Zhang et al. (2013), los valores de los potenciales anddicos
que normalmente se desarrollan en CCM operadas con resistencias fijas alcanzaron
potenciales muy negativos (-260 mV con una resistencia externa de 1 kQ) durante su mejor
funcionamiento lo que indica que los resultados de esta investigacion tuvieron un buen
rendimiento y también se demostr6 que no solamente con una resistencia fija de 1 kQ se

obtienen potenciales muy negativos.

Cabe mencionar que otro factor que influye en que el potencial anddico sea méas negativo es la
cantidad de sustrato oxidado por los microorganismos. De igual forma las variaciones en el pH
y la temperatura (de acuerdo con la ecuacion de Nernst) y el tipo de microorganismos
presentes en la superficie del anodo (biopelicula) también afectan el potencial anddico (Jadavh
y Ghangrekar, 2009).

Con base en los resultados de remocion de materia organica obtenidos, el sistema de 20 kQ
pudo ser el reactor con mayor cantidad de sustrato oxidado, pero al estar conectado a una
resistencia externa de mayor valor el flujo de corriente a través del circuito fue menor por la

limitacion impuesta por la resistencia eléctrica.

El potencial del catodo empez6 a aumentar como resultado del reacomodo de este electrodo en
las celdas. A partir de entonces se observa una tendencia de incremento hasta que se
registraron los valores mas altos (desde el dia 95). Los reactores que registraron los
potenciales catdédicos mayores fueron los de 1 kQ (275£144.3 mV) y en circuito abierto
(277£146.8 mV) (Tabla 4.3). Estos datos experimentales completos se encuentran listados en
la Tabla A.2.1.
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Tabla 4.3. Valores promedio del potencial en milivolts del catodo
Reactor 100 Q 1 kQ 5kQ 10 kQ 20 kQ CA
Promedio 212+190.5 275+144.3 262+186.2 237+222.6 235+215.2 277+146.8

Comparando los promedios de los voltajes para cada reactor (Tabla 4.4) se determina que la
CCM en CA es la que tiene el promedio mas alto seguido por la de 1 kQ y la CCM de 100Q
es la que tiene el promedio més bajo. El voltaje mayor en el sistema en CA es un resultado
I6gico al registrarse en este reactor el potencial de &nodo més negativo y el potencial de catodo

mas positivo. Estos datos experimentales se encuentran listados en la Tabla A.2.1.

Tabla 4.4. Valores promedio de voltaje de todos los reactores

Promedios voltaje (mV)

Reactor 100 Q 1 kQ 5kQ 10 kQ 20 kQ CA

Promedio | 536+197.8 622+151.1 613+173.4 561+215.7 590+215.3 647+146.2

Estos valores de voltaje parecen estar relacionados directamente con el potencial del catodo,
ya que asi como el voltaje promedio para los reactores de 1 kQ y en circuito abierto son
similares, también lo son en cuanto al potencial del catodo. Ademas, como se observa en las
Figuras 4.2a-f, la linea que indica el potencial del catodo (linea gris) es casi paralela a la del
voltaje (linea amarilla). En este caso es importante resaltar que el potencial del &nodo
permanece estable, influido entre otras cosas, por la resistencia eléctrica que, de acuerdo con
lo reportado por Lyon et al. (2010), es la que selecciona a la comunidad microbiana en esa
zona. Ademas, es importante considerar que las condiciones en las que se encuentra el anodo
influyen en el valor del potencial, aln estando en circuito abierto. Esto ocurre tomando en
cuenta que, igualmente, los valores de potencial de anodo para el reactor en circuito abierto
permanecieron negativos y estables (Figura 4.2). Esto Gltimo podria ser consecuencia de las
condiciones de estabilidad en las que permaneciéo el anodo como pudieran ser pH,
temperatura, concentracion de materia organica, de aceptores de electrones asi como las

comunidades microbianas.

De acuerdo con lo anterior, las variaciones en el potencial del catodo pueden estar

influenciadas por los cambios en el porcentaje de saturacion del oxigeno en el sistema, lo que
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indicaria que este factor es el que propicia los cambios en el voltaje, teniendo una mayor
variacion en comparacion con los valores obtenidos en el potencial del &nodo. Las condiciones
del catodo no se mantuvieron con la misma estabilidad que en el anodo porque estaban
expuestos a la intemperie sometidos con mayor frecuencia a cambios de temperatura,
variacion en la disponibilidad de oxigeno y a la posible accién microbiana que podria haber
ocasionado los potenciales mixtos o parasiticos (Salinas-Juarez, 2016).

Es interesante observar que en el lapso del dia 110 al dia 139, cuando se midio la corriente en
serie con la resistencia eléctrica, se muestra una mayor variacion en los valores medidos y al
cambiar esta forma de medir haciéndolo en paralelo, se observd una menor variacion en los
valores obtenidos. Esto fue una leccién aprendida para que en un futuro se hagan las

mediciones en paralelo con la resistencia.

También, observando la Figura 4.3, especialmente a partir del dia 140, se puede deducir que
el aumento o disminucién en la corriente es proporcional a las variaciones en el potencial del
catodo, lo cual esta relacionado con lo observado por Ter-Heijne et al. (2010). En esa
investigacion se observé una mayor corriente a mayor porcentaje de saturacion. Estos datos se

encuentran en la Tabla A.2.2.

Densidad de potencia (mw,/m*)

&0 100 140 180
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Figura 4.3. Densidad de potencia
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Se puede decir que la disponibilidad de O> debido a la presencia de la especie vegetal por
medio de las raices promueve un gradiente de potencial redox. Tal presencia de oxigeno
mejora los flujos de electrones y también las tasas de eliminacion de contaminantes de acuerdo

con lo observado por Pefiacoba-Antona et al. (2010).

Por otro lado, el promedio de intensidad de corriente mas alto corresponde al reactor de 100 Q
(Tabla 4.5) que, a su vez, es el reactor con el promedio més bajo de voltaje. El valor promedio
de intensidad de corriente mas bajo corresponde al reactor de 20 kQ. Los datos de la Tabla

4.5 se encuentran en la Tabla A.2.2.

Tabla 4.5. Valores promedio de la intensidad de corriente para todos los reactores excepto CA

Promedios intensidad de corriente (LA)

Reactor 100 Q 1 kQ 5kQ 10 kQ 20 kQ

Promedio 486.7+339.1 432.1+297.2 281.3+298 264.4+358.2 | 220+318.5

Esto indicaria que en la celda de 100 Q aunqgue el promedio de voltaje (la fuerza impulsora
detras del movimiento de los electrones) fue el mas bajo, la cantidad de corriente generada fue
mayor. Esto indicaria que al ser un valor pequefio de resistencia eléctrica externa permitié un
mayor flujo de corriente eléctrica y/o que la biopelicula favorecié una mayor transferencia de

electrones.

De acuerdo con estos resultados, el reactor con mejor desempefio es la celda con resistencia de
100 Q, en donde hubd un mejor aprovechamiento del voltaje y una mejor actividad de la
comunidad microbiana en cuanto a la transferencia de electrones. Esto concuerda con los
resultados microbioldgicos en donde se observa que a pesar de tener una menor abundancia
relativa de microorganismos electrogénicos también tiene una casi nula abundancia relativa de
microorganismos que compiten con estos (Figuras 4.20, 4.21 y 4.24). Ademas la baja

resistencia favorece la transeferencia de electrones.

En cuanto a los valores de densidad de potencia, en la Figura 4.3 se observa que al inicio del

experimento siempre se mantuvieron cerca de cero. A partir del dia 82 que ocurrio la

64




elevacion de los catodos en los reactores se comienza a observar un incremento en los valores
principalmente con la resistencia de 1 kQ. Después del dia 124, la densidad de potencia
aumento drasticamente en las resistencias de 5 kQ, 10 kQ y 20 kQ. Posteriormente como ya se
menciono, del dia 139 en adelante se midio desconectando la resistencia del lado del anodo y
se observé un cambio en los valores de densidad de potencia, siendo el humedal con la
resistencia de 100 Q el que tuvo un mayor incremento, llegando a su valor maximo de 49.84
mW/m? en el dia 165. Los demas reactores disminuyeron drasticamente sus valores de
densidad de potencia. Esta tendencia se mantuvo asi desde el dia 139 hasta el final del

experimento (dia 203).

También, observando la Tabla 4.6 se aprecia que el reactor de 100 Q fue el que registro la
mayor densidad de potencia con un promedio de 15.47 mW/m? en comparacion con los demas
reactores, siendo el que le sigue el reactor de 1 kQ con un promedio de 14.63 mw/m? y, por
ultimo, el reactor de 20 kQ fue el que registr6 el menor promedio de densidad de potencia con
un valor de 6.19 mW/m?2. El listado completo de datos se encuentra en la Tabla A.2.2.

Tabla 4.6. Valores promedio de densidad de potencia durante la etapa de experimentacion
Promedios densidad de potencia (mMW/m?)

Reactores 100 Q 1 kQ 5kQ 10 kQ 20 kQ
Promedio 15.47413.66 | 14.63+12.62 | 8.65+11.43 | 7.25+11.73 | 6.19+10.74

Al ver los valores de voltaje, asi como los de densidad de potencia y corriente, puede
apreciarse que existen diferencias entre los reactores. Por su configuracién, los reactores son
similares y la Unica diferencia que presentan es el valor de resistencia elétrica externa, la cual
modifica las condiciones del sistema. En contraste con lo reportado por Kim et al. (2019) y
Potrykus et al. (2021), en donde las CCM analizadas mostraron la mayor densidad de potencia
maxima y la mayor recuperacion de energia con los valores de resistencia externa mas
elevados (1 kQ y 2.2 kQ, respectivamente). En este experimento, el reactor que corresponde a
la resistencia eléctrica de 100 Q presenta los valores mas altos de densidad de potencia. A
pesar de no contar con la mayor abundancia relativa de microorganismos electrogénicos en la

superficie del anodo (Figuras 4.20 y 4.21). Esto podria deberse a varios factores:
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(1) A la competencia con los microorganismos metandgenos por los donantes de
electrones

(2) Podria estar relacionado con la eficiencia coulémbica, con una menor eficiencia de la
biopelicula en la oxidacion de la materia organica y, por lo tanto, menor transferencia
de electrones al &nodo, asi como a una posible resistencia interna alta

(3) Que una resistencia externa baja daria lugar a un voltaje de celda bajo y una corriente
alta

(4) Por el porcentaje de saturacion del oxigeno en la cAmara anddica

Por ultimo es importante sefialar que no se cuenta con los datos de abundancia relativa del
reactor de 100 Q del dia 112 (mitad del experimento) los cuales podrian afirmar o modificar

las explicaciones de lo sucedido.

4.1.2. Curvas de polarizacion

Las curvas de polarizacion sirven para caracterizar el comportamiento electroquimico de las
celdas electroquimicas (se reporta el voltaje en funcién de la corriente). Estas curvas se
obtienen variando el valor de la resistencia eléctrica externa aplicada observando una caida de
voltaje y el incremento de la corriente en esa resistencia de acuerdo con la ley de Ohm.

Se realizaron curvas de polarizacion de todos los reactores (un reactor por dia) utilizando una
serie de resistencias eléctricas diferentes (caja de resistencias) en el circuito, midiendo el
voltaje en cada resistencia a partir del dia 62 cuando se comenz6 a medir la corriente eléctrica

como se muestra en la Figura 4.4. Estos datos estan listados en las Tablas A.2.3a A.2.8..

En las curvas de polarizacion generalmente existen tres regiones caracteristicas de
disminucion del voltaje (1) una rapida caida de voltaje a medida que la corriente fluye a traves
del circuito (con un alta resistencia eléctrica externa); (2) una disminucion casi lineal del

voltaje; (3) una segunda disminucion rapida del voltaje a altas densidades de corriente.
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Figura 4.4. Valores maximos de las curvas de polarizacion de cada reactor correspondientes a
la méxima densidad de potencia, a) 100 Q (5.77 mW/m?), b) 1 kQ (3.07 mW/m?), ¢) 5 kQ
(4.02 mW/m?), d) 10 kQ (5.70 mW/m?), e) 20 kQ (2.52 mW/m?), f) CA (4.05 mW/m?)

De acuerdo con Logan (2008), los sobrepotenciales de los electrodos (polarizacién) surgen de

tres pérdidas basicas: (I) por activacion; (I1) pérdida 6hmica y por metabolismo bacteriano y

(111) por efecto del transporte de masa. A continuacion se describen cada una de ellas.
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(1

(I

(1)

Las pérdidas de activacion se deben a la energia que se pierde (en forma de calor) para
iniciar las reacciones de oxidacioén o reduccion y a la energia que se pierde por la
transferencia de un electron desde la proteina o enzima terminal de la célula a la
superficie del &nodo (es decir, el nanocable, el mediador o el citocromo terminal en la

superficie de la célula)

Las pérdidas 6hmicas corresponden a la suma de las pérdidas de voltaje en los
electrolitos, el separador de la celda, los electrodos y en las conexiones de la fuente de
alimentacion a los electrodos, debido a la resistencia eléctrica propia de estos
componentes. Las pérdidas debidas al metabolismo bacteriano son inevitables, ya que
estas pérdidas son una consecuencia de que las bacterias obtienen energia de la

oxidacion del sustrato (fuente carbonosa)

Las pérdidas de concentraciéon o de transferencia de masa surgen cuando el flujo de
reactivos hacia el electrodo o el flujo de productos desde el electrodo son insuficientes
(agotamiento de los sustratos oxidados en la zona anddica) y, por tanto, limitan la

velocidad de reaccién

Los diferentes tipos de pérdidas afectan el voltaje y pueden llegar reducir la corriente Gtil
(Logan, 2008).

En la Figura 4.4 se observo gque los datos obtenidos de voltaje (mV), densidad de corriente

(mA/m?) y densidad de potencia (mW/m?) de cada reactor se tradujeron en curvas de

polarizacion y de potencia, en las cuales se observan las tres diferentes zonas de polarizacion

(pérdidas). Estos fueron los valores maximos obtenidos a lo largo de la etapa de

experimentacion, los cuales sirven para representar el mejor desempefio en el sistema. Estas

mediciones se realizaron una vez al dia por reactor durante toda la etapa experimental,

teniendo datos de 25 semanas tabulados en la Tabla A.2.9.
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En todos los reactores la zona I, perteneciente a las pérdidas 6hmicas, es mayor comparada
con las zonas | y 111 (Figura 4.4). Esto puede atribuirse también a la configuracion del sistema
(materiales, solucidn, distancia entre electrodos).

En las curvas de polarizacion (Figura 4.4) se observa que la densidad de potencia méxima en
los reactores disminuy6 en el orden siguiente: 100 Q > 10 kQ> CA > 5 kQ > 1 kQ > 20 kQ.
Hubo incrementos de corriente en las cercanias de la densidad de potencia maxima. Esos
incrementos de corriente ocurrieron alrededor de los 10 mA/m? para el caso de los reactores de
1 kQ, 5 kQ, 20 kQ y CA. En los reactores de 100 Q y 10 kQ el rendimiento en las curvas de
polarizacién fue similar.

En las Figuras 4.5a-b se presentan los valores de voltaje y densidad de potencia de cada uno
de los reactores, respectivamente. En estas curvas se observa que los reactores de 100 Q y de
10 kQ fueron los que mejor desempefio presentaron en la produccién de electricidad con una
amplia diferencia con respecto a los demas reactores. Presentaron los valores de densidad de
potencia maxima de 5.77 mW/m? (100 Q) y 5.70 mW/m? (10 kQ), densidad de corriente
maxima de 16.97 mA/m? (100 Q) y 16.86 mA/m? (10 k<), voltaje de 340 mV (100 Q) y de
338 mV/(10 kQ). Estos datos se encuentran en la Tabla A.2.10. Los demas reactores (1, 5, y
20 kQ) presentaron una disminucion notable en los valores de densidad de potencia, y
densidad de corriente (Figura 4.5a). También se observa que no existen diferencias en los
valores de densidad de corriente con respecto de los reactores operando a 100 Q y 10 kQ
(Figura 4.5b).
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Figura 4.5. a) Curvas de polarizacion, b) curvas de potencia de cada reactor
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Los reactores de 100 Q y de 10 kQ tiene valores muy similares en cuanto a densidad de
potencia, densidad de corriente y voltaje en las curvas de polarizacién. Esto se puede explicar
debido a que la resistencia eléctrica externa de 10 kQ a pesar de que favorecio una mayor
abundancia relativa de microorganismos exoelectrogenos también favoreci6 a los
metanogénicos que compiten entre si por el hidrégeno. Aunado a esto, la resistencia (10 k<)
es demasiado grande para dejar pasar la corriente generada. Por lo tanto, al momento que se
desconectaron las resistencias para realizar las curvas de calibracion, mejoro el rendimiento
del reactor de 10 kQ.

En cambio, en los demas reactores, con diferentes resistencias eléctricas externas, puede
suceder este mismo fendmeno (resistencias muy altas que limitan el paso de la corriente)
aunado a que las abundancias relativas de los miroorganismos exoelectrégenos es menor en
todos los reactores comparandolo con el de 10 kQ (Figuras 4.20 y 4.21) lo que se traduciria

en una menor eficiencia en la produccion de electricidad.

Se tomaron los valores maximos de densidad de potencia para cada celda a partir de las curvas
de polarizacién para cada reactor. Con estos valores se construyo la gréfica de la Figura 4.6
que muestra la densidad de potencia obtenida aplicando los mismos valores de resistencia

externa a cada reactor.

Con estos datos se confirma que el reactor con el mejor desempefio eléctrico fue el que operd
con la resistencia de 100 Q, seguido del reactor con la resistencia de 10 kQ. Se observa que,
aunque al inicio, los reactores en CA y con una resistencia de 1 kQ presentaron valores altos

de densidad de potencia, después de varias semanas tuvieron una disminucion.

Al parecer, después de la elevacion del catodo, todos los reactores tuvieron cierta estabilidad

con valores promedio entre 2.78 y 5.35 mW/m?.
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Figura 4.6. Valores de densidad de potencia maximos obtenidos a partir de las curvas de

polarizacién

En la Tabla 4.7 se muestran los valores promedio de densidad de potencia obtenidos para cada
reactor. Estos valores son el resultado de haber aplicado los mismos valores de resistencia
eléctrica a cada reactor, por lo que el punto de comparacion es el mismo. Estos datos se

encuentran en la Tabla A.2.10.

Tabla 4.7. Valores promedio de densidad de potencia a partir de las curvas de polarizacion
Densidad de potencia obtenidas a partir de las curvas de polarizacion (mW/m?)

Reactores 100 Q 1 kQ 5 kQ 10 kQ 20 kQ CA
Promedio 5.35+1.37 2.78+1.02 3.91+0.89 | 4.76+0.69 3.56+1.18 3.23+1.38

4.2. Parametros fisicoquimicos del agua en los reactores

La medicién de los parametros fisicoquimicos (pH, potencial redox, temperatura y
conductividad eléctrica) se llevd a cabo desde el dia 34, que fue el momento en que se
instalaron los catodos en los reactores. Las mediciones de los parametros se realizaron
diariamente en tres puntos distintos de cada reactor: A en la superficie donde se encuentra el
catodo, C, en el anodo a 10 cm de profundidad desde la superficie, A, y al fondo del reactor a

40 cm de profundidad desde la superficie, F (Figura 3.3).
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4.2.1. Temperaturay valores de pH

Temperatura
Las mediciones de la temperatura de los reactores (Figura 4.7) se realizaron todos los dias
entre las 13:00 y las 14:00.
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Figura 4.7. Temperatura de los reactores a las tres profundidades establecidas

Se observa que la temperatura se comporta de manera similar para cada reactor en cada una de
las profundidades. Se realiz6 un andlisis estadistico multifactorial con un intervalo de
confianza del 95% (Tabla A.3.5 del Anexo 3) donde se observa que no existen diferencias
significativas entre las temperaturas de los reactores y en la interaccion de ambos factores. Sin
embargo, si existen diferencias significativas entre las muestras tomadas a diferente
profundidad. Esto significa que a mayor profundidad existe una disminucion en la temperatura
y que esta no depende de las resistencias eléctricas presentes en cada reactor. Es importante
mencionar que la temperatura de los reactores depende de la temperatura ambiental y, por lo
tanto, los dias en los que la temperatura ambiental fue mas baja (dia 110 en adelante, desde el
inicio del invierno, hasta el final de la etapa experimental), los reactores presentaron una
disminucion en su temperatura para cada una de las profundidades en las que se midio (Figura
4.7).

La temperatura es un factor que esta relacionado con la actividad microbiana y de acuerdo con
lo reportado por Huang et al. (2012) la temperatura en una CCM de ambiente marino tambiéen

disminuyé durante la temporada invernal y redujo la actividad de las comunidades
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microbianas anddicas lo cual se vio reflejado en el rendimiento de la produccion de
electricidad, contrario a lo observado en esta investigacion en donde el rendimiento no se vio
afectado por la temperatura. Sin embargo, esta temperatura de funcionamiento mas baja (8-
22°C) es similar a los resultados obtenidos por Jadhav y Ghangrekar (2009) en los cuales las
bacterias exoelectrdgenas podian permanecer activas incluso a temperaturas menores. Es
importante sefialar que los cambios de la temperatura no modificaron el sistema a largo plazo.

Todos los valores de temperatura se encuentran en la Tabla A.2.11.

Valores de pH

Los valores de pH fueron muy similares en cada una de las muestras tomadas en los tres
puntos considerados de los reactores. Por tanto, se utilizaron los valores del &nodo para poder
representarlos (Figura 4.8). De igual manera los valores de pH entre reactores presentan un
comportamiento similar. Sin embargo, pudo observarse que a partir del dia 55 en que se
conectaron las resistencias eléctricas, se presenté una menor variabilidad en los datos, aunque
también en el reactor en circuito abierto se presentd este cambio en el comportamiento de los

valores indicando que tal vez exista otra razon para ello.

También se observa que los valores de pH tuvieron el mayor incremento en un rango de
temperatura de 17-22°C alcanzando un valor maximo de 8.8 mientras que en un rango de
temperatura de 9-15°C a partir del dia 147 en adelante los valores de pH se mantuvieron en un
rango de 7.5-8.5. Esto indicaria que la temperatura pudo haber influido en la cantidad de
protones producidos en el sistema.

Aunado a esto, la corriente producida tiene un comportamiento similar a los valores de pH
obtenidos por lo que a partir del dia 140 el consumo de protones pudo haber sido mayor
durante el rango de temperatura mas bajo (7.5-8.5) sobre todo en el reactor de 100 Q, lo que se
podria relacionar con la elevada corriente producida. Por lo tanto, se refuerza la observacion
de que la produccion de corriente en una CCM esta vinculada con el valor de pH (Jadhav y

Ghangrekar, 2009). Todos los valores se encuentran en la Tabla A.2.12.
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Al hacer el anélisis de varianza entre factores (resistencias y puntos de muestreo), con un
intervalo de confianza del 95% (Tabla A.3.6), se determind que si existen diferencias
significativas en los valores de pH entre reactores (resistencias). Sin embargo, no existen
diferencias significativas entre los valores de pH a diferentes puntos de muestreo y entre la

interaccion de ambos factores.
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Figura 4.8. Valores de pH, a) entre alturas en el reactor de 1 kQ
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Figura 4.8. Valores de pH, b) entre reactores a la altura del anodo

Esto indicaria que los protones producidos en la cdmara anddica podrian ser consumidos en el
catodo a la misma velocidad para la reaccion catédica y que el valor de la resistencia externa
podria influir en los cambios de los valores de pH. A su vez, esto puede ser un factor en la
adaptacion de la biopelicula en la superficie del &nodo, lo cual concuerda con lo encontrado
por Margaria et al (2017), en donde las biopeliculas en las CCM se desarrollan cuando el pH
del &nodo se encuentra en la neutralidad y que las biopeliculas en las CCM conectadas con
resistencias eléctricas externas que se encontraban en un rango neutro a ligeramente basico de

pH, era un factor clave para la produccion de electricidad.
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4.2.3. Conductividad eléctrica y potencial redox

Conductividad eléctrica

En las Figuras 4.9a-b se observan los valores de conductividad eléctrica de cada reactor a las
tres diferentes profundidades. Las mediciones mostraron valores similares de conductividad
eléctrica con un promedio de 1.26+0.03 mS/cm para el catodo. Los valores tomados en el
anodo (Figura 4.9a) a partir del dia 64 se muestran estables y muy similares entre cada reactor

con un valor promedio de 1.25+0.05 mS/cm.
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Figura 4.9. Valores de las mediciones de conductividad eléctrica de cada reactor: a) Datos
para el anodo, b) datos para el catodo, c) valores del reactor de 1 kQ en los tres puntos A, Cy
F y d) valores del reactor de 5SkQ en los tres puntos A, Cy F

En la Tabla A.3.7 del Anexo 3 se observa que si existen diferencias significativas entre
reactores con respecto de las diferentes resistencias eléctricas externas y entre las diferentes
muestras tomadas en los tres puntos de cada reactor (p<0.05), mientras que para la interaccion
de ambos factores (resistencias y profundidades) no existen diferencias significativas. Para

esta prueba se utilizo un intervalo de confianza del 95%.
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Esto puede deberse a que la conductividad eléctrica depende de la cantidad de sales disueltas
en un liquido. Gonzéalez-del-Campo et al. (2013) sefialan que existe una variabilidad en la
cantidad de sales y que depende de la temperatura. Ortiz-Zamora (2018) en experimentos
similares encontro que la temperatura varia dependiendo de la profundidad en los reactores, y

que existe esta diferencia entre la conductividad eléctrica de los iones debido a esa variable.

En la Figura 4.9 se observa el comportamiento de los valores de conductividad eléctrica a la
altura del a) anodo y del b) catodo, donde a pesar de que se aprecia una mayor variabilidad en
comparacion con las tres diferentes muestras a las profundidades A, C, F (ver Figura 3.3 del
capitulo anterior) de las Figuras 4.9 c y d, al final los resultados del andlisis de varianza
multifactorial demuestran que ambos factores tienen diferencias. Es importante mencionar que
a partir de que se conectaron las resistencias eléctricas en el dia 55 disminuy0 la variabilidad

en los valores de conductividad, pero siguieron siendo diferentes.

Potencial redox

El potencial redox es una forma de medir la energia quimica de oxidacién-reduccion mediante
un electrodo, convirtiéndola en energia eléctrica. El potencial redox es positivo cuando se
produce una oxidacién y negativo cuando se produce una reduccion, indicando la presencia de
sustancias quimicas que confieren al medio un carécter oxidante o reductor. De esta forma,
también es un indicador indirecto de la presencia de oxigeno. Si el potencial redox es positivo
existe un ambiente aerobio y, por el contrario, si el potencial redox es negativo existe un

ambiente anaerobio o anoxico (Villasefor et al., 2013).

La mayor parte del reactor (desde la base hasta la altura del &nodo) requiere de un ambiente
reductor, que garantice ambientes andxicos o anaerobios, los cuales son adecuados para la
presencia de microorganismos reductores de Fe®" los cuales tienen la habilidad de realizar el

proceso de transferencia de electrones hacia el anodo.

En la Figura 4.10a se observan los valores de pOR del reactor a 1 kQ ejemplificando el

comportamiento a las tres profundidades muestreadas en la primera de ellas. Los datos
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completos estan en la Tabla A.2.14 del Anexo 2. Queda claro que las condiciones del reactor

tomado como ejemplo y de los demés fueron siempre anaerobias.

En la Figura 4.10b se toman solamente los datos del punto A para todos los reactores. Al
inicio del experimento se obtuvieron valores positivos que fueron volviéndose negativos
conforme avanzd la etapa de experimentacion. También se vio una disminucion en los valores
a partir del dia 55 cuando se realiz6 la conexion de la resistencia eléctrica pero también se
realizd6 un cambio de sonda a partir del dia 64 donde se observa una disminucion mas
pronunciada. A partir de ese dia en adelante los valores fueron disminuyendo hasta el dia 145
que alcanzaron su valor mas negativo y de ahi comenzaron a volverse menos negativos
Ilegando a un valor aproximado de -200 mv. Los resultados a partir del dia 170 comenzaron a
volverse menos negativos drasticamente incluso llegaron a reportarse valores positivos, por lo

cual, los valores ya no fueron confiables y no se tomaron en cuenta.
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Figura 4.10. a) Valores de pOR del reactor de 1 kQ a diferentes profundidades (C, A, F), b)

ORP a la altura del anodo en cada reactor

Al hacer el anélisis estadistico comparativo entre reactores y entre altura del muestreo (Tabla
A.3.8 del Anexo 3) se rechazo la hipdtesis nula y, por lo tanto, se determind que si existen
diferencias significativas entre resistencias y entre altura de la muestra (p<0.05) entre los cinco
reactores. La interaccion entre ambos factores no presentd diferencias significativas. Esto
sugiere que la colocacion de las resistencias eléctricas externas en el circuito externo si influyo

en este parametro. Estos resultados refuerzan lo descrito por Zhu et al. (2014) de que los
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microorganismos se benefician por las diferencias de potencial del &nodo y el potencial redox
del sustrato (Zhu et al., 2014).

El comportamiento del potencial redox que se presentd en esta investigacion es similar a lo
reportado por Corbella et al. (2014) en que las condiciones redox bajo flujo continuo se
situaban entre -160 mV y -200 mV (25 cm de profundidad).

Ojeda et al. (2008) mencionan que en estos sistemas pueden tener lugar diferentes mecanismos
microbioldgicos en funcion del potencial redox en las diferentes zonas y en este caso el

potencial redox en la zona del &nodo fue influenciado por las resistencias eléctricas externas.

Aunado a esto el reactor en circuito abierto present6 el mismo comportamiento que los demas
reactores. A pesar de esto, el andlisis estadistico confirma que si existen diferencias entre
reactores, por lo cual, el comportamiento del potencial redox también puede estar influenciado
por otros factores como la cantidad de oxigeno disuelto, la fotosintesis que provoca la
generacion de oxigeno a través de las raices de las plantas, la temperatura, el pH, entre otros
(Corbella et al., 2014; Villasefior et al., 2013).

4.3. Remocion de contaminantes

Se realizaron andlisis de los parametros de calidad del agua (DQO, NH4*, NOs", NO2, SO4%)
tanto para el influente como para el efluente después de la etapa de recirculacion del agua en
los reactores y de la instalacion del catodo. Al inicio del experimento se empled un sistema de
alimentacion (SA) por gravedad utilizando recipientes de plastico de 5 L forrados de aluminio,
uno para cada reactor y se colocaron por encima de los mismos. Los recipientes y los reactores
se conectaron mediante equipos tipo venoclisis originalmente porque no habia disponibilidad
de una bomba peristaltica para regular la distribucién del agua hacia los reactores y tener un
tiempo de residencia hidraulica de 2 dias (Figura 4.11a). El efluente se depositd en recipientes
de polietileno de alta densidad (PAD) con un volumen de 4.2 L. Este sistema se utilizo hasta el
dia 53 y fue remplazado por un solo recipiente de PAD de 30 L y de una bomba peristaltica

alimentando a cada uno de los reactores (Figura 4.11b).
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Figura 4.11. Sistemas de alimentacion, a) por gravedad, b) mediante bomba peristaltica

4.3.1. Materia organica medida como DQO

En la Tabla 4.8 se observa que, en promedio, el reactor 1 kQ fue el que presentd mayor
remocion de materia organica medida como DQO (79.51%). Todos los datos de los reactores
se encuentran en la Tabla A.2.15. En contraste, el reactor que operd a una resistencia de 100
Q presenta el valor de remocion mas bajo con un 64.74%, representando catorce puntos
porcentuales por debajo del reactor de 1 kQ. Se realizo el anélisis estadistico comparativo de
la remocién de materia organica de los reactores por etapa (Tabla A.3.9) concluyendo, con un
95% de confianza, que si existen diferencias significativas en los reactores correspondientes a
las resistencias de 1000-CA, 5000-CA, 1000-100 y 5000-100 (Tabla A.3.10).

Tabla 4.8. Promedio de remocién de materia organica, valores minimo y maximo, medidos en

porcentaje de la demanda quimica de oxigeno, DQO

100 Q 1 kQ 5kQ 10 kQ 20 kQ CA
Promedio | 64.74+19.62 | 79.51+16.66 | 79.01+16.87 | 74.33+18.10 | 71.64+18.19 | 65.83+22.32
% Minimoy 12-98.9 36.1-99.6 30.1-97.7 9-99.1 20.1-99.3 8.03-99.2
maximo

Los resultados obtenidos no se relacionan con la produccion de electricidad debido a que el
reactor de 100 Q que, en promedio, present0 altos valores de densidad de potencia, los
resultados de remocién de materia organica obtenidos en este mismo reactor fueron menores
que para los demas. Katuri et al. (2011) observaron la mayor eficiencia coulombica en un
reactor operado con una resistencia de 100 Q, que fue el que tuvo una mayor generacion de
electricidad y tampoco encontraron una relacion significativa entre la eficiencia coulombica y
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las tasas de remocion de DQO lo que sugiere que el sustrato puede ser utilizado para diferentes
procesos y no solamente para la generacion de electricidad. Serd importante en investigaciones
futuras buscar condiciones de operacion en los reactores que permitan obtener tanto

produccién de energia eléctrica como eliminacion de materia organica.

Se puede decir que la especie vegetal y la configuracion de cada reactor (con diferentes
resistencias) si influyen en la remocidn de materia organica. Estos resultados contrastan con
los resultados obtenidos por Miranda-Méndez (2017) y Ortiz-Zamora (2018) donde no se
encontraron diferencias significativas en la remocion de materia organica entre cada valor de
resistencia eléctrica externa. Sin embargo, cabe mencionar que, en estos estudios previos, la
resistencia eléctrica externa se fue cambiando cada 20 dias y, entre 20 y 30 dias,
respectivamente, lo que indicaria que si se fija una resistencia eléctrica se selecciona una
comunidad de microorganismos por cada valor de resistencia, lo cual tiene un efecto en la

remocion de materia organica.

Por lo tanto, en esta investigacion la actividad microbiana seleccionada por las resistencias
eléctricas externas tuvo un fuerte impacto en las concentraciones (consumo) de material

biodegradable y en la eficiencia del tratamiento.

4.3.2. Concentraciones de nitrégeno, amoniacal, nitratos, nitritos y sulfatos

Nitrégeno amoniacal

En la eliminacién de amonio se observé que la concentracion de NH4* del efluente oscilé entre
3.40y 61.33 mg/L entre 10.22 y 57.92 mg/L entre 3.41 y 81.47 mg/L entre 85.18 y 6.81 mg/L
entre 71.55y 13.63 mg/L y entre 13.63 y 61.33 mg/L para los reactores de 100 Q, 1 kQ, 5 kQ,
10 kQ, 20 kQ y en CA.

En la Figura 4.12 se observa que, a partir de la primera medicidn, antes de que se conectaran
los catodos, los reactores de 1 kQ y CA obtuvieron concentraciones mayoreS en comparacion
con el influente. Este comportamiento se repitio hasta el dia 55 donde, a partir de que se

conectaron las resistencias eléctricas externas, las concentraciones de los efluentes de todos
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los reactores se mantuvieron por debajo del valor de influente indicando que hubo remocién

de nitrégeno amoniacal en todos los reactores.

La disminucion de la concentracion del efluente en los reactores pudo deberse a los procesos
de nitrificacién y desnitrificacion, ya que coincide con los valores de aumento de las

concentraciones de nitrito (Figura 4.14) en los altimos dias de la etapa de experimentacion
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Figura 4.12. Concentraciones de nitrégeno amoniacal durante la etapa experimental

Observando el promedio de los porcentajes de remocion (Tabla 4.9), el reactor de 100 Q es el

gue muestra una mayor remocion y los reactores de 1 kQ y CA una menor remocion.

Tabla 4.9. Valores promedio de los porcentajes de remocion de nitrdgeno amoniacal entre

reactores

Reactor 100 Q 1 kQ 5kQ 10 kQ 20 kQ CA

Promedio | 41.29+18.82 | 27.90+18.99 | 28.28+19.27 | 32.15+16.61 | 28.06+20.20 | 23.95+18.66

Mediante el analisis estadistico realizado (Tabla A.3.11) se determiné que no existen
diferencias significativas en las concentraciones del efluente de nitrogeno amoniacal entre
reactores. Por tanto, se puede suponer que la presencia de las resistencias eléctricas no influye
en este parametro. Esto contrasta con los resultados obtenidos por Miranda-Méndez (2017) en
donde si existieron diferencias significativas en la remocion de nitrogeno al utilizar diferentes

valores de resistencia externa lo cual podria deberse a que existia una cantidad similar de
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bacterias nitrificantes en las diferentes biopeliculas reafirmando lo mencionado por Gonzalez
et al. (2021), de que los electrodos a base de carbono propician el desarrollo de estas bacterias

gracias a su superficie compatible y rugosa.

Nitratos

Los valores de nitratos encontrados en todos los reactores oscilaron entre 9.18 y 11.35 mg/L
para el influente y entre 0.51 y 5.26 mg/L para el efluente y de nitritos entre 0.002 y 1.247
mg/L para el influente y entre 0.008 y 2.29 para el efluente.

En la Figura 4.13 se observa que, a partir del inicio de los analisis de nitratos en adelante,
todos los efluentes de los reactores presentaron concentraciones por debajo de las del
influente. A pesar de que todos los reactores mostraron remocion, existen diferencias en las

concentraciones de nitratos entre cada uno de ellos.
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Figura 4.13. Concentracion de nitratos del efluente de los reactores y del influente

La disminucién en la concentracién de nitratos puede estar relacionada con la reduccion de
NOs a N2 debido a que, en condiciones anaerobias 0 andxicas, las bacterias pueden utilizar
oxigeno procedente de NOz", convirtiéndolo en N2. La disminucion de NOs, es detectable en
el efluente, pero la presencia del amoniaco en la influente muestra una fuerte evidencia del

proceso de nitrificacion.

Del anélisis estadistico para nitratos, presentado en la Tabla A.3.12, se determind que si

existen diferencias significativas en la concentracidn de nitratos en los reactores de 1000-CA,
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5000-CA, 1000-100, 5000-100 y 10000-100 (Tabla A.3.13) lo que indica la resistencia
externa influyd en la remocion de nitratos siendo la de 100 Q la que tuvo més diferencias.

Nitritos

Los nitritos que se observan en la Figura 4.14 se pueden formar por la oxidacién incompleta
del amoniaco en el medio acuoso o por la reduccién bacteriana del nitrato (en un ambiente
anaerobio). El aumento en la concentracion de nitritos en los reactores sugiere que se
presentaron procesos de desnitrificacion. La presencia de nitratos y nitritos pudo favorecer el
desarrollo de las bacterias desnitrificantes presentes en los reactores, las cuales utilizan los
nitratos y nitritos como aceptores de electrones en ausencia de oxigeno para su proliferacion.
Los nitritos son el producto intermedio en el proceso de nitrificacidn, por lo que dentro de los

reactores pudieron existir ambos procesos de nitrificacion y desnitrificacion.
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Figura 4.14. Concentracion de nitritos del influente y del efluente de los reactores

Al hacer el analisis de varianza (Tabla A.3.14) se determin0, con un intervalo de confianza
del 95%, que si existen diferencias significativas en las concentraciones de nitritos. La prueba
de Tuckey (Tabla A.3.15) indicd que el reactor de 5 kQ es el que presenta diferencias con el

resto de los reactores.

Lo que significa que la concentracion de nitritos en el efluente puede tener una influencia de

esta resistencia eléctrica externa.

83



La resistencia eléctrica externa pude influir en el desarrollo de una biopelicula que puede estar
conformada por bacterias nitrificantes o desnitrificantes, lo que explicaria la influencia de la

resistencia externa en los resultados obtenidos.

Por otro lado, en una CCM, el nitrito y el nitrato pueden utilizarse como aceptores finales de
electrones en el catodo mediante reduccion electroquimica compitiendo con el O2 o por
desnitrificacion autotrofica (Gonzélez et al., 2021) lo cual disminuiria o inhibiria la generacién
de electricidad. Sin embargo, de acuerdo con los resultados obtenidos se puede observar que la
presencia de estas especies quimicas no inhibid ni interfirié con el proceso de generacion de
electricidad al punto de que la corriente fuera cero, pero probablemente estas especies

quimicas disminuyeron la generacion eléctrica.
Sulfatos
En la Figura 4.15 se observa que las concentraciones de sulfatos de cada reactor se mantienen

estables a excepcion del dia 69 donde presentaron una mayor remocion.
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Figura 4.15. Concentracién de sulfatos a lo largo de la etapa experimental

El reactor de 5 k Q presentd un promedio de 4.23 +1.03 mg/L en el efluente que fue el méas
bajo seguido por el reactor de 1 kQ con un valor promedio de 4.32+1.15 mg/L lo que indicaria
una mayor eficiencia en la remocion de sulfatos. Por otro lado, el reactor de 20 kQ present0 un
valor promedio de 5.13+0.98 mg/L seguido del reactor de 100 Q y, con un valor de 5.01+1.27
mg/L, fueron los que presentaron valores de concentracién mas altos y, por lo tanto, una

menor remocion. Al realizar el analisis estadistico (Tabla A.3.16), se determin6é con un
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intervalo de confianza del 95% que si existen diferencias significativas en la concentracion de
sulfatos entre reactores a partir de la conexidn de las resistencias eléctricas externas, siendo los
reactores de 5000-100, 20000-1000 y 20000-5000 los que presentaron diferencias (Tabla
A.3.17).

Lo anterior indica que los sulfatos pudieron ser removidos por la oxidacién de sulfuros para
formar azufre elemental de acuerdo por lo descrito por Salinas-Juarez (2016) el proceso de re-
oxidacion del sulfuro de hidrogeno a azufre elemental o sulfatos, pudo aportar energia

adicional a los microorganismos.

Todos los datos experimentales de nitrdgeno amoniacal, nitratos y nitritos, asi como de

sulfatos se encuentran en las Tablas A.2.16 a la A.2.19.

4.4. Desarrollo de las plantas acuéticas

Como se menciond en la metodologia, las plantas fueron obtenidas del humedal artificial del
Campus Il de la FES Zaragoza. Fueron pre-acondicionadas en cubetas de plastico con el agua
residual sintética que fue utilizada para alimentar los reactores. El tiempo de adaptacion fue de
30 dias. Posteriormente se realizd un seguimiento fotografico y se midio la altura y el nimero

de hojas de las plantas para observar su crecimiento (Tablas A.2.20 y A.2.21 del Anexo 2).

La Figura A.4.1 del Anexo 3 muestra el seguimiento fotografico de las especies vegetales
desde el inicio de la etapa experimental. Se observa que tuvieron un crecimiento adecuado,
principalmente las de los reactores de 100 Q, 1 kQ, 5 kQ, 10 kQ. En los reactores de 20 kQ y
en el que operaba a CA las plantas mostraron amarilleamiento a partir del dia 33. Sin embargo,
a partir del dia 83 se comenz6 a notar una recuperacion en la planta del reactor de 20 kQ y a
partir del dia 112 se aparecieron nuevos brotes en cada reactor. Esto indica que las plantas de
los reactores de 100 Q a 10 k Q se adaptaron bien al medio y no se vieron afectadas por la
disminucion en la temperatura (en la FESZ la altitud es casi 150 metros menos que en la

Ciudad Universitaria). A las plantas de los reactores de 20 kQ y en CA les costd mas trabajo
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adaptarse al medio y, posiblemente, si les afectaron las fluctuaciones en las temperaturas

registradas.

En la Figura 4.16 se observa el desarrollo de las plantas en cuanto a la altura con respecto del
tiempo. Se notd que para el reactor de 10 kQ una de las plantas alcanz6 una altura maxima de
119 cm. Las alturas de las plantas muestran una pendiente positiva con la excepcion de las
plantas de los reactores de 20 kQ y en CA, en los cuales las plantas finalmente murieron y se
colocaron nuevas plantas a partir del dia 104, sin tener éxito ya que en el dia 145 volvieron a
morir y se volvieron a colocar nuevas plantas las cuales volvieron a morir en el dia 195. Esto
se debio a que las plantas no pudieron terminar de adaptarse a las condiciones de los reactores.
Se observa en las fotografias que estan en el extremo derecho de la mesa y probablemente alli
haya un mayor efecto de las corrientes de aire porgue alli termina el edificio y se hace un tunel
de viento (SMN, 2023).
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Figura 4.16. Vitalidad de algunas de las plantas con respecto a la altura y al reactor.
Las lineas en la grafica indican el nimero de reactor y de planta. R1: reactor uno (100 Q), R2:
reactor dos (1 kQ), R3: reactor tres (5 kQ), R4 reactor 4 (10 k), R5: reactor cinco (20 k€2),
R6: reactor seis (CA), P1: planta uno, P2: planta dos, P3: planta tres, P4: planta 4 y P5: planta

cinco.

Estos resultados difieren de los obtenidos en un estudio anterior (Ortiz-Zamora, 2018) en la
misma localizacion y estacion del afio. La vitalidad de las plantas en ese experimento

probablemente se vio afectada por el cambio de resistencias ya que en 3 de los 4 reactores que
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utilizaron se les murieron las plantas y tuvieron que ser remplazadas constantemente a lo largo
de la etapa de experimentacion. Cabe mencionar que en esa investigacion se utilizaron
especimenes de la especie vegetal Typha latifolia lo cual podria indicar que la especie vegetal
Phragmites australis tiene una mejor adaptacion a este tipo de sistemas o que las condiciones
en las que se encontraban los experimentos fueron distintas ya que en estos casi cinco afos
transcurridos el cambio climético ha hecho que las temperaturas promedio anuales en la zona
sur de la Ciudad de México (en las faldas de la Sierra del Chichinautzin) se hayan alterado en

varios grados centigrados (SMN, 2023).

Esta situacion también se vio reflejada en el rendimiento de la produccion de electricidad, en
donde los reactores que tuvieron un crecimiento constante de las plantas y el nacimiento de
nuevos brotes presentaron mayor rendimiento en comparacion con los reactores en los cuales
las plantas no pudieron adaptarse y por ello tal vez los reactores a 20 kQ y en CA presentaron

un comportamiento eléctrico y depurativo con menor rendimiento.

Esto indicaria que la vitalidad de las plantas pudo haber favorecido la potencia generada
debido a que las plantas producen parte del sustrato para los microorganismos a través de la
raiz, lo cual concuerda con los resultados obtenidos por Salinas-Juarez (2016). Ademas, las
plantas proporcionan oxigeno que podria ser aprovechado en la zona del catodo como aceptor

de electrones.
Se realizé un andlisis estadistico para la diferencia de medias entre los reactores con respecto
al crecimiento (excluyendo los reactores de 20 kQ y en CA). De este andlisis se observa que si

hay diferencia entre el crecimiento de las plantas en los reactores (Tabla A.3.18).

Los datos completos de esta figura se encuentran en las Tablas A.2.20y A.2.21.

4.5. Andlisis microbioldgicos

En la Tabla 4.10 se muestra la cantidad de ADN correspondiente a los dias 5 (al inicio), 112

(ala mitad) y 203 (al final) de la etapa experimental. Es importante sefialar que al momento de
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la obtencion de la primera muestra todos los reactores operaban en circuito abierto. EI ADN se
obtuvo al a partir de un fragmento (1 cm?) del fieltro de carbdn correspondiente al anodo de
cada uno de los reactores. Posteriormente se llevo a cabo la amplificacion, purificacion,

secuenciacion y el andlisis bioinformatico.

Tabla 4.10. Cuantificacion de ADN (ng/uL)

Reactores 100 Q 1 kQ 5kQ 10 kQ 20 kQ CA Indculo
Dia 5 ng/pL 20.3 35.6 1.36 1.36 13.7 4 0.155

Dia 112 ng/pL Muy bajo | Muy alto | 6.44 3.56 2.07 | Muy bajo | Muy alto
Dia 203 ng/pL Muy bajo | Muy bajo | 0.510 | Muy bajo 24 Muy bajo | Muy alto

La amplificacion de las secciones ADNr 16S se realiz6 segun los protocolos de Illumina

Amplicon descritos por Earth Microbiome Project (EMP, www.earthmicrobiome.org). La

presencia de amplicones se comprobd mediante electroforesis en gel de agarosa y

posteriormente se enviaron para su secuenciacion a una entidad fraterna en los EE. UU.

4.5.1. Analisis de la secuenciacion

Se obtuvieron un total de 1,328,012 ADNr 16s crudas, que tras el primer filtrado resultaron
683,930 y después de otro filtrado resultaron 618,258 de secuencias no quiméricas (secuancias
de ADN de la misma especie). Esto presentd una eficiencia de recuperacién de
aproximadamente 46.55% (Tabla 4.11). De las secuencias filtradas la que obtuvo la maxima
cantidad fue la muestra tOR. CA con 86418 y la minima fue la muestra t1.CA con 7599. Esta
cantidad de secuencias se debe principalmente a tres factores: ADN ambiental que se logré
infiltrar, calidad de la secuenciacion, error de PCR que haya generado quimeras (mezcla de

ADN de diferentes especies, una hebra de una especie unida a una hebra de otra especie).

Por otro lado, dos muestras mostraron practicamente porcentajes nulos de recuperacion tras un
filtrado (in6culo y t1R.100). Esto se debio a la baja cantidad del ADN que se logro extraer en
estas muestras por la propia naturaleza del sistema (dificil extraccion). Debido a esto, se
decidié retirar estas muestras para no interferir en la interpretacion de los resultados obtenidos,
ya que no se consideraron representativas del sistema siendo el porcentaje de recuperacion

menor probablemente debido a una contaminacion de ADN ambiental.
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Estas secuencias se agruparon en 11877 variantes de secuencia del amplicon o ASV por sus
siglas en inglés (Amplicon Sequence Variants) (Tabla 4.11) y algunas de estas se
compartieron entre las diferentes muestras. Todos los ASV fueron procesados para su

clasificacion taxondmica empleando la base de datos Silva v.138.

Tabla 4.11. Nimero de secuencias obtenidas de las muestras

Muestras Secuencias Secuencias Porcentaje de ASVs
obtenidas filtradas y no recuperacion (%)
quiméricas
In6culo 1098 1 0.09 1
Inéculo. 1 78170 42137 53.9 877
Inéculo. 2 47596 24169 50.78 629
tOR. 100Q 69722 43652 62.61 729
tOR. 1 kQ 22242 13516 60.77 329
tOR.5 kQ 19956 12925 64.77 325
tOR. 10 kQ 99582 64060 64.33 763
tOR. 20 kQ 30683 21503 70.08 423
tOR.CA 132347 86418 65.3 912
t1R.100 7 1 14.29 1

tIR.1k 64840 33423 51.55 356
tIR.5k 41704 23747 56.94 559
t1R.10 k 64446 35740 55.46 629
t1R.20k 54987 30798 56.01 720
t1.CA 152522 7599 4.98 290
t2R.100 88030 25932 29.46 495
t2R.1 k 76937 37733 49.04 1340
t2R.5k 83210 45636 54.84 934
t2R.10 k 60113 24245 40.33 645
t2R.20k 75574 36812 48.71 713
t2.CA 64246 8211 12.78 207

Secuencias totales 1,328,012 618,258 46.55 11877

La diversidad alfa, que es una medida de la variabilidad de especies dentro de un &rea
determinada, se utiliza para cuantificar la biodiversidad en un lugar particular. Para ello, se
estimaron los indices de diversidad de Shannon y de riqueza de Simpson (Figura 4.17a,b). El
indice dio como resultado que las muestras tuvieron valores de diversidad alfa que fluctuaron
entre 4.71 - 6.21, lo que sugiere una alta diversidad de bacterias en la biopelicula del anodo de
cada reactor (Figura 4.17a). Ademas, en los indculos (solamente dos repeticiones debido a
que la primera muestra no se obtuvo suficiente cantidad de ADN en la extraccién). En los

reactores en circuito abierto, el indice de diversidad de Shannon se mantuvo entre 5y 6, en los
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tres tiempos analizados, lo que sugiere que la diversidad en estos reactores no vario a pesar del
tiempo (Figura 4.17a).

En los reactores de 0.1, 1, 5, 10 y 20 kQ si se presentaron diferencias en cuanto a la diversidad
de especies a lo largo del tiempo. En el reactor de 0.1 kQ se observa un incremento entre el
tiempo t0 (dia 5) y t2 (dia 203). Cabe mencionar que en este reactor se perdid la informacion
del tiempo t1 debido a la baja cantidad de ADN extraido implicando que no se obtuvieran
secuencias. Para el reactor de 1 kQ hubo una disminucion de la diversidad del tiempo t0 al
tiempo t1 pero, a pesar de esto, se observo un incremento para el tiempo t2. El reactor de 5 kQ
presentdé un aumento de la diversidad a lo largo de los tres tiempos, caso contrario a lo que
sucedid con el reactor de 10 kQ en el cual la diversidad disminuyd del tiempo t1 al t2. Por
ultimo, el reactor de 20 kQ presenté un aumento de la diversidad del tiempo t1 a | t2 y luego
una disminucién del t2 al t3 (Figura 4.17a). Estos resultados sugieren que en los reactores
conectados a las diferentes resistencias si hay una seleccion de microorganismos influenciada

por el tiempo y por las mismas resistencias.
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Figura 4.17. indices de diversidad a) de Shannon y b) de riqueza de Simpson comparando
cada inoculum y reactor, CA, 0.1, 1, 5, 10, 20 kQ a los diferentes tiempos t0 (5 dias), t1 (112
dias), t2 (203 dias)
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El indice de Simpson se enfoca en la dominancia de especies, es decir, es la probabilidad de
que dos individuos elegidos al azar de la comunidad pertenezcan a la misma especie. En el
analisis de este indice se encontrd que todos los reactores reflejan valores cercanos a 1 (0.99),
lo que sugiere una gran riqueza de especies sin tener unas muy dominantes (Figura 4.17b). El
reactor de 10 kQ presentd una disminucion en el indice de Shannon y en el de Simpson en el
tiempo t2, lo que sugiere que un nimero de ASV presentaron una alta dominancia de algunas

especies.

Anélisis de coordenadas principales

Se realiz6 un andlisis de coordenadas principales con distancia UNIFRAC (PCoA) no
ponderado (patrones de presencia / ausencia de los taxa encontrados) para conocer las
diferencias en la estructura de la comunidad de microorganismos presentes en el anodo de
cada uno de los reactores a lo largo del tiempo. Se utilizaron todos los ASV encontrados con
excepecion de los correspondientes al indculo. En la Figura 4.18 se presentan en las abscisas
y ordenadas se tienen los porcentajes de variabilidad de la abundancia relativa de los taxa

encontrados que, sumados dieron 27.8%, un valor bajo para este tipo de analisis.
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Figura 4.18. Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) con distancia UNIFRAC no

ponderado de las secuencias ADNr 16s
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El reactor R1 y al t1.R100, donde se observaron diferencias entre las muestras analizadas el
dia 5 (etapa 1), en comparacién con las muestras analizadas los dias 112 (etapa 2) y 203 (etapa
3), obteniendo el valor sefialado arriba, 27.8% (Figura 4.18). Este analisis sugiere un cambio
mas marcado en la composicion microbiana en cuanto al tiempo, principalmente en la etapa 1
que es diferente a las demas. Sin embargo, en los dias 112 y 203 las especies que no se
parecen entre reactores son de muy baja abundancia a excepcién de los reactores en circuito
abierto en los dias 112, 203 y el reactor de 20 kQ en el dia 203 los cuales difieren del resto.
Esto ultimo quiere decir que hay mas especies diferentes en los reactores anteriormente
mencionados Yy, por lo tanto, esto sugiere que si existe un efecto de las resistencias eléctricas

externas en la composicién microbiana en la superficie del &nodo a lo largo del tiempo.

Principales Phyla®

En las muestras analizadas se detectaron varios phyla y se seleccionaron los diez phyla
principales los cuales representan el 90% de la abundancia relativa ADNr 16s del &nodo de los
reactores. Proteobacteria (37.43%), Bacteroidota (13.78%), Firmicutes (7.82%),
Actinobacteriota (6.56) %, Chloroflexi (5.66%), Desulfobacterota (5.21%), Halobacterota
(4.12%), Verrucomicrobiota (3.70%), Planctomycetota (3.08%) y, finalmente, Myxococcota
(2.70%) (Figura. 4.19). En la clasificacion taxonomica SILVA v.138 se reportaron
Desulfobacterota y Myxococcota como nuevos phylas, que anteriormente pertenecian al

phylum Proteobacteria y a la extinta clase Deltaproteobacteria.

Se pueden observar las fluctuaciones de estos phyla a lo largo del tiempo y entre reactores

(Figura 4.19), teniendo tres categorias principales:

1) El incremento de las especies pertenecientes a ciertos phyla a lo largo del tiempo
(Desulfobacterota, Firmicutes, Chloroflexi y Halobacterota) 2) La disminucion de dichas
especies (Bacteriodota, Myxococcota y Proteobacteria), 3) y por ultimo cuando se mantienen

relativamente constantes (Actinobacteriota, Planctomyetota y VVerrucomicrobiota).

6 Del griego antiguo @UAov ("raza"). En latin phylum, singular, phyla, plural (nota de las tutoras)
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Principales phyla
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Figura 4.19. Abundancia relativa de las secuencias ADNr 16s a nivel Phylum. Las barras
corresponden a los reactores RO (CA), R1 (100 Q), R2 (1 kQ), R3 (5 kQ), R4 (10 kQ), R5 (20
kQ), Inoculum R2 (primera repeticion), Inoculum R3 (segunda repeticién) y a los tiempos t0
(dia 5), t1 (dia 112), t2 (dia 203)

Los resultados sefialaron que los microorganismos con actividad electroquimica como
Actinobateriota, Bacteroidota, Desulfobacterota, Firmicutes, Halobacterota y Proteobacteria
estuvieron presentes en mayores proporciones (fueron los phyla con mayores abundancias
relativas). Se ha informado en investigaciones anteriores sobre microorganismos

exoelectrogénicos similares (Logan, 2009; Logan et al., 2019; Torres et al., 2009; Wang et al.,
2016).

Principales géneros

Las seuencias relacionadas con los phyla anteriores se dividieron en ocho principales géneros
(mas abundantes) con un >1% de promedio de abundancia relativa incluyendo Mycobacterium
(2.67%) (Actinobacteriota), Methanosarcina (2.40%) (Halobacterota), Dokdonella (1.79%)
(Proteobacteria),  Christensenellaceae  (1.76%)  (Flrmicutes), Geobacter (1.61%)
(Desulfobacter), Flavobacterium (1.52%) (Bacteroidota), Dechloromonas (1.27%)

(Proteobacteria), Pseudomonas (1.04%) (Proteobacteria) (Figura 4.20). Estos géneros, a
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excepcion de Christensenellaceae, se han encontrado en estudios similares (Kim et al., 2019;
Logan et al., 2019; Torres et al., 2009; Wang et al., 2016)

Principales generos
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Figura 4.20. Abundancia relativa de las secuencias ADNr 16s a nivel Género. Las barras
corresponden a los reactores RO (CA), R1 (100 Q), R2 (1 kQ), R3 (5 kQ), R4 (10 kQ), R5 (20
kQ), Inoculum R2 (primera repeticion), Inoculum R3 (segunda repeticion) y a los tiempos t0
(dia 5), t1 (dia 112), t2 (dia 203)

A lo largo de la etapa experimental las abundancias relativas de estos géneros fueron
cambiando. En términos generales, la abundancia relativa de los géneros Flavobacterium,
Dokdonella, Pseudomonas disminuy6 a lo largo del tiempo. Los géneros Mycobacterium y
Christensenellaceae fluctuaron a lo largo del tiempo, teniendo una abundancia relativa en el
tiempo t0 para Christensenellaceae muy baja, para el tiempo t1 esta abundancia relativa
aumentd en todos los reactores, pero para el tiempo t2 volvié a disminuir drasticamente. Para
el género Mycobacterium sucedid lo contrario ya que en el tiempo tO la abundancia relativa
fue mayor comparada con el tiempo t1; sin embargo, en el tiempo t2 volvid a aumentar (con
excepcion del reactor RS (20 kQ) el cual se mantuvo constante). La abundancia relativa del
género Dechloromonas se mantuvo constante a lo largo de la etapa experimental. Por ultimo,
hubo una mayor seleccion de los géneros Geobacter y Methanosarcina los cuales se vieron
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favorecidos y aumentaron a partir del tiempo t1 y, para el tiempo t2, la abundancia relativa
aumento drasticamente (Figura 4.20).

En particular, los diferentes valores de resistencia eléctrica externa dieron lugar a la formacion
de una distinta distribucion de la comunidad microbiana aparentemente diversa. Por ejemplo,
la abundancia relativa de los géneros electrogénicos vari6 con respecto a los diferentes

reactores en el tiempo (Tabla 4.12).

Tabla 4.12. Abundancia relativa (%) de los principales géneros electrogénicos en la superficie
de los &nodos. Dia 5 (t0), dia 112 (t1), dia 203 (t2)

Tiempo/Reactor Geobacter Pseudomonas
Inoculum.R2 0.05 0.1
Inoculum.R3 0.04 0.1
t0. RO. CA 0 3.15
t1. RO. CA 0.40 0.66
t2. R0O. CA 2.70 0
t0.R1.100 Q 0.07 6.10
t2.R1.100 Q 1.34 1.24
t0.R2.1000 Q 0.39 0.64
t1.R2.1000 Q 0.31 2.27
t2.R2.1000 Q 6.91 0.62
t0.R3.5000 Q 0.15 0.59
t1.R3.5000 Q 1.15 0.32
t2.R3.5000 Q 1.89 0.44
t0.R4.10000 Q 0 1.03
t1.R4.10000 Q 2.01 0.27
t2.R4.10000 Q 8.20 0.75
t0.R5.20000 Q 0 0.47
t1.R5.20000 Q 3.04 0.81
t2.R5.20000 Q 2.3 0.27
Pseudomonas

La abundancia realtiva de este género vari6 dependiendo del reactor. EI de CA pasé de 3.15%
en el dia 5 (t0) a 0.66% en el dia 112 (t1) para, finalmente, terminar en 0%. En el reactor de
100 Q disminuy¢ su abundancia relativa de 6.10% en el dia 5 (t0) a 1.24% en el dia 203 (t2).
La abundancia relativa del reactor de 1 k€ fue diferente ya que del dia 5 (t0) al dia 112 (t1)

paso de 0.64 a 2.27% lo cual refleja un claro incremento, pero para el dia 203 (t2) disminuy0 a
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0.62%. Un fendomeno distinto ocurrié en el reactor de 10 kQ en el cual la abundancia relativa
disminuy6 del dia 5 (t0) de 1.03% al dia 112 (t1) (0.27%) y volvid a aumentar en el dia 203
(t0) 0.75%. Esto demostraria que la abundancia relativa de este género es diferente entre
reactores y el tiempo transcurrido (no tienen un patrén similar). Las bacterias representantes
de este género son anaerobias facultativas, Gram-negativas y algunas producen mediadores de
transferencia de electrones, como fenazinas, piocianina y sustancias relacionadas que
contribuyen a la generacion de corriente (pudiendo ser utilizadas por otros microorganismos)

en una celda de combustible microbiana (Schmitz y Rosenbaum, 2018).

En trabajos previos se observd que la presencia de este género se debe a diferentes factores.
En el trabajo de Torres et al. (2009) se observé que el género Pseudomonas esta adaptado para
crecer a altos potenciales de anodo (+0.02 y +0.37 V), contrario a lo que se observd en esta
investigacién, donde los potenciales de &nodo tuvieron un promedio alrededor de -250 mV, lo

cual indicaria que este no fue un factor limitante en cuanto al desarrollo de este género.

Por otro lado, Kim et al. (2019) reportaron una abundancia relativa de Pseudomonas del
0.03% en un anodo de fieltro de grafito y del 0.004% en un &nodo de acero inoxidable
revestido con una malla de nanotubos de carbono. Estos valores son diferentes a los obtenidos
en este estudio y esto podria deberse a que Kim et al. (2019) los obtuvieron al momento de

arrancar el experimento y no hicieron una comparacion a diferentes tiempos.

Logan et al. (2019) mostrdé que un cultivo puro de Pseudomonas aeruginosa puede generar
hasta 53 mW/m? de densidad de potencia, lo que demuestra que su presencia o ausencia en la

comunidad microbiana de la superficie del &nodo influye en la produccion de electricidad.
Por lo tanto, la presencia de este género en estudios similares es un indicador de produccion de

electricidad debido a que es un género de bacterias electrogénicas y al estar presente en los

resultados de este estudio indica que pudo colaborar en la generacion de corriente.
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Geobacter

El género Geobacter es reconocido por ser uno de los grupos de bacterias exoelectrogénicas
modelo. Algunos representantes de este grupo son capaces de reducir Fe** a Fe?* como parte
de su metabolismo y gracias a este proceso pueden generar corriente en las celdas de
combustible microbianas (los electrones producidos durante la degradacion de compuestos
orgénicos son tranferidos a un electrodo) (Logan et al., 2019; Lovley, 2008; Malvankar y
Lovley, 2014).

Debido a lo anterior, la presencia de este género es importante en la superficie del anodo a lo
largo del experimento ya que se relaciona directamente con la generacion de corriente. Las
abundancias relativas en el indculo y en todos los reactores al dia 5 (t0) fueron <1%, lo que
indica que antes de conectar las resistencias eléctricas la presencia de estos microorganismos

fue casi nula.

Para el dia 112 (t1) ya se observo un incremento en la abundancia relativa de este género,
aunque fue diferente para cada reactor (no se pudo obtener la abundancia relativa del reactor
de 100 Q debido a la falta de ASV) CA (0.40%), 1 kQ (0.31%), 5 kQ (1.15%), 10 kQ (2.01%)
y 20 kQ (3.04%) (Tabla 4.12). También se puede observar que entre mas alto era el valor de
la resistencia eléctrica externa mayor fue la abundancia relativa siendo la mas alta la que
correspondio al reactor de 20 kQ (3.04%).

A pesar de este patrén, la abundancia relativa en el dia 203 (t2) fue completamente diferente
en todos los reactores: CA (2.70%), 100 Q (1.34%), 1 kQ (6.91%), 5 kQ (1.89%), 10 kQ
(8.20%) y 20 kQ (2.3%). Esto indicaria que hubo un incremento relativo en cuanto a la
abundancia relativa de especies pertenecientes a este género en todos los reactores, excepto el
de 20 kQ (la cual disminuy0), pero este ya no siguié el mismo patron del dia 112 (t1) ya que
los reactores de 1 kQ y 10 kQ fueron los que tuvieron un mayor incremento comparado con el
resto, lo que sugeriria que existe una influencia de la resistencia eléctrica externa en la
proliferacion de estas bacterias (Figura 4.21). En estudios similares se observo la presencia de

este género bacteriano en celdas de combustible microbianas.
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Figura 4.21. Abundancia relativa de las secuencias ADNr 16s del Género Geobacter. Las
barras corresponden a los reactores RO (CA), R1 (100 Q), R2 (1 kQ), R3 (5 kQ), R4 (10 kQ),
R5 (20 kQ), Inoculum R2 (primera repeticion), Inoculum R3 (segunda repeticion) y a los
tiempos t0 (dia 5), t1 (dia 112), t2 (dia 203)

Las celdas de combustible microbianas acopladas a humedales artificiales presentaron
variaciones significativas en las comunidades de microorganismos, dependiendo de los
materiales utilizados en el &nodo (Wang et al., 2016). Estos investigadores observaron gue, en
una celda de combustible microbiana que empleaba fieltro de fibra de carbono como &nodo, la
presencia de Proteobacterias (en las cuales en ese momento pertenecia la clase
Deltaproteobacteria, que ahora es el phylum Desulfobacterota) era considerablemente mayor
(71%) en comparacion con una celda que usaba malla de acero inoxidable como anodo
(63.1%). A nivel de género, Geobacter tuvo el mismo o incluso mayor enriquecimiento en el
anodo de fieltro de fibra de carbono en comparacion con la malla de acero inoxidable, varilla
de grafito y de niquel espumado. Cabe mencionar que, para la comparacion de Wang et al.
(2016), todos los reactores operaron con una resistencia eléctrica externa de 1 kQ. A pesar de
que en esta investigacion se obtuvo una menor abundancia relativa promedio del phylum
Protobacteria (37.43%), el género Geobacter tuvo su mayor abundancia relativa en el reactor
operado a 10 kQ en el dia 203 (t2) lo que indica que, en este estudio, a pesar de utilizar una
combinacion de fieltro de fibra de carbono con una placa de acero inoxidable como anodo, el

genéro Geobacter fue influenciado debido al valor de la resistencia eléctrica externa.
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Por otro lado, la diferencia en las poblaciones microbianas dominantes fue distinta en el
género Geobacter dependiendo del material utilizado como anodo. El fieltro de grafito tuvo
una mayor abundancia relativa (0.89%) comparado con la malla de acero inoxidable (0.26%),
aunque este analisis se llevo a cabo en el momento de la puesta en marcha. Sin embargo, la
mayor densidad de potencia se obtuvo en el reactor con el &nodo de malla de acero inoxidable,
a una resistencia eléctrica externa de 1 kQ que estuvo funcionando durante 80 dias (Kim et al.,
2019). Contrario a esto, lo que se observo en esta investigacion es que la mayor densidad de
potencia se obtuvo a una resistencia eléctrica externa de 100 Q pero fue la que present6 la
menor abundancia relativa del género Geobacter siendo el reactor con la resistencia de 10 kQ

la que obtuvo una mayor abundancia relativa de este género.

Este comportamiento concuerda con las observaciones de Katuri et al. (2011) en sus estudios
con diferentes resistencias eléctricas externas. Con las distintas resistencias que utilizaron, sus
reactores se sometieron a diferentes rangos de densidades de corriente a medida que se
desarrollaban las comunidades bacterianas. Se not6 que, a medida que la densidad de corriente
aumentaba, la composicion de la comunidad microbiana disminuia y se observaban
rendimientos de biomasa méas bajos debido a que las densidades de corriente mas altas
mejoraron el grado de utilizacién del sustrato. Esto estad relacionado con lo mencionado por
Aelterman et al. (2008) indicando que, en general, una resistencia eléctrica externa mas baja
induce un mayor flujo de electrones y un menor potencial anddico, lo que conduce a una
mayor ganancia de energia para las bacterias y, con otros factores como sustrato disponible,
por ejemplo, a un aumento significativo de la densidad de potencia. Ademas, la densidad de
potencia también puede estar influenciada por los valores de las resistencias internas y
externas ya que, tedricamente, para obtener una maxima densidad de potencia el valor de la

resistencia interna y el valor de la resistencia externa deben ser similares (Logan et al., 2006).

Aunado a esto, Zhang et al. (2011) demostraron que la ganancia de energia de la comunidad
microbiana disminuyé con el aumento de la resistencia externa de 10 a 1000. Los
microorganismos presentes en la CCM con menor resistencia tuvieron una mayor ganancia de
energia, pero una biomasa activa menor que la CCM con una resistencia mayor. Esto

concuerda con los resultados obtenidos en esta investigacion donde se puede observar que la
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abundancia relativa del género Geobacter fue mayor en el reactor de 10 k<, pero la ganancia
energética fue mayor en el reactor con la resistencia eléctrica mas baja 100 Q. Esto sugeriria
que se consumio una mayor proporcion de energia para la sintesis de sustancias poliméricas

extracelulares en la comunidad microbiana desarrollada en el reactor de 100 Q.

Géneros asociados con los compuestos clorados

Las bacterias representantes de los géneros relacionados a compuestos clorados son conocidas
por su capacidad para realizar la reduccion de compuestos dichos compuestos, lo que significa
que pueden eliminar 4&tomos de cloro, de ciertos compuestos quimicos como el acetato (De
Wever et al., 2000; Liebensteiner et al., 2016). La Figura 4.22 muestra los resultados.

Géneros asociados con compuestos clorados
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Figura 4.22. Abundancia relativa de las secuencias ADNr 16s de los géneros Dechloromonas
y Tricholobacter. Las barras corresponden a los reactores RO (CA), R1 (100 Q), R2 (1 kQ),
R3 (5 kQ), R4 (10 kQ), R5 (20 kQ), Inoculum R2 (primera repeticion), Inoculum R3 (segunda
repeticion) y a los tiempos t0 (dia 5), t1 (dia 112), t2 (dia 203)

En esta investigacion se observo la presencia de dos generos. Dechloromonas practicamente
en todos los reactores a lo largo de la etapa experimental y Trichlorobacter presente a partir
del dia 112 en todos los reactores a excepcion de CA y 20 kQ indicando que se llevo a cabo la
eliminacién de los atomos de cloro de los compuestos de materia organica.
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Triclorobacter comparte similitudes con cepas relacionadas a Geobacter y tiene la capacidad
de desclorar compuestos de materia organica utilizando acetato e hidrégeno (H2) como fuente
de electrones (Sung et al., 2006). Ademas, Dechloromonas tiene la capacidad de
desnitrificacion y ‘respiracion’ anodica (Wang et al., 2016); por lo tanto, su presencia puede

estar relacionada con el ciclo del nitrégeno y con la generacion de corriente.

Géneros asociados con la sulfatoreduccion

Segun la ultima clasificacion taxonomica SILVA v.138 (2020), el phylum Desulfobacterota
estd compuesto principalmente por microorganismos que tienen la capacidad de llevar a cabo
la reduccidn de sulfatos y suelen encontrarse en ambientes anaerobios. A lo largo de la etapa
experimental (dias 5, 112, 203) se observo la presencia de cinco géneros (principales)

pertenecientes a este grupo (sulfato-reduccion) en todos los reactores, aunque las abundancias
relativas son distintas (Figura 4.23).

Geéneros asociados con la sulfato reduccion
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Figura 4.23. Abundancia relativa de las secuencias ADNr 16s de los géneros asociados con la
sulfato-reduccion. Las barras corresponden a los reactores RO (CA), R1 (100 Q), R2 (1 kQ),
R3 (5 kQ), R4 (10 kQ), R5 (20 kQ), Inoculum R2 (primera repeticion), Inoculum R3 (segunda
repeticion) y a los tiempos t0 (dia 5), t1 (dia 112), t2 (dia 203)

De manera general existié un incremento en la abundancia relativa de todos estos géneros (a
excepcion del reactor de 100 Q) a partir de las muestras observadas en el dia 112 (t1) en
comparacion con el dia 5. Para el dia 203 los reactores en CA y 20 kQ aumentaron su

abundancia relativa a diferencia del resto de los reactores en los cuales esta disminuyo.
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Estos generos han sido encontrados en investigaciones similares donde se utilizaron celdas de
combustible microbianas. Se ha reportado que el género Desulfobacterium es capaz de
transferir electrones directamente desde sus sistemas metabdlicos a un electrodo conductor
(Agostino y Rosenbaum, 2018) y, por lo tanto, influye en la transferencia de electrones
(generacion de corriente). El género Desulfobacter se ha descrito como un grupo que utiliza
acetato como su fuente de carbono para su crecimiento y metabolismo (Dyksma et al., 2018),
lo cual pudo haber ayudado con la degradacion del acetato. EI género Desulfobulbus puede
utilizar una variedad de aceptores de electrones diferentes, como nitrato, nitrito, ademas de
hierro férrico, cuando los sulfatos son escasos (Purdy et al., 2001; Rossi et al., 2014) vy, por lo
tanto, puede estar involucrado en los procesos de desnitrificacion y en la transferencia
extracelular de electrones. Con frecuencia, Desulfomicrobium se encontraba en simbiosis con
bacterias desnitrificadoras en el mismo entorno (Yamashita et al., 2011). Estos géneros son
importantes en el proceso de sulfato-reduccion, asi como auxiliares en procesos como la
desnitrificacion, degradacion de materia organica y la transferencia de electrones

extracelulares.

Géneros asociados con la metanogénesis

Al igual que el phylum Desulfobacterota, que es uno nuevo, segun la Gltima clasificacion
taxondémica SILVA v.138, el phylum Halobacterota también es nuevo y su relevancia radica
en que en el se produce la reorganizaciéon de grupos de microorganismos metanotroficos que
previamente estaban agrupados en el phylum Euryarchaeota, perteneciente al dominio de las
arqueas. Los principales representantes del phylum Halobacterota en esta investigacion fueron
Methanosaeta y Methanosarcina, los cuales presentaron una abundancia relativa
practicamente nula el dia 5 en todos los reactores y a partir del dia 112 ya se observa la
presencia de dichos géneros. Pero es hasta el dia 203 en el cual se observa un desarrollo
repentino debido al aumento de la abundancia relativa en todos los reactores excepto en el
reactor de 100 Q, en el cual se tiene una abundancia relativa practicamente nula del género

Methanosarcina (0.09%) y nula para Methanosaeta (Figura 4.24).
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Figura 4.24. Abundancia relativa de las secuencias ADNr 16s de los géneros asociados con la

metanogeénesis. Las barras corresponden a los reactores RO (CA), R1 (100 Q), R2 (1 kQ), R3

(5 kQ), R4 (10 kQ), RS (20 kQ), Inoculum R2 (primera repeticion), Inoculum R3 (segundaa
repeticion) y a los tiempos t0 (dia 5), t1 (dia 112), t2 (dia 203)

Estos géneros han sido reportados en sistemas similares y se ha demostrado que la
competencia entre bacterias electroquimicamente activas y metandgenos que utilizan
hidrogeno como donante de electrones tiene un impacto significativo en la densidad de
corriente debido a que aprovechan los equivalentes reductores producidos por las bacterias

electrogénicas para la produccion de metano y también de otros metabolitos (Demirel y
Scherer, 2008; Lu et al., 2015).

Por otro lado, los representantes del género Longilinea pertenecen al phylum Chloroflexi que
crecen en condiciones anaerobias estrictas y su proliferacion se mejora en presencia de
metandgenos hidrogenotréficos (Yamada et al., 2007), como los anteriormente mencionados.

Por lo tanto, su abundancia relativa esté relacionada con los organismos metanogénicos.
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4.6. Resumen final de los datos experimentales

Por ultimo, en la Tabla 4.13 se muestra un resumen de los datos experimentales obtenidos en

esta investigacion.

Tabla 4.13. Resumen de los datos experimentales obtenidos durante la investigacion

Promedio de densidad de potencia, mW/m 1522 13.77 7.67 589 569

2054 1853 12.06 1160 9.93  n.p.
235 -254  -248 -238  -261  -260
212 275 262 237 235 277
536 622 613 561 590 647
64.74 7951 79.01 7433 71.64 65.83
Promedio de conductividad eléctrica, mS/cm B} 1.27 1.28 1.29 1.25 1.25
776 776 776 765 783 7.85
15.76 1530 1545 1563 1542 15.43
-185  -193  -203  -196 -193  -184
79.03 8650 87.38 84.01 83 81.94

Concentracion promedio de nitritos en el 0.158 0.246 0414 0.162 0.158 0.166
efluente, mg/L

Promedio de remocion de nitrégeno 4129 2792 2828 3215 28.06 23.95
amoniacal, %

Promedio de remocidén de sulfatos, % 13.28 4210 4257 4092 3144 38.18

*Estos valores de densidad de potencia y de corriente eléctrica se obtuvieron con la medicién directa de la
corriente eléctrica con cada una de las resistencias eléctricas externas que le correspondia a cada reactor
n.p. No procede

En el siguiente y ultimo capitulo se presentan las conclusiones derivadas de esta fase de la
investigacion.
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CAPITULO5

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1. Conclusiones

e Existieron diferencias en cuanto a la produccién de electricidad entre cada reactor, lo
que podria indicar que existe el efecto de los dos factores en estudio: Un efecto de la
resistencia eléctrica sobre el desempefio eléctrico y un efecto de la comunidad
microbiana presente en el &nodo

e El reactor de 100 Q es el que presenta los valores mas altos de corriente y maxima
densidad de potencia y, por lo tanto, es el reactor méas eficiente en el proceso de
generacion de electricidad

e Se deduce que las resistencias eléctricas utilizadas en este experimento si influyen en
los valores de los potenciales.

e El reactor con conexion de 20 kQ es el que ha presentado la menor eficiencia en el
proceso de produccién de electricidad, lo que indica que para este caso una resistencia
muy alta no favorecid la produccion de electricidad

e El valor de resistencia externa de 10 kQ mostro un buen rendimiento en los valores de
produccién eléctrica cuando se realizaron las curvas de polarizacion, lo que indicaria
que esta resistencia favorecio la formacion de microorganismos electrogénicos. Es
importante mencionar que, al parecer, de acuerdo con la Ley de Ohm, la corriente
generada fue menor debido a una alta resistencia eléctrica y también a la competencia
entre especies por los donantes de electrones

e Los reactores estudiados son capaces de remover materia organica medida como DQO
y reducir las concentraciones de nitrégeno amoniacal, nitratos y sulfatos

e EIl valor de la resistencia eléctrica externa no influyd en la remocion de nitrégeno
amoniacal, pero si influyd en los demas contaminantes medidos (materia organica,

nitratos, nitritos y sulfatos)
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La remocion de nitrogeno amoniacal y nitratos es se debe a la presencia de bacterias
nitrificantes y desnitrificantes en los reactores, lo cual se confirma con la presencia de
los nitritos en el efluente

De acuerdo con el anélisis de PCoA, la comunidad microbiana fue diferente después
del dia 5 (inicio del experimento). Los dias 102 y 203 muestran la existencia de
microorganismos que son semejantes entre si. En ese analisis el reactor de 20 k€ en el
dia 203 y el de CA en los dias 112 y 203, de manera general, tuvieron una comunidad
microbiana diferente con respecto de los demés reactores ubicandose en el extremo
superior derecho de la Figura 4.18.

El reactor de 10 kQ fue el que tuvo una mayor abundancia relativa de los
microorganismos electrogénicos, pero también fue el que tuvo una mayor abundancia
relativa de los que compiten por los donantes de electrones, principalmente los
metanogénicos

Debido a las variaciones observadas en los valores de los pardmetros eléctricos, la
eliminaciéon de contaminantes y la composicion de la comunidad microbiana en la
superficie del anodo entre los distintos reactores, es plausible considerar que haya una

influencia de la resistencia eléctrica externa en estos sistemas.

Con base en estas conclusiones, a continuacion, se sefialan algunas perspectivas para la

investigacion futura.

5.2. Perspectivas

Para investigaciones futuras se recomienda estudiar mas a fondo el valor de la
resistencia interna, para que sea evaluada junto con la resistencia externa

De igual manera, se recomienda tener en cuenta todas las pérdidas de energia presentes
en el sistema y buscar la manera de reducirlas al maximo para que no interfieran con
los valores de produccidn eléctrica, como reducir la distancia entre los electrodos y
mejorar la configuracion de la celda electroquimica

Aunado a esto, se recomienda utilizar materiales que favorezcan la transferencia de

electrones y las reacciones bio-electroquimicas de los sistemas
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Garantizar que las condiciones iniciales de todos los reactores sean iguales

Realizar las mediciones de corriente y potencia con el mismo valor de resistencia
eléctrica en todos los reactores

Probar un sistema sin celda electroquimica para la remocion de contaminantes

Probar tres sistemas con una reistencia de 0.1, 1 y 10 kQ cada uno y después de un
periodo de aclimatacion de los microorganismos electrogénicos (se sugiere a partir de
200 dias) reducir las resistencias eléctricas externas con lo cual se esperaria un
aumento en la generacién de corriente y por lo tanto en la densidad de potencia
principalmente en los reactores de 1 kQ y 10 kQ

Replicar el experimento obteniendo los datos de abundancia relativa del reactor de 100
Q del dia 112 (mitad del experimento) que pudieran afirmar o modificar las
explicaciones de lo sucedido

Medir la eficiencia couldmbica de los sistemas
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ANEXQOS



ANEXO 1

Meétodos analiticos

A.1.1. DQO total

Diagrama de flujo de la técnica para la determinacion de materia organica medida como
DQO (DOF, 2012)

La prueba de la demanda quimica de oxigeno es ampliamente utilizada como una forma de

medir la concentracion de materia disuelta y en suspension, tanto de las aguas naturales como

residuales. Se emplea un agente quimico fuertemente oxidante en medio acido para lograr la

determinacion del equivalente de oxigeno de la materia orgénica que puede oxidarse (Metcalf

y Eddy, 1995). A continuacion, se muestra un diagrama del método de la medicion de la

demanda quimica de oxigeno (DQO) para aguas naturales, residuales y residuales tratadas
(DOF, 2012).

Equipos y material

2 capsulas de porcelana

3 matraces aforado de 1 L

24 tubos de ensayo

1 gradilla

Balanza analitica calibrada Mettler Toledo AG245 (precisién de 0.0001 g)
Espectrofotémetro Rayleigh UV-1800

Micropipeta BRAND Transferpette S de 100 a 1000 pL

Horno de secado o estufa Felisa (México)

Agitador Vortex Science MED modelo MX-S
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Reactivos

Preparar la solucion
estandar, biftalato de
potasio

Preparar la solucién de
digestion A Dicromato
de potasio

Secar a 105°C por 1 h.

Pesar 0.851 g de
biftalato de potasio

Disolver en agua y
aforarall

Diluir a diferentes
concentraciones
(mgDQO/L)

Preparar la solucién de
digestion B Sulfato de
plata

Secar a 105°Cpor2 h
Pesar 10.216 g

Adicionar 33 g de
sulfato de plata 'y
167 mL de H2S04

Disolver y aforar

allconagua

desionizada

Curva de calibracién y
analisis de la muestra

Pesar 10.12 g de
AgS04

Disolver en 1 L de
acido sulfurico
concentrado H2S04

Agregar 2 mL de muestra o de

disolucidn de biftalat

curva) de cada concentracion

o (parala

Adicionar 1 mL de

la solucion de

digestion A

Adicionar 3 mL de

la solucion de
digestion B

Absorbancia

0.006
0.012

Medir la absorbancia
enun Dejar Agitar los tubos y
espectrofotémetro enfriary colocarlos en la estufa
Rayleigh UV-1800 a precipitar a 160°C x 30 min
A=620nm
Tabla A.1.1. Valores obtenidos para curva de calibracién de DQO
Puntos Concentracion
mg/L

1 0

2 100

3 200

4 300

0.020
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Puntos Concentracion Absorbancia
mg/L
5 400 0.025
6 500 0.034
7 600 0.039
8 700 0.042
9 800 0.046
10 1000 0.059
R=0.9955 Abs =0.0012 + 0.0001 * C
0.07
0.05
., 0.04 ._'_..-"‘
P ® .
0.03
-"‘.-
0.02 ,
0.01 '
."l..
06
0 200 400 600 800 1000 1200

Concentracion mg/L

Figura A.1.1. Curva de calibracion de DQO
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A.1.2. Nitrogeno amoniacal
Diagrama de flujo de la técnica para la determinacion de nitrégeno amoniacal en agua
residual (Buchi, 2007; Biichi, 2016; DOF, 2010)

El amoniaco es uno de los componentes transitorios en el agua, ya que es parte del ciclo del
nitrogeno y se ve influido por la actividad biologica. Es un producto natural de la
descomposicion de los compuestos organicos nitrogenados. Las aguas superficiales no deben

contener normalmente amoniaco (Sardifias-Pefia y Pérez-Cabrera, 2004).

Equipos y material

e 1 matraz aforado de 100 mL

e 1 matraz aforado de 500 mL

e 3 matraces aforado de 1 L

e 3 tubos Biichi

e 3vasos de precipitado de 100 mL

e 1 gradilla para tubos Biichi

e 2 probetas de 100 mL

e 1 probeta de 10 mL

e 1 bureta con soporte

e 1 gotero

e Balanza analitica calibrada Mettler Toledo AG245 (precision de 0.0001 g)
e Espectrofotdmetro Rayleigh UV-1800

e Equipo de destilacion Biichi Distillation K-350

e Potenciometro HANNA instruments modelo HI 4522

e Micropipeta BRAND Transferpette S de 100 a 1000 pL
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Reactivos

] - Disolver 50 mg de rojo de metilo Después de efectuar la
Indicador rojo .,
) en 1.86 mLde NaOH a 0.1 My ——>|solucién aforar con agua a
de metilo 50 mL de etanol al 95% 100 mL

| NaOH 1 M H| Disolver 20 g en 500 mL

| HCl 0.02 M |%| Agregar 1.68 mL al 36% y completar a 1 L de agua

Solucién ion ti
La sol t
amortiguadora Disolver 14.3 g de difosfato 68.8 g de monofosfato de 2 SOTHICIOn HEne que ser
) de potasio potasio en 1L de agua >| bien agitada para que se
(buffer) de disuelva completamente
fosfato
_ \l’ Disolver 50 gen 1 L de Ajustar el pH a 4.65
ACldO borICO 4% > agua con 10% NaOH

En un tubo Biichi agregar 10 mL
El pH de la muestra tiene de la muestra, 60 mL de agua Agregar el tubo en el

que ajustarse a pH 6-7.3 | > Jesionizada y5mLdela [ equipo de destilacion
afiadiendo 1 M NaOH solucién amortiguadora de Buchi Distillation K-350

fosfatos \l/

Determinacion de

nitrégeno amoniacal

Agregar 10 mL de acido
Titular el destilado con HCI Destilar hasta juntar bdrico al 4% y 6 gotas de rojo
Realizar los calculos 0.02 My medir el volumen |€—|un volumen de 50 mL de metilo en un vaso de
utilizado en el vaso 100 mL para recibir la
muestra
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Para realizar el calculo correspondiente se utiliza la siguiente ecuacion:

(-l

o

NHj = ( v cx 14.01 m{m) (1.216) Ec. A.l.4

donde:

NH3: Concentracidn de nitrégeno amoniacal en mg/L

V1: Volumen en mL de &cido clorhidrico usado para la titulacion de la muestra
V2: Volumen en mL de &cido clorhidrico usado para la titulacion del blanco
Vo: Volumen en mL de la muestra

c: molaridad del &cido clorhidrico (en este caso 0.02 mol/L)

14.01: masa atémica relativa del nitrogeno

1.216: Factor de conversion para el nitrégeno amoniacal
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A.1.3. Nitrogeno de nitratos

Diagrama de flujo de la técnica para la determinacion de nitrogeno de nitratos (DOF,
2001)

Anélisis de aguas — determinacién de nitratos en aguas naturales, potables, residuales y
residuales tratadas — método de prueba. Esta norma mexicana establece el método para la
determinacion de nitrogeno de nitratos en agua, y es aplicable para agua potable que no

presente turbiedad, color y con bajo contenido de materia organica (DOF, 2001).

Equipos y material
e Desecador de vidrio
e 1 capsula de porcelana
e 2 matraces aforado de 1 L
e 1 matraz aforado de 500 mL
e 20 tubos de ensayo
e 1gradilla
e Balanza analitica calibrada Mettler Toledo AG245 (precision de 0.0001 g)
e Espectrofotdmetro Rayleigh UV-1800
e Horno de secado o estufa Felisa (México)
e Micropipeta BRAND Transferpette S de 100 a 1000 pL
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Reactivos

Solucién madre Secar nitrato de Pesar 0.72 g y diluir

de nitratos potasio a 105°C por Enfriar en desecador aunllconagua

24 h destilada

Solucién patrén Diluir 50 mL de la solucién

de nitratos madre de nitratos a 500 mL con

agua destilada

Solucién 4cido Diluir 80 mL de HCI

clorhidrico concentrado en 1 L de agua

Curva de calibracién de Diluir la solucién patrén a Tomar 5 mL de Afiadir 0.1 mL de
nitratos diferentes concentraciones muestra 2| HCly agitar
Leer la muestra a A=220 nm en un
espectrofotometro Rayleigh UV-1800
Tabla A.1.2. Valores obtenidos de la curva de calibracion de nitratos
Puntos Concentracion mg/L Absorbancia A=220nm
1 0 0
2 0.20 0.086
3 0.60 0.183
4 1.40 0.447
5 2.00 0.619
6 3.00 0.822
7 4.00 1.095
8 6.00 1.627
9 7.00 1.887
R=0.999191 Abs=0.0380 + 0.26655 * C
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Abs

1.8
1.6
1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2
0@

y=0.2655x+0.038
R?=0.9984

1 2 3 4 5 6
Conc. (mg/L)

Figura A.1.2. Curva de calibracion de nitratos
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A.1.4. Nitrogeno de nitritos

Diagrama de flujo para la determinacion de nitrégeno de nitritos (DOF, 2006)

Anélisis de agua- Determinacion de nitrogeno de nitritos en aguas naturales y residuales-

Método de prueba. Esta norma mexicana especifica un método de prueba espectrofotométrico

para la determinacion de nitrogeno de nitritos, en agua natural, residual y residual tratada, en
un intervalo de 0.01 mg/L a 1 mg/L de N-NO; (DOF, 2006)

Equipos y material

2 capsulas de porcelana

4 matraces aforados de 1 L

1 matraz aforado de 250 mL

3 probetas de 50 mL

2 probetas de 10 mL

1 agitador (mosca)

1 bureta con soporte

Balanza analitica calibrada Mettler Toledo AG245 (precision de 0.0001 g)
Espectrofotémetro Rayleigh UV-1800

Horno de secado o estufa Felisa (México)

Parrilla de calentamiento Thermo Scientific modelo CIMAREC*

Micropipeta BRAND Transferpette S de 100 a 1000 pL
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Reactivos

Reactivo para desarrollar
color

100 mL de acido fosférico al
85%y 10 g de
sulfanilamida, disolver

Agregar 1 g de diclorhidrato
de N-(1-naftil)
etilendiamina, NEDA 'y

aforara 1L de agua

Disolucidn titulante de

permanganato de potasio

Pesar y disolver 1.6 gen 1 Lde

aglia

\

Secar oxalato de sodio a
105°C x 2 h. Pesar 3.35
aforara 1L con agua

Medir 25 mL de la disolucién de
oxalato de sodio, agregar 10 mL

de acido sulfurico concentrado

Calentar rapidamente a 95°C,
titular con permanganato de
potasio

Mantener la agitacion, cuando una
tonalidad rosa ligero persista por 1
minuto

Calcular la concentracion de la
disolucion de KMnOas con la

ecuacion

Para realizar el calculo correspondiente se utiliza la siguiente ecuacion:

cKM, 0, =

(V2 x cNa,C,0,) G

donde:

Vi

cKMnO4= Concentracion de permanganato de potasio en mol/L

cNaC>04= Concentracion de oxalato de sodio en mol/L

V1= Volumen de la disolucion de KMnO4 gastado en la titulacion, en mL

V2= Volumen de la disolucion del Na2C204 empleado para la titulacion
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G = 0.4 (coeficiente estequiométrico de la reaccion)

Se debe realizar la valoracién por triplicado y el resultado de la concentracion de KMnOas sera

el promedio de las valoraciones

Reactivos

Disolucién estandar de
nitritos

Valoracion de la disolucion
estandar de nitritos

Disolucién intermedia de nitritos
(50 mg/L)

v

Secar nitrito de sodio
minimo 2 h a 105°C Pesar
con precisién 1.232 g
seco, aforar con 1 L de
agua. Preservar con 1 mL
de cloroformo

v

50 mL de permanganato de
potasio, 5mL de acido sulfurico
concentrado y 50 mL de la
solucidn estandar de nitritos,
agitar y calentar de 70°C a 80°C

!

Titular con la disolucién de
oxalato de sodio, hasta
decoloracion

Retitular el exceso de oxalato
con permanganato de potasio
hasta la obtencién de un color

rosa tenue estable por 30 s

Calcular el volumen (V) de la
disolucidn estandar de
nitritos (DEN)

Disolucién de trabajo de
nitritos

v

Diluir 10 mL de la disolucién
intermedia de nitritos, llevar
al aforo a 1 L con agua.

1 mL=0.50 pg de N-NO>

!

V=12.5 mg/A
V= Volumen DEN mL; y
A= Concentracién DEN en
mg/L

Medir el volumen calculado
(aprox. 50 mL) de la DEN,
aforar a 250 mL con agua

1 mL--------- >0.50 pg
1000 mL----->500 pg/L
500 pg/L*1 mg/1000 pg
=0.5 mg/L

Tabla A.1.3. Datos obtenidos de la curva de calibracién de nitritos

Puntos

o o1 AW

Concentracién mg/L

0

0.01
0.05
0.10
0.15
0.20
-0.0031 + 1.5361 * Abs

R=0.997586 C=

Absorbancia 2=620nm

0

0.011
0.032
0.073
0.096
0.132
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0.14

y=0.6479x+ 0.0023
0.12

R2= 0.9&/
0.1 /
0.08

0.06

0.04

0.02 /(
e

0] 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

bs
®

Concentracion mg/l

Figura A.1.3. Curva de calibracién de nitritos
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A.1.5. Sulfatos

Diagrama de flujo para la determinacion de sulfatos (DOF, 2014)

Anélisis de agua, medicion del ion sulfato en aguas naturales, residuales y residuales tratadas.

El ion sulfato precipita con cloruro de bario, en un medio acido, formando cristales de sulfato

de bario de tamafio uniforme. La concentracién de masa del ion sulfato se mide por

comparacion de la lectura con una curva de calibracion (método turbidimétrico) (DOF, 2014).

Equipos y material

1 probeta de 50 mL

1 probeta de 10 mL

2 matraces aforados de 1 L

1 matraz aforado de 100 mL

Pipeta de vidrio de 10 mL

18 tubos de ensayo

1 gradilla

Balanza analitica calibrada Mettler Toledo AG245 (precision de 0.0001 g)
Espectrofotémetro Rayleigh UV-1800

Micropipeta BRAND Transferpette S de 100 a 1000 pL
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Reactivos

!

Solucién
amortiguadora —>
(‘buffer’) A

Solucién de referencia

Disolver 30 g de cloruro de magnesio, 5 g acetato de

sodio 3H20, 1 g nitrato de potasio, 0.84 g nitrato de

sodio y 20 mL de 4cido acético (99%) en 500 mL de
aguayaforarall

Disolver 0.1479 g sulfato de

v(S04%) = 100 mg/L de SO42

sodio anhidroy aforara 1L

Medir 10.4 mL disoluciéon de
referencia valorada de H,S04 0.01
mol/L aforar a 100 mL

Curva de calibracion >|de referencia 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30,——>

Soluciones a partir de la soluciéon
Tomar 10 mL

de muestra

35, 40 mg/L

Obtener concentracion a
partir de la ecuacion de la

Agitar por 1 minuto y
leer a A=420nm en el

espectrofotémetro

curva de calibracién

Rayleigh UV-1800

Afadir 2 mL de
solucién

amortiguadora A

Agregar 0.02 g de

cloruro de bario

Tabla A.1.4. Datos obtenidos de la curva de calibracion de sulfatos

Puntos Concentracion mg/L Absorbancia A=420nm

1 0 0

2 1 0.034
3 10 0.041
4 15 0.084
5 20 0.097
6 25 0.156
7 30 0.203
8 35 0.236

R=0.935326 Abs=-0.0217 + 0.0082 * C
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Abs

0.45

0.4

0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

-0.05

y=0.0082x-0.0213 °
RZ=0.8742
e
e
)
e °
5 10 15 20 25 30 35 40

Conc. mg/L

Figura A.1.4. Curva de calibracion de sulfatos
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ANEXO 2

DATOS EXPERIMENTALES

A.2.1. a A.2.3.Parametros eléctricos

En esta seccion se adjuntaron dos archivos en formato excel con los datos experimentales
correspondientes a los parametros eléctricos en dispositivos complementarios como se sefiala
abajo.

A.2.1. Pardmetros eléctricos: Datos experimentales de potenciales

El primer archivo llamado A.2.1.Potenciales y corriente anexos, contiene la Tabla A.2.1.

Datos experimentales de potenciales y de voltaje de cada reactor.

A.2.2. Parametros eléctricos: Datos experimentales de corrientey densidad de potencia

Los paramteros de corriente y densidad de potencia se encuentran en la Tabla A.2.2. Datos

exprimentales de corriente y densidades de potencia.

A.2.3. Parametros eléctricos: Curvas de polarizacion

El segundo archivo llamado A.2.1. Curvas de polarizacion anexos, contiene la siguientes

tablas:

Tabla A.2.3. Curvas de polarizacion del reactor 1 (100 Q),

Tabla A.2.4. Curvas de polarizacion del reactor 2 (1 kQ),
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Tabla A.2.5. Curvas de polarizacion del reactor 3 (5 kQ),

Tabla A.2.6. Curvas de polarizacion del reactor 4 (10 kQ),

Tabla A.2.7. Curvas de polarizacion del reactor 5 (20 kQ),

Tabla A.2.8. Curvas de polarizacion del reactor 6 (CA),

Tabla A.2.9. Curvas de polarizacién y de potencia de los valores maximos de cada reactor,

Tabla A.2.10. Valores de densidad de potencia maxima de cada reactor.

Todos ellos se encuentran en un disco compacto y una unidad tipo USB disponibles con la
tesis en papel en la Minibiblioteca de los Laboratorios 301, 302 y 303 de Ingenieria Quimica
Ambiental y de Quimica Ambiental, LIQAYQA, del Departamento de Ingenieria Quimica
ubicados en el Edificio E-3 de Alimentos y Quimica Ambiental del Conjunto E de la Facultad
de Quimica de la UNAM.
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A.2.4. Parametros fisicoquimicos

Debido a que los datos experimentales correspondientes a los pardmetros fisicoquimicos son
muchos, se anexa un documento de excel con el nombre de A.2.2. Pardmetros fisicoquimicos

anexos, el cual contiene las siguientes tablas:
A.2.4a. Datos de temperatura

Tabla A.2.11. Datos experimentales de temperatura (°C) de cada reactor.

A.2.4b. Datos de pH

Tabla A.2.12. Datos experimentales de pH de cada reactor.

A.2.4c. Datos de conductividad eléctrica

Tabla A.2.13. Datos experimentales de conductividad eléctrica (mS/cm) de cada reactor.

A.2.4d. Datos de potencial redox (pOR)

Tabla A.2.14. Datos experimentales de potencial redox (mV) de cada reactor.

Todos ellos se encuentran en un disco compacto y una unidad tipo USB disponibles con la
tesis en papel en la Minibiblioteca de los Laboratorios 301, 302 y 303 de Ingenieria Quimica
Ambiental y de Quimica Ambiental, LIQAYQA, del Departamento de Ingenieria Quimica
ubicados en el Edificio E-3 de Alimentos y Quimica Ambiental del Conjunto E de la Facultad
de Quimica de la UNAM.
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A.2.5. Datos de remocién de contaminantes

En esta seccion se muestran los datos experimentales corriespondientes a la remocion de

contaminantes: materia organica medida, nitrdgeno amoniacal, nitratos, nitritos y sulfatos.

A.2.5a. Datos de remocion de contaminantes: Demanda quimica de oxigeno

Tabla A.2.15. Datos experimentales de remocion de materia organica medida como DQO (%)

Remocidén de materia organica

Fecha Dias 100 Q 1kQ 5kQ 10kQ 20kQ CA

19/08/2022 36 89.3 85.9 75.6 92.8 85.9 79.0
29/08/2022 46 81.1 89.2 425 90.7 86.9 98.5
31/08/2022 48 47.7 68.9 68.9 75.9 77.5 94.7
07/09/2022 55 78.9 87.9 879 84.7 81.5 78.9
12/09/2022 60 66.6 73.9 55.0 69.8 66.5 59.9
14/09/2022 62 70.3 88.9 815 73.2 75.5 54.6
19/08/2022 67 72.3 36.6 90.6 81.9 38.5 72.3
26/09/2022 74 76.6 65.7 69.3 98.5 67.5 67.5
28/09/2022 76 334 61.9 53.0 38.3 60.9 41.3
03/10/2022 81 12.0 36.1 30.1 54.2 20.1 8.0
05/10/2022 83 54.9 67.9 679 63.1 54.9 48.7
10/10/2022 88 80.6 88.4 96.2 78.2 87.6 72.8
12/10/2022 90 15.4 42.4 48.8 9.0 30.8 18.0
17/10/2022 95 51.1 65.8 741 57.4 42.8 27.1
19/10/2022 97 57.4 71.1 75.1 71.1 63.0 53.3
24/10/2022 102 98.9 99.6 97.7 99.1 99.3 99.2
26/10/2022 104 78.2 80.2 895 79.6 76.3 78.9
31/10/2022 109 77.0 91.7 909 80.1 87.1 79.4
07/11/2022 116 82.8 83.2 6838 78.0 72.8 89.0
11/11/2022 120 84.2 90.4 92.0 85.4 90.3 71.9
14/11/2022 123 75.2 93.3 82.6 73.5 75.4 90.1
30/11/2022 139 76.3 87.8 89.3 78.2 86.7 84.3
02/12/2022 141 63.1 75.7 80.2 73.6 78.7 71.6
07/12/2022 146 66.9 80.1 86.8 67.5 75.6 67.3
04/01/2023 174 57.3 92.0 90.1 63.5 92.4 63.0
09/01/2023 179 58.1 90.8 92.5 76.8 56.0 58.9
11/01/2023 181 70.4 97.5 95.0 90.8 71.2 62.8
16/01/2023 186 88.7 91.9 89.8 70.3 63.7 85.6
18/01/2023 188 42.1 81.1 914 48.5 72.3 64.0
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Remocidon de materia organica

Fecha

23/01/2023
25/01/2023
30/01/2023
01/02/2023

Dias
193
195
200
202

100 Q
63.2
56.8
55.3
54.1

1kQ
91.0
98.4
91.9
76.7

5 kO
83.3
84.8
94.3
91.9

10 kQ
92.8
89.5
84.2
82.4

20 kQ
81.0
79.3
91.9
74.2

CA
51.9
46.6
91.4
41.8
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A.2.5b. Datos de remocion de contaminantes Nitrégeno amoniacal, nitratos y nitritos

Nitrégeno amoniacal

Tabla A.2.16. Datos experimetnales de remocion de nitrégeno amoniacal (%)

Remocidn de nitrogeno amoniacal
Fecha Dias 100Q 1kQ 5kQ 10kQ 20 kQ CA
01/09/2022 49 23.5 23,5 294 235 353 41.2
06/09/2022 54 7.2 -0.5 15.0 7.2 15.0 7.2
08/09/2022 56 27.3 27.3 364 36.4 45,5 0.0
13/09/2022 61 32.8 4.8 23.8 10.8 5.9 19.3
21/09/2022 69 28.0 12.0 4.0 0.0 68.0 80.0
04/10/2022 82 29.4 5.9 5.9 29.4 17.6 0.0
06/10/2022 84 33.0 16.2 24.6 24.6 66.5 15.7
11/10/2022 89 45,5 36.4 545 45,5 0.0 27.3
13/10/2022 91 11.1 11.1 0.0 22.2 0.0 11.1
18/10/2022 96 30.0 60.0 90.0 10.0 0.0 0.0
20/10/2022 98 19.0 9.5 9.5 9.5 9.5 9.5
25/10/2022 103 30.0 30.0 30.0 35.0 30.0 20.0
27/10/2022 105 46.2 38.5 30.8 30.8 23.1 30.8
01/11/2022 110 57.9 15.8 31.6 36.8 26.3 42.1
02/11/2022 111 37.5 31.3 313 43.8 25.0 18.8
11/11/2022 120 57.1 57.1 429 57.1 0.0 28.6
15/11/2022 121 57.1 57.1 28.6 71.4 42.9 28.6
02/12/2022 141 62.5 375 375 37.5 37.5 31.3
06/12/2022 145 31.3 6.3 18.8 25.0 18.8 12.5
08/12/2022 147 55.6 5.6 27.8 44 .4 22.2 27.8
13/12/2022 152 55.6 5.6 27.8 444 22.2 27.8
14/12/2022 153 53.3 53.3 133 46.7 60.0 40.0
16/12/2022 155 35.7 35.7 35.7 28.6 21.4 21.4
09/01/2023 179 50.0 20.0 40.0 20.0 40.0 20.0
12/01/2023 182 91.7 75.0 75.0 66.7 66.7 66.7
13/01/2023 183 53.8 38,5 231 46.2 7.7 38.5
18/01/2023 188 20.0 20.0 0.0 20.0 10.0 0.0
24/01/2023 194 75.0 33.3 25.0 25.0 33.3 16.7
27/01/2023 197 58.3 33.3 25.0 33.3 33.3 41.7
01/02/2023 202 37.5 375 125 37.5 50.0 0.0
03/02/2023 204 27.3 27.3 273 27.3 36.4 18.2
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Nitratos

Tabla A.2.17. Datos experimentales de remocion de nitratos (%)

Remocion de nitratos

Fecha

29/08/2022
31/08/2022
05/09/2022
07/09/2022
12/09/2022
21/09/2022
03/10/2022
05/10/2022
10/10/2022
12/10/2022
17/10/2022
19/10/2022
24/10/2022
26/10/2022
31/10/2022
02/11/2022
09/11/2022
14/11/2022
30/11/2022
02/12/2022
07/12/2022
09/12/2022
14/12/2022
06/01/2023
11/01/2023
13/01/2023
18/01/2023
20/01/2023
25/01/2023
27/01/2023
01/02/2023
03/02/2023

Dias
46
48
53
55
60
69
81
83
88
90
95
97

102

104

109

111

118

123

139

141

146

148

153

176

181

183
188
190
195
197
202
204

100 Q
79.0
75.5
61.7
81.8
715
95.1
89.3
83.2
77.2
80.1
80.8
79.7
81.9
84.5
78.9
85.3
82.7
52.6
86.0
81.2
77.5
79.0
85.4
81.0
81.1
82.5

70.5
60.9
79.2
83.1
82.9
77.9

1kQ
49.4
78.6
78.8
85.7
84.4
94.7
90.1
82.5
78.4
85.7
76.6
85.2
91.3
87.4
89.5
89.0
89.6
75.2
95.4
95.3
84.3
97.9
93.6
91.1
87.6
92.9
88.8
85.8
91.8
94.1
91.1
86.0

5 kQ
89.2
78.1
82.8
86.1
84.2
94.4
88.7
80.5
80.4
83.0
83.0
85.7
88.1
88.2
91.6
95.2
91.2
89.4
93.4
86.8
86.3
96.0
91.0
85.1
83.9
86.7
87.3
81.0
87.0
91.0
90.3
90.5

10 kQ
70.5
78.1
84.6
82.3
85.8
87.6
89.9
81.6
81.0
84.2
89.2
83.9
84.0
84.3
83.5
85.7
86.7
86.2
91.5
80.7
80.4
90.3
85.6
79.0
82.7
85.9

81.4
78.8
83.0
87.2
86.3
86.1

20 kQ
80.2
73.4
59.0
84.0
77.3
80.7
86.1
80.1
77.4
77.1
88.1
84.1
84.2
85.3
81.8
85.7
86.5
82.4
95.6
90.6
86.5
90.9
90.8
87.7
83.0
84.0

82.6
76.4
87.3
89.5
69.7
88.1

CA

44.0
77.8
82.3
83.8
83.0
87.8
88.6
81.2
79.6
87.3
68.1
78.2
84.4
85.5
84.1
85.1
84.2
80.9
88.4
83.9
90.9
87.6
91.7
80.8
80.0
79.6
80.4
76.5
84.8
84.7
84.3
82.5

131



Nitritos

Tabla A.2.18. Datos experimentales de las concentraciones de nitritos (mg/L)

Concentracion de nitritos en los efluentes y en el influente

Fecha

24/08/2022
30/08/2022
31/08/2022
05/09/2022
07/09/2022
12/09/2022
21/09/2022
03/10/2022
05/10/2022
10/10/2022
12/10/2022
17/10/2022
19/10/2022
24/10/2022
26/10/2022
31/10/2022
02/11/2022
09/11/2022
14/11/2022
30/11/2022
02/12/2022
07/12/2022
09/12/2022
14/12/2022
06/01/2023
11/01/2023
13/01/2023
18/01/2023
20/01/2023
25/01/2023
27/01/2023
01/02/2023
03/02/2023

Dias
41
47
48
53
55
60
69
81
83
88
90
95
97
102
104
109
111
118
123
139
141
146
148
153
176
181
183
188
190
195
197
202
203

100 Q
0.034
0.069
0.135
0.512
0.083
0.113
0.012
0.082
0.078
0.520
0.075
0.632
0.073
0.252
0.119
0.089
0.235
0.113
0.355
0.111
0.077
0.045
0.091
0.097
0.064
0.116
0.047
0.123
0.217
0.307
0.090
0.126
0.119

1kQ

0.041
0.073
0.086
0.057
0.072
0.065
0.010
0.076
0.075
0.590
0.051
0.417
0.045
0.031
0.060
0.025
0.357
0.179
1.062
0.296
0.047
2.208
0.178
0.267
0.070
0.444
0.051
0.381
0.054
0.222
0.048
0.395
0.091

5kQ

0.075
0.245
0.093
0.052
0.079
0.057
0.008
0.084
0.072
0.472
0.055
1.263
0.052
1.439
0.059
0.034
0.114
0.571
0.194
1.075
1.788
1.838
0.035
0.432
0.236
0.960
0.117
0.518
0.116
0.593
0.625
0.268
0.047

10 kQ
0.048
0.084
0.098
0.313
0.072
0.071
0.036
0.134
0.097
0.085
0.099
0.451
0.066
0.151
0.073
0.053
0.095
0.054
0.299
0.061
0.074
0.122
0.045
0.292
0.115
0.261
0.091
0.320
0.072
0.875
0.032
0.479
0.117

20 kQ
0.060
0.072
0.113
1.023
0.062
0.076
0.049
0.124
0.094
0.096
0.076
0.032
0.074
0.036
0.047
0.054
0.379
0.067
0.169
0.034
0.031
0.205
0.044
0.144
0.055
0.233
0.215
0.217
0.080
0.353
0.015
0.834
0.051

CA

0.104
0.040
0.082
0.063
0.065
0.063
0.032
0.098
0.090
0.092
0.066
2.286
0.066
0.032
0.044
0.051
0.487
0.083
0.083
0.055
0.098
0.327
0.035
0.044
0.040
0.441
0.177
0.087
0.057
0.079
0.023
0.041
0.054

Influente
0.078
0.018
0.015
0.049
0.002
0.006
0.072
0.074
0.045
1.247
0.445
0.009
0.040
0.066
0.011
0.029
0.491
0.011
0.057
0.042
0.036
0.017
0.072
0.014
0.018
0.057
0.065
0.048
0.139
0.097
0.005
0.011
0.162
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A.2.5c.Datos de remocion de contaminantes: Sulfatos

Tabla A.2.19. Datos experimentales de remocion de sulfatos (%)

Remocidn de sulfatos
Fecha Dias 100Q 1kQ 5kQ 10kQ 20kQ CA
24/08/2022 41 28.8 40.8 29.3 47.5 9.1 24.0
29/08/2022 46 20.4 32.5 16.8 15.9 32.3 20.8
31/08/2022 48 3.1 11.3 18.3 6.8 -12.4 -0.5
05/09/2022 53 15.1 46.8 53.6 28.1 40.8 27.3
07/09/2022 55 4.3 43.0 54.5 25.9 34.6 17.9
12/09/2022 60 -24.0 59.1 61.4 31.6 46.1 41.8
14/09/2022 62 -33.8 44.8 71.6 17.2 26.4 12.7
21/09/2022 69 65.7 100.0 90.6 88.6 65.8 84.4
26/09/2022 74 33.8 50.9 42.8 47.4 31.8 45.6
28/09/2022 76 15.8 27.9 61.7 63.0 27.9 53.5
03/10/2022 81 -25.7 10.5 14.5 21.4 -13.1 -7.1
05/10/2022 83 31.9 40.6 46.1 44.7 31.5 42.0
10/10/2022 88 18.0 35.5 37.4 38.6 27.3 333
12/10/2022 90 27.1 47.6 43.4 33.0 26.9 41.5
17/10/2022 95 36.5 58.8 61.1 61.8 46.6 50.1
19/10/2022 97 36.9 56.5 47.4 60.2 48.5 59.4
24/10/2022 102 9.4 40.3 24.7 45.1 39.6 38.9
26/10/2022 104 11.8 53.0 44.9 52.0 42.9 441
31/10/2022 109 0.5 45.0 51.3 42.8 32.5 34,5
02/11/2022 111 29.0 48.0 62.1 43.8 34.4 40.9
09/11/2022 118 13.7 64.9 72.3 554 49.7 45.3
14/11/2022 123 -18.7 42.2 47.5 41.8 31.8 17.5
30/11/2022 139 12.0 54.8 28.6 59.0 44.8 50.1
02/12/2022 141 14.9 46.4 52.9 36.2 37.8 41.4
07/12/2022 146 53 39.2 434 41.9 36.7 36.7
09/12/2022 148 -7.9 37.4 38.4 41.9 36.8 26.4
14/12/2022 153 22.6 44 .4 42.2 43.1 32.0 47.7
06/01/2023 176 34.1 40.5 18.6 433 16.5 52.4
11/01/2023 181 27.1 28.2 29.7 36.1 17.3 29.9
16/01/2023 186 39.1 38.4 31.6 45.0 35.0 49.9
18/01/2023 188 23.3 35.3 25.3 26.4 31.0 46.0
20/01/2023 190 -40.3 42.3 41.3 36.2 22.0 42.0
25/01/2023 195 154 36.8 29.1 31.3 37.2 39.0
27/01/2023 197 6.7 42.3 35.2 32.9 33.2 435
01/02/2023 202 15.1 37.4 30.1 42.3 28.7 46.9
03/02/2023 203 11.0 -7.6 33.0 45.1 22.0 54.5
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A.2.6. Datos sobre la vitalidad de las plantas

Con estos datos obtenidos a lo largo de la etapa de experimentacion se puede observar el
desarrollo de las plantas durante la investigacion. Cabe mencionar que la mayoria de las
plantas (a excepcion de las de los reactores de 20 kQ y en CA) tuvieron un desarrollo positivo
lo que significa que resisitieron principalmente a los cambios de temperatura debido a las
diferentes estaciones (verano, otofio e invierno) en las que operaron. Esto indica que la especie

vegetal (Phragmites australis) seleccionada es apropiada para la mayor parte de este tipo de

sistemas.
Tabla A.2.20. Crecimiento de las plantas (cm), P: planta
Reactores 100 Q 1kQ 5kQ 10 kQ 20 kQ
Fecha Dias P1L P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P4 P5 P1 P2 P3 P4 P1
19/09/2022 68 47 26 - 3 19 22 61 38 22 18 12 74 66 59 - -
06/10/2022 84 55 35 - 43 24 28 68 45 27 22 16 8 75 66 - 35
26/10/2022 104 65 46 - 51 30 36 77 56 32 28 21 95 83 74 - Seca
09/11/2022 118 73 52 - 57 35 41 80 60 37 31 24 102 88 80 - Seca 10
23/11/2022 132 78 57 - 63 376 46 84 66 42 35 27 105 92 85 - Seca 15
06/12/2022 145 80 60 - 75 53 49 85 77 42 40 35 106 96 92 - Seca 19
20/12/2022 160 82 67 - 79 65 52 93 80 45 42 38 106 97 92 - 2
30/12/2022 169 83 70 2 81 69 53 97 82 46 44 40 107 97 93 - 5
10/01/2023 180 85 755 5 84 74 55 101 85 47 45 41 107 97 96 7 10
18/01/2023 188 89 78 6 84 78 56 111 87 48 48 44 113 104 98 10 10
25/01/2023 195 94 81 6 84 78 58 111 87 53 48 46 115 107 99 18 12
31/01/2023 201 100 81 9 87 78 58 116 94 53 48 46 119 107 99 23 Seca
En esta tabla el guion significa que no existia planta en ese momento, pero en las fechas
posteriores brotaron nuevas plantas.
Tabla A.2.21. Numero de hojas de las plantas, P: planta
Reactores 100 Q 1kQ 5kQ 10 kQ 20kQ CA
Fecha Dias P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P4 P5 P1 P2 P3 P4 P1 P1
19/09/2022 68 6 4 - 8 6 4 4 7 3 2 2 6 4 2 - 4 -
06/10/2022 8 6 5 - 9 6 4 4 8 3 2 2 7 5 2 - 4 2
26/10/2022 104 7 5 - 9 6 4 5 8 3 2 2 7 5 3 - - 2
09/11/2022 118 7 5 - 9 6 4 5 8 4 2 2 7 5 3 - - 2
23/11/2022 132 7 6 - 9 7 5 6 9 4 2 2 8 6 3 - - 3
06/12/2022 145 8 6 - 10 7 5 6 9 4 2 2 8 6 4 - - 3
21/12/2022 160 8 6 - 10 7 5 6 9 4 2 2 8 6 4 - - -

134



Reactores 100 Q 1kQ 5 kQ 10 kQ 20 kQ CA

Fecha Dias P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P4 P5 P1 P2 P3 P4 P1 P1

30/12/2022 169 8 6 - 100 7 6 6 9 4 2 2 8 6 4 - 2 -
10/01/2023 180 9 7 1 11 8 6 7 100 5 2 3 10 7 4 - 2 -
18/01/2023 188 9 7 2 11 8 6 7 10 5 3 3 100 7 5 1 2 2
25/01/2023 195 9 7 2 11 8 7 9 10 5 3 3 10 8 5 1 2 2
31/01/2023 201 9 7 2 11 8 7 9 10 5 3 3 11 8 5 4 3 3

En esta tabla se puede observar que algunas plantas presentan un guién el cual significa que no

existia planta en ese momento, pero posterior a esas fechas btrotaron nuevas.
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A.2.7. Datos de microorganismos

Para evaluar los estimadores de diversidad y riqueza (indices de diversidad de Shanon y de
riqueza de Simpson) se construyeron las gréaficas de abundancia relativa y se calcularon con el
programa phyloseq dentro de un entorno RStudio con la funcion “estimate richness” (Ramos-
Perez et al., 2022).

Para realizar las graficas de clasificacion taxondmica se utilizaron cuatro archivos que cuentan
con 1386 datos derivados del andlisis de secuenciacion: A.2.5. OTU Table, en formato
denominado .txt, A.2.5. Sample metadata, en .tsv, A.2.5. Taxonomy, en .tsv, A.2.5. Tree, en

.nwk, los cuales fueron procesados por medio del software R.

Todos ellos se encuentran en un disco compacto y una unidad tipo USB disponibles con la
tesis en papel en la Minibiblioteca de los Laboratorios 301, 302 y 303 de Ingenieria Quimica
Ambiental y de Quimica Ambiental, LIQAYQA, del Departamento de Ingenieria Quimica
ubicados en el Edificio E-3 de Alimentos y Quimica Ambiental del Conjunto E de la Facultad
de Quimica de la UNAM.
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ANEXO 3

ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS DATOS
EXPERIMENTALES

En este anexo se muestran los analisis de varianza y de diferencias minimas significativas, de

los parametros eléctricos y de calidad de agua.
A.3.1. Potencial de los electrodos y voltaje de la celda

Tabla A.3.1. Analisis de varianza de los potenciales de &nodo entre reactores a partir de que

se conectaron las resistencias eléctricas

Df Sum Sg Mean Sq F value Pr(>F)

Resistencia 5 61945 12389 9.348 1.38e-08 *#**
Residuals 594 787268 1325
Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 “ ’ 1

La tabla de analisis de varianza, andeva (ANOVA en inglés) descompone la variabilidad de los
potenciales del anodo en contribuciones debidas a la resistencia. El valor F, que en este caso es
igual a 9.348, es una medida estadistica que se utiliza para evaluar la significancia de las
diferencias entre las medias de varios grupos. Si el valor F calculado es mayor que el valor
critico, se considera que hay diferencias significativas entre los grupos. Puesto que el valor-P
de la prueba-F es menor que 0.05, existen diferencias estadisticamente significativas entre las
medias del potencial del anodo a diferentes resistencias externas con un nivel del 95.0% de

confianza. Se rechaza la hipotesis nula que sostiene que las medias de los grupos son iguales.

137



Tabla A.3.2. Diferencia minima significativa de los valores del potencial del anodo entre

reactores

$Resistencia

diff Twr upr p adj
100-0 24.90 10.180122 39.619878 0.0000248
1000-0 6.00 -8.719878 20.719878 0.8531386
5000-0 12.52 -2.199878 27.239878 0.1470183
10000-0 22.56 7.840122 37.279878 0.0002012
20000-0 -1.02 -15.739878 13.699878 0.9999579
1000-100 -18.90 -33.619878 -4.180122 0.0035722
5000-100 -12.38 -27.099878 2.339878 0.1562335
10000-100 -2.34 -17.059878 12.379878 0.9975638
20000-100 -25.92 -40.639878 -11.200122 0.0000094
5000-1000 6.52 -8.199878 21.239878 0.8032415
10000-1000 16.56 1.840122 31.279878 0.0171315
20000-1000 -7.02 -21.739878 7.699878 0.7488800
10000-5000 10.04 -4.679878 24.759878 0.3727054
20000-5000 -13.54 -28.259878 1.179878 0.0917329
20000-10000 -23.58 -38.299878 -8.860122 0.0000828

La prueba de Tuckey se utilizé para determinar qué grupos difieren significativamente entre si
mediante la identificacion de los pares de grupos cuyas medias sean significativamente
diferentes. En este caso se puede observar que los pares de potencial de anodo correspondiente
a las resistencias de 100-CA, 10000-CA, 1000-100, 20000-100, 10000-1000 y 20000-10000
fueron los que presentaron diferencias significativas entre sus medias debido a que el valor p

se encuentra por debajo de 0.05.

Tabla A.3.3. Andlisis de varianza de los potenciales de catodo entre los seis reactores a partir

del dia en que se elevé el catodo

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Resistencia 5 407467 81493 2.337 0.041 *
Residuals 480 16736615 34868

Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 “**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ ’ 1

La tabla de anélisis de varianza, andeva (ANOVA en inglés) descompone la variabilidad de los
potenciales del catodo en contribuciones debidas a la resistencia. El valor F, que en este caso
es igual a 2.337, es una medida estadistica que se utiliza para evaluar la significancia de las
diferencias entre las medias de varios grupos. Si el valor F calculado es mayor que el valor
critico, se considera que hay diferencias significativas entre los grupos. Como el valor-P de la

prueba-F es menor que 0.05, existen diferencias estadisticamente significativas entre las
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medias del potencial del catodo a diferentes resistencias externas con un nivel del 95.0% de

confianza. Se rechaza la hipdtesis nula que sostiene que las medias de los grupos son iguales.

Tabla A.3.4. Diferencia minima significativa de los valores del potencial del catodo entre

reactores

$Resistencia

diff Twr upr p adj
100-0 -82.840741 -166.79535 1.113867 0.0555177
1000-0 -19.435802 -103.39041 64.518805 0.9858777
5000-0 -17.927160 -101.88177 66.027447 0.9902289
10000-0 -62.606173 -146.56078 21.348434 0.2717080
20000-0 -53.286420 -137.24103 30.668188 0.4563152
1000-100 63.404938 -20.54967 147.359546 0.2582228
5000-100 64.913580 -19.04103 148.868188 0.2339106
10000-100 20.234568 -63.72004 104.189175 0.9830688
20000-100 29.554321 -54.40029 113.508928 0.9154717
5000-1000 1.508642 -82.44597 85.463249 0.9999999
10000-1000 -43.170370 -127.12498 40.784237 0.6828079
20000-1000 -33.850617 -117.80522 50.103990 0.8583869
10000-5000 -44.679012 -128.63362 39.275595 0.6497667
20000-5000 -35.359259 -119.31387 48.595348 0.8343568
20000-10000 9.319753 -74.63485 93.274360 0.9995688

La prueba de Tuckey se utilizo para determinar que grupos difieren significativamente entre si
mediante la identificacion de los pares de grupos cuyas medias sean significativamente
diferentes. En este caso se puede observar que los pares de potencial de catodo
correspondiente a las resistencias de 100-CA, fueron los que presentaron diferencias

significativas entre sus medias con un 95 % de confianza.

A.3.2. Parametros fisicoquimicos del agua en los reactores

Tabla A.3.5. Andlisis de varianza de las temperaturas entre cada reactor y entre muestras
tomadas a diferentes alturas de cada reactor

Df Sum Sg Mean Sq F value Pr(>F)

Resistencia 5 41 8.27 1.024 0.402
Profundidad 2 199 99.68 12.334 4.79e-06 ***
Resistencia:Profundidad 10 35 3.47 0.429 0.933
Residuals 1800 14548 8.08

Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 “ ’ 1

La tabla de andlisis de varianza multifactorial (MANOVA en inglés) analiza simultaneamente

maultiples variables dependientes continuas en funcion de una o mas variables independientes.
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En este caso analiza el efecto de la resistencia y la profundidad en los valores de temperatura.
El valor F que en este caso es igual a 8.27 para la resistencia y de 12.33 es una medida
estadistica que se utiliza para evaluar la significancia de las diferencias entre las medias de
varios grupos. Si el valor F calculado es mayor que el valor critico, se considera que hay
diferencias significativas entre los grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que
0.05, existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de la temperatura a
diferentes profundidades con un nivel del 95.0% de confianza. Se rechaza la hipotesis nula que
sostiene que las medias de los grupos son iguales. Sin embargo a diferentes resistencias

externas no se observan diferencias significativas por lo que se acepta la hipotesis nula.

Tabla A.3.6. Analisis de varianza multifactorial de los valores de pH

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Resistencia 5 8.8 1.7522 7.009 1.7e-06 ***
Profundidad 2 0.4 0.2008 0.803 0.448
Resistencia:Profundidad 10 0.1 0.0057 0.023 1.000
Residuals 1800 450.0 0.2500

Ssignif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ ’ 1

La tabla de analisis de varianza multifactorial (MANOVA en inglés) analiza simultaneamente
maltiples variables dependientes continuas en funcion de una o mas variables independientes.
En este caso analiza el efecto de la resistencia y la profundidad en los valores de pH. El valor
F que en este caso es igual a 7 para la resistencia y de 0.80 para la profundidad es una medida
estadistica que se utiliza para evaluar la significancia de las diferencias entre las medias de
varios grupos. Si el valor F calculado es mayor que el valor critico, se considera que hay
diferencias significativas entre los grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que
0.05, existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de pH a diferentes
resistencias externas con un nivel del 95.0% de confianza. Se rechaza la hipotesis nula que
sostiene que las medias de los grupos son iguales. Sin embargo a diferentes profundidades no

se observan diferencias significativas por lo que se acepta la hipotesis nula.

Tabla A.3.7. Analisis de varianza multifactorial para los valores de conductividad eléctrica

Df Sum Sg Mean Sq F value Pr(>F)
Resistencia 5 0.674 0.13475 7.482 5.89e-07 #***
Profundidad 2 0.156 0.07810 4.336 0.0132 *
Resistencia:Profundidad 10 0.026 0.00263 0.146 0.9990
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Residuals 1692 30.472 0.01801

Signif. codes: 0 “***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ " 1

La tabla de anélisis de varianza multifactorial (MANOVA en inglés) analiza simultdneamente
multiples variables dependientes continuas en funcion de una o més variables independientes.
En este caso analiza el efecto de la resistencia y la profundidad en los valores de
conductividad eléctrica. El valor F que en este caso es igual a 7.482 para la resistencia y de
4.336 para la profundidad es una medida estadistica que se utiliza para evaluar la significancia
de las diferencias entre las medias de varios grupos. Si el valor F calculado es mayor que el
valor critico, se considera que hay diferencias significativas entre los grupos. Puesto que el
valor-P de la prueba-F es menor que 0.05 para ambos factores, existen diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de la conductividad eléctrica a diferentes
resistencias externas y a diferentes profundidades con un nivel del 95.0% de confianza. Se

rechaza la hipotesis nula que sostiene que las medias de los grupos son iguales.

Tabla A.3.8. Analisis de varianza de pOR entre cada reactor y entre muestras tomadas a

diferentes alturas de cada reactor
Df  Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Resistencia 5 186974 37395 2.419 0.0340 =
Profundidad 2 126996 63498 4.107 0.01l66 *
Resistencia:Profundidad 10 2293 229 0.015 1.0000
Residuals 1434 22169184 15460

Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ 1

La tabla de analisis de varianza multifactorial (MANOVA en inglés) analiza simultaneamente
maltiples variables dependientes continuas en funcion de una o mas variables independientes.
En este caso analiza el efecto de la resistencia y la profundidad en los valores de potencial
redox. El valor F que en este caso es igual a 2.419 para las resistencia y de 4.107 para la
profundidad es una medida estadistica que se utiliza para evaluar la significancia de las
diferencias entre las medias de varios grupos. Si el valor F calculado es mayor que el valor
critico, se considera que hay diferencias significativas entre los grupos. Puesto que el valor-P
de la prueba-F es menor que 0.05, existen diferencias estadisticamente significativas entre las
medias del potencial redox a diferentes resistencias externas ya diferentes profundidades con
un nivel del 95.0% de confianza. Se rechaza la hipétesis nula que sostiene que las medias de

los grupos son iguales.
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A.3.3. Remocion de contaminantes

Tabla A.3.9. Andlisis de varianza de la remocién de materia organica medida como DQO,

entre reactores

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Resistencia 5 8979 1795.9 4.734 0.000422 ***
Residuals 192 72832 379.3

Signif. codes: 0 “***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ " 1

La tabla de andlisis de varianza, andeva (ANOVA en inglés), descompone la variabilidad de la
DQO en contribuciones debidas a la resistencia. El valor F que en este caso es igual a 4.734 es
una medida estadistica que se utiliza para evaluar la significancia de las diferencias entre las
medias de varios grupos. Si el valor F calculado es mayor que el valor critico, se considera que
hay diferencias significativas entre los grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor
que 0.05, existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de DQO a
diferentes resistencias externas con un nivel del 95.0% de confianza. Se rechaza la hipotesis

nula que sostiene que las medias de los grupos son iguales.

Tabla A.3.10. Diferencia minima significativa de los valores de la remocion de materia

organica medida como DQO, entre reactores

$Resistencia

diff Twr upr p adj
100-0 3.145455 -10.6573537 16.948263 0.9863718
1000-0 17.924242 4.1214342 31.727051 0.0032946
5000-0 17.424242  3.6214342 31.227051 0.0047600
10000-0 12.733333 -1.0694749 26.536142 0.0892451
20000-0 10.051515 -3.7512931 23.854323 0.2935814
1000-100 14.778788 0.9759796 28.581596 0.0280889
5000-100 14.278788 0.4759796 28.081596 0.0379533
10000-100 9.587879 -4.2149295 23.390687 0.3463467
20000-100 6.906061 -6.8967477 20.708869 0.7023377
5000-1000 -0.500000 -14.3028083 13.302808 0.9999983
10000-1000 -5.190909 -18.9937174 8.611899 0.8878283
20000-1000 -7.872727 -21.6755355 5.930081 0.5718604
10000-5000 -4.690909 -18.4937174 9.111899 0.9243450
20000-5000 -7.372727 -21.1755355 6.430081 0.6403995
20000-10000 -2.681818 -16.4846265 11.120990 0.9934472

La prueba de Tuckey se utilizo para determinar qué grupos difieren significativamente entre si
en la remocion de materia organica medida como DQO por medio de la identificacion de los

pares de grupos cuyas medias sean significativamente diferentes. En este caso se puede
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observar que los pares de los reactores correspondiente a las resistencias de 1000-CA, 5000-
CA, 1000-100 y 5000-100 fueron los que presentaron diferencias significativas entre sus

medias debido a que el valor p se encuentra por debajo de 0.05.

Tabla A.3.11. Analisis de varianza de las concentraciones de nitrdgeno amoniacal entre

reactores

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Resistencia 5 1613 322.6 1.467 0.202
Residuals 186 40895 219.9

La tabla de analisis de varianza, andeva (ANOVA en inglés), descompone la variabilidad de loa
datos de nitrégeno amoniacal en contribuciones debidas a la resistencia. El valor F que en este
caso es igual a 1.47 es una medida estadistica que se utiliza para evaluar la significancia de las
diferencias entre las medias de varios grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es mayor
que 0.05, no existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias del nitrégeno
amoniacal a diferentes resistencias externas. Se acepta la hipotesis nula que sostiene que las

medias de los grupos son iguales.

Tabla A.3.12. Andlisis de varianza de la concentracién de nitratos entre reactores

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Resistencia 5 16.42 3.283 7.035 4.8e-06 ***
Residuals 186 86.82 0.467

Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 “ 1

La tabla de andlisis de varianza, andeva (ANOVA en inglés), descompone la variabilidad de los
nitratos en contribuciones debidas a la resistencia. El valor F que en este caso es igual a 7.035
es una medida estadistica que se utiliza para evaluar la significancia de las diferencias entre las
medias de varios grupos. Si el valor F calculado es mayor que el valor critico, se considera que
hay diferencias significativas entre los grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor

gue 0.05, existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de nitratos a
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diferente resistencias externas con un nivel del 95.0% de confianza. Se rechaza la hipétesis

nula que sostiene que las medias de los grupos son iguales.

Tabla A.3.13. Diferencia minima significativa de la concentracion de nitratos, entre reactores

Resistencia

diff Twr upr p adj
100-0 0.3078125 -0.18403739 0.799662393 0.4668814
1000-0 -0.4825000 -0.97434989 0.009349893 0.0579307
5000-0 -0.5606250 -1.05247489 -0.068775107 0.0153470
10000-0 -0.2062500 -0.69809989 0.285599893 0.8327710
20000-0 -0.1037500 -0.59559989 0.388099893 0.9903999
1000-100 -0.7903125 -1.28216239 -0.298462607 0.0001005
5000-100 -0.8684375 -1.36028739 -0.376587607 0.0000132
10000-100 -0.5140625 -1.00591239 -0.022212607 0.0347839
20000-100 -0.4115625 -0.90341239 0.080287393 0.1582571
5000-1000 -0.0781250 -0.56997489 0.413724893 0.9974592
10000-1000 0.2762500 -0.21559989 0.768099893 0.5881371
20000-1000 0.3787500 -0.11309989 0.870599893 0.2347177
10000-5000 0.3543750 -0.13747489 0.846224893 0.3050757
20000-5000 0.4568750 -0.03497489 0.948724893 0.0852432
20000-10000 0.1025000 -0.38934989 0.594349893 0.9909201

La prueba de Tuckey se utilizé para determinar qué grupos difieren significativamente entre si
en la concentracion de nitratos por medio de la identificacion de los pares de grupos cuyas
medias sean significativamente diferentes. En este caso se puede observar que los pares de los
reactores correspondiente a las resistencias de 1000-CA, 5000-CA, 1000-100, 5000-100 y
10000-100 fueron los que presentaron diferencias significativas entre sus medias debido a que

el valor p se encuentra por debajo de 0.05.

Tabla A.3.14. Andlisis de varianza de las concentraciones de nitritos entre reactores

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Resistencia 5 1.727 0.3453 2.955 0.0136 *
Residuals 192 22.437 0.1169

Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 “**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ ’ 1

La tabla de andlisis de varianza, andeva (ANOVA en inglés), descompone la variabilidad de los
nitritos en contribuciones debidas a la resistencia. El valor F que en este caso es igual a 2.955
es una medida estadistica que se utiliza para evaluar la significancia de las diferencias entre las
medias de varios grupos. Si el valor F calculado es mayor que el valor critico, se considera que

hay diferencias significativas entre los grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor
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que 0.05, existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de nitritos a
diferentes resistencias externas con un nivel del 95.0% de confianza. Se rechaza la hipétesis

nula que sostiene que las medias de los grupos son iguales.

Tabla A.3.15. Diferencia minima significativa de la concentracion de nitritos, entre reactores

$Resistencia

diff Twr upr p adj
100-0 -8.303030e-03 -0.250566493 0.23396043 0.9999987
1000-0 7.996970e-02 -0.162293766 0.32223316 0.9326969
5000-0 2.479091e-01 0.005645628 0.49017255 0.0415504
10000-0 -4.545455e-03 -0.246808917 0.23771801 0.9999999
20000-0 -8.212121e-03 -0.250475584 0.23405134 0.9999987
1000-100 8.827273e-02 -0.153990735 0.33053619 0.9005865
5000-100 2.562121e-01 0.013948659 0.49847558 0.0313690
10000-100 3.757576e-03 -0.238505887 0.24602104 1.0000000
20000-100 9.090909e-05 -0.242172553 0.24235437 1.0000000
5000-1000 1.679394e-01 -0.074324069 0.41020286 0.3486839
10000-1000 -8.451515e-02 -0.326778614 0.15774831 0.9160820
20000-1000 -8.818182e-02 -0.330445281 0.15408164 0.9009803
10000-5000 -2.524545e-01 -0.494718008 -0.01019108 0.0356702
20000-5000 -2.561212e-01 -0.498384675 -0.01385775 0.0314675
20000-10000 -3.666667e-03 -0.245930129 0.23859680 1.0000000

La prueba de Tuckey se utiliz6 para determinar qué grupos difieren significativamente entre si
en la concentracion de nitritos por medio de la identificacion de los pares de grupos cuyas
medias sean significativamente diferentes. En este caso se puede observar que los pares de los
reactores correspondiente a las resistencias de 5000-CA, 5000-100, 10000-5000 y 20000-5000
fueron los que presentaron diferencias significativas entre sus medias debido a que el valor p

se encuentra por debajo de 0.05.

Tabla A.3.16. Andlisis de varianza de la concentracién de sulfatos entre cada uno de los

reactores a partir de la conexion de las resistencias eléctricas

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Resistencia 5 24.65 4.930 3.667 0.00334 =**
Residuals 210 282.33 1.344

Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 “**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ * 1

La tabla de analisis de varianza, andeva (ANOVA en inglés), descompone la variabilidad de
sulfatos en contribuciones debidas a la resistencia. El valor F que en este caso es igual a 3.667

es una medida estadistica que se utiliza para evaluar la significancia de las diferencias entre las
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medias de varios grupos. Si el valor F calculado es mayor que el valor critico, se considera que
hay diferencias significativas entre los grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor
que 0.05, existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de sulfatos a
diferentes resistencias externas con un nivel del 95.0% de confianza. Se rechaza la hipdtesis

nula que sostiene que las medias de los grupos son iguales.

Tabla A.3.17. Diferencia minima significativa de la concentracion de sulfatos, entre reactores

$Resistencia

diff Twr upr p adj
100-0 0.34388889 -0.44216865 1.12994642 0.8071818
1000-0 -0.34777778 -1.13383531 0.43827976 0.7996739
5000-0 -0.42861111 -1.21466865 0.35744642 0.6203310
10000-0 -0.22500000 -1.01105754 0.56105754 0.9629687
20000-0 0.46611111 -0.31994642 1.25216865 0.5296813
1000-100 -0.69166667 -1.47772420 0.09439087 0.1199224
5000-100 -0.77250000 -1.55855754 0.01355754 0.0571749
10000-100 -0.56888889 -1.35494642 0.21716865 0.3009473
20000-100 0.12222222 -0.66383531 0.90827976 0.9977224
5000-1000 -0.08083333 -0.86689087 0.70522420 0.9996930
10000-1000 0.12277778 -0.66327976 0.90883531 0.9976726
20000-1000 0.81388889 0.02783135 1.59994642 0.0376451
10000-5000 0.20361111 -0.58244642 0.98966865 0.9759808
20000-5000 0.89472222 0.10866469 1.68077976 0.0155022
20000-10000 0.69111111 -0.09494642 1.47716865 0.1204913

La prueba de Tuckey se utiliz6 para determinar qué grupos difieren significativamente entre si
en la concentracion de sulfatos por medio de la identificacion de los pares de grupos cuyas
medias sean significativamente diferentes. En este caso se puede observar que los pares de los
reactores correspondiente a las resistencias de 5000-100, 20000-1000 y 20000-5000 fueron los
que presentaron diferencias significativas entre sus medias debido a que el valor p se

encuentra por debajo de 0.05.

Tabla A.3.18. Analisis de varianza del crecimiento de la planta entre cada uno de los reactores
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Resistencia 3 156.8 52.26 44,32 < 2e-16 ***
Residuals 148 174.5 1.18
Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 “**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 “ ’ 1

La tabla de analisis de varianza, andeva (ANOVA en inglés), descompone la variabilidad de la
altura de la planta en contribuciones debidas a la resistencia. El valor F que en este caso es

igual a 44.32 es una medida estadistica que se utiliza para evaluar la significancia de las
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diferencias entre las medias de varios grupos. Si el valor F calculado es mayor que el valor
critico, se considera que hay diferencias significativas entre los grupos. Puesto que el valor-P
de la prueba-F es menor que 0.05, existen diferencias estadisticamente significativas entre las
medias de la altura de las plantas a diferentes resistencas externas con un nivel del 95.0% de

confianza. Se rechaza la hipdtesis nula que sostiene que las medias de los grupos son iguales.
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ANEXO 4

ACERVO FOTOGRAFICO

A.4.1 Crecimiento de las plantas acuaticas

Dia 64 Dia 83
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Dia 150 ~ Dia180

Figura A.4.1. Crecimiento de las plantas durante la experimentacion
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ANEXO 5

DISPOSICION CONTROLADA DE LOS DESECHOS DE ESTA
INVESTIGACION

Los residuos obtenidos durante la experimentacion fueron dispuestos de forma controlada

como sigue:

1. Los que por sus caracteristicas no se categorizaban como peligrosos de acuerdo con las
clasificaciones CRETIB (DOF, 2005), fueron neutralizados en el laboratorio con el fin de que
fueran inocuos y pudieran ser desechados de forma controlada en los laboratorios. Los

residuos que se neutralizaron y desecharon en el laboratorio fueron:

a) Residuos de la determinacién de concentracion de NO3

b) Residuos de la determinacion de concentracion de SO4™

2. Los residuos que por sus caracteristicas se consideran como peligrosos (DOF, 2005) fueron
debidamente etiquetados en recipientes de plastico y fueron enviados a la Unidad de Gestidn
Ambiental, UGA, de la Facultad de Quimica para un tratamiento adecuado. Dentro los

residuos categorizados en esta seccion fueron:
a) Residuos del andlisis de materia organica medida como DQO

b) Residuos del analisis de nitrégeno en forma de NO2

c) Residuos del analisis de nitrdgeno en forma de NH4*
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