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Resumen

Las Celdas de Combustible Microbianas son “bio-baterias” que utilizan
microorganismos Y sus reacciones metabdlicas con el fin de obtener energia renovable
de una manera limpia. A la vez que se obtiene energia de una manera natural, el medio
en el que estan los microorganismos se limpia, proceso que se llama biorremediacion.

Ya que estas celdas de combustibles utilizan bacterias y microorganismos para
producir energia en esta investigacion se pretende responder a la pregunta: ¢Qué
residuo organico es mejor sustrato para la produccion de energia en una MFC de
E. coli? Para ello, se crearon celdas de combustible microbianas con E. coli, donde se
cuantificd, mediante una reaccion enzimatica, la glucosa presente en cinco sustratos
orgénicos distintos (carne, zumo de fruta, frutos secos, hojas y barro) y el voltaje
producido por las celdas de combustible, medido mediante un multimetro (en mV,
+1mV) a lo largo de 3 horas, aunque se dejara funcionando durante 24 horas para
realizar una medicion final después de un dia completo en funcionamiento.

Los resultados obtenidos muestran una fuerte correlacion positiva entre el
voltaje producido y la concentracion de glucosa presente en los sustratos salvo en el
caso del barro. El barro fue el sustrato con el que se produjo un mayor voltaje, siendo
este un 152% superior respecto al voltaje producido por los frutos secos (el segundo
mayor voltaje producido) y un 343% con respecto al menor voltaje, producido con las
hojas como sustratos.

Recuento de palabras: 238 palabras.
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1. INTRODUCCION

Actualmente se estadn desarrollando cada vez mas energias renovables que
puedan reemplazar a las fuentes de energias no renovables, como el carbon o el
petroleo, ya que estas son limitadas y cada vez son mas asiduas las crisis energéticas en
los paises desarrollados. (Frers, n.d.) De esta busqueda surgen los sistemas bio-
electroquimicos que se estan desarrollando y adaptando para posibilitar y optimizar su
uso a gran escala con el objetivo de producir energia suficiente para ser una fuente de
energia renovable fiable.

Dentro de estos sistemas estan las Celdas de Combustible Microbiana, también
conocidas como MFC por las siglas de su nombre inglés, Microbial Fuel Cell (Singh y
otros, 2010). Estas, son semejantes a las baterias, en las que compuestos quimicos
(sustratos de las bacterias) se oxidan y reducen produciendo asi electricidad, solo que en
las celdas de combustible microbianas estas reacciones ocurren durante el metabolismo
microbiano (Rohan y otros, 2013). En estas celdas se hallan dos camaras, una
correspondiente al anodo con el cultivo bacteriano, el sustrato y un electrodo, y otra al
catodo, con una solucion idnica y un electrodo, separadas por una membrana de
intercambio de protones a través de la cual se mueve el cation H*. Utilizando este tipo
de materiales, la elaboracion de una MFC es costosa. Los dos electrodos estan
conectados entre si mediante un cable conductor para formar un circuito cerrado y asi
producir voltaje. Esto, se puede ver representado en la figura 1:
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Figura 1: Esquema de una MFC (Singh y otros, 2010)

Este voltaje, al ser producido por la bacteria al consumir un sustrato y eliminarlo
de su entorno méas inmediato, se traduce también en un proceso de biorremediacion, por
lo que el uso de este sistema energético tiene un doble beneficio, la produccion de
energia limpia y la biorremediacion del entorno en el que esté el cultivo bacteriano.
Como ejemplo de esto, la familia de bacterias Geobacter, descubierta por Derek Lovey
en los sedimentos del rio Potomarck (Washington) en el afio 1987, posee la capacidad
de oxidar elementos como el uranio, biodegradar compuestos derivados del petrdleo y
compuestos organicos (Esteve-Nufez, 2008), transferir de forma directa electrones a los
electrodos, gracias a la red de Citocromos tipo C! que posee (Ayde Romero Mejia y
otros, 2012), y han participado en la formacion de la corteza terrestre al utilizar los
oxidos de hierro insolubles como aceptor de electrones (figura 2). Debido a sus

1 Los Citocromos de tipo C multihemo son proteinas de membrana que funcionan como mecanismo de
transporte para transportar electrones desde una sustancia que es oxidada hasta una que se reduce. En el
caso de la familia Geobacter, la bacteria oxidaria el compuesto organico y reduciria al ién férrico Fe®*.
(Ayde Romero Mejia y otros, 2012)



caracteristicas especiales, siendo la principal la posibilidad de producir energia, se han
desarrollado muchas investigaciones durante los Ultimos afios acerca de su metabolismo
(Esteve-Nufiez, 2008). Sin embargo, su extraccion, obtencién y cultivo es muy
complejo, por el lugar y las condiciones en las que se encuentran, como para que se
puedan las MFCs con Geobacter desarrollarse con facilidad (Ayde Romero Mejia y
otros, 2012). También es cierto que se pueden encontrar bacterias anaerobias en los
sedimentos de las costas a poca profundidad (a partir de los 5 cm), o en las tierras de
cultivos irrigadas, ya que alli también hay nitratos y sulfatos, y se dan condiciones
semejantes a las de las costas (Pantoja, n.d.).

LA

Figura 2: Usos de la familia bacteriana Geobacter.
(Ayde Romero Mejia y otros, 2012)

Los primeros trabajos sobre las MFCs se iniciaron con E. coli, sin embargo,
debido a los bajos resultados obtenidos por las limitaciones cientificas del momento
(desconocimiento de la necesidad de un mediador Redox?), hicieron que no obtuvieran
el respaldo de la comunidad cientifica. Sin embargo, hoy en dia este experimento
tendria unos mejores resultados por los conocimientos actuales, ademas de las
innovaciones existentes. Sin embargo, esto sigue suponiendo un gran coste, ya que estos
materiales no son econdémicos, por lo que se reduciria el beneficio entre el coste de
produccion de la celda y la produccion de energia de la misma. Mas alla, se pueden
desarrollar prototipos de celdas de combustible microbiana que no utilice esta
membrana, sino un puente salino como en las reacciones Redox normales. Se pueden
ver dos ejemplos de modelos en las figuras 3 y 4.

tubo de oxigeno
puente salino (agar) i OLCEONIIED

* caimanes ¢
VOLTIMETRO
P ——

con bacteria E. Coli

Figura 3: Ejemplo de una celda de combustible Figura 4: Ejemplo de una celda de combustible microbiana con
microbiana con una membrana de intercambio de un puente de agar como puente salino. (Hernandez Arroyo y
protones. (Lovley, 2006) otros, 2012)

2En la actualidad los mediadores Redox méas comunes (como el azul de metileno, tionina y quinona) son
nocivos para la vida microbiana por lo que si se sintetizase un mediador Redox que no fuese nocivo para
la vida microbiana la proporcién de produccion de energia seria mayor. Sin embargo, esto no se necesita
con bacterias con Citocromos como las bacterias de la familia Geobacter. (Zhang y otros, 2006)
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Es por esto que la pregunta de investigacion es: ¢Qué residuo organico es
mejor sustrato para la produccion de energia en una MFC de E. coli? El resultado
esperado de este experimento es que el voltaje producido por cada sustrato aumente
proporcionalmente a la concentracion de glucosa en el sustrato, que serd usado en el
metabolismo bacteriano para la produccién de energia.

En la actualidad, muchos son los proyectos que se estan desarrollando en los que
se utiliza E. coli ya que es mas facil de conseguir, cultivar y modificar genéticamente (si
se necesitase). Asi por ejemplo, la modificacion de una cepa de E. coli consiguio
multiplicar por 140 la produccion normal de oxigeno (Texas A&M University, 2008),
se han desarrollado unas baterias que funcionan con E. coli (Sawhney, 2013), o la
modificacion genética de una cepa de E. coli ha producido biocombustible directamente
a partir de biomasa (Yarris, 2010).

La energia producida en estas celdas microbianas se obtiene a partir de las
reacciones metabdlicas bacterianas dadas por distintos procesos de fermentacion; en el
caso de la E. coli es la fermentacién acido mixta, metabolismo quimioheterétrofo cuyo
sustrato es la glucosa (EcoCyc.com, n.d.). Este proceso se traduce en varias reacciones
quimicas que oxidan los compuestos organicos hasta obtener pequefios compuestos
inorganicos y energia en forma de electrones (figura 5). La glucosa se utiliza porque, a
pesar de que hay otros que producen un mayor rendimiento culémbico, este sustrato es
el monosacarido mas simple y es una fuente inmediata de energia (Rohan y otros,
2013). Entre los pequefios compuestos inorganicos que se generan esta el Hz que se
puede usar como combustible limpio para automdviles.
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Figura 5: Fermentacion acido mista de la E. coli y sus productos
(EcoCyc.com, n.d.).

Sin embargo, el factor economico actual de estas celdas microbianas es negativo
porque para optimizar la produccion de energia se necesitan unos materiales muy
costosos. Por eso, la utilizacion de E.coli es favorable ya que su cultivo y manipulacion
son muy simples. También, se ha encontrado que cultivos de E. coli, ya sean cepas
modificadas o no modificadas genéticamente, pueden mejorar su produccion energética
si son sometidas a un proceso de “seleccion darwiniana” para adaptarla y conseguir
determinadas caracteristicas. Este estudio muestra como repitiendo este proceso a lo
largo de varias generaciones bacterianas, la produccion energética es cada vez mayor
(figura 6) (Zhang y otros, 2006). Sin embargo, en este experimento se han utilizado
materiales cotidianos de un laboratorio (aunque esto provoca una bajada en la



produccidn energética) y desechos organicos urbanos de una casa ademas de tierra de
un campo de cultivo de arroz para ver la diferencia de voltaje en relacién con la
cantidad de glucosa entre las distintas muestras. Los resultados de este experimento se
podran comparar con los de un proyecto de la Universidad de Mumbai en los que
tampoco se utilizé material caro y se utilizd ademés de glucosa y residuos de destileria
(Rohan y otros, 2013).
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Figura 6: Resultados obtenidos por el grupo de Zhang con las
sucesivas generaciones de E. coli (Zhang y otros, 2006).

2. EXPERIMENTO

2.1.VARIABLES

- Variable independiente: la variable independiente son los distintos sustratos
organicos. Se usara barro de un arrozal de la provincia de Sevilla (sur de Espafia), una
mezcla de frutos secos (paquetes de la marca Borges), carne de filete de ternera magra,
zumo de naranja y hojas de una planta gimnosperma. De ellos se medira la
concentracion de glucosa (CsHi120s) mediante una curva patrén y una reaccion
enzimatica.

- Variable dependiente: la variable dependiente es la energia producida a causa de
las reacciones metabolicas de las bacterias E. coli segln la cantidad de glucosa que
tengan a su disposicion, lo que sera medido por el voltaje con un multimetro (£1mV).

- Variables controladas: las variables controladas seran la temperatura a la que se
Ileve a cabo el experimento medida con un termometro y controlada con un aparato de
aire acondicionado, volumen de cultivo bacteriano en cada anodo medido con una
probeta (x 0,05 mL), el volumen y la concentracién de la disolucion salina del catodo
medido con una probeta (+ 0,05 mL), la masa de sustrato (sin saber la concentracion de
glucosa que hay en ellos) que se afiade al &nodo medido con una balanza (x 0,005g), los
tipos de electrodos y el cable conductor que una el electrodo de grafito al multimetro, el
tipo de multimetro y la cantidad de tiempo que se mantiene el experimento.




2.2.METODO
Procedimiento para la preparacion de los puentes con agar:

1. Por cada litro de medio LB se mezcla con agitacion 10 g de triptona, 10 g de
cloruro de sodio, 5 g de extracto de levadura y 18-20 g de agar. 200 mL sirven para
hacer 10 puentes de agar, por lo que habré que mezclar 2 g de triptona, 2 g de cloruro de
sodio, 1 g de extracto de levadura y entre 4,5-5 g de agar con un poco menos de 200 mL
de agua destilada para enrasar posteriormente.

2. Una vez mezclado (el agar no se mezclara completamente) y enrasado, separar
los 200 mL en varios matraces, sin que la mezcla llegue al cuello.

3. Preparar los matraces para la esterilizacion (que permitira que el agar se diluya
completamente) poniendo una bola de algoddn en la boca del matraz lo suficientemente
grande como para que la presién no vaya a hacer que se hunda y recubrir la boca y parte
del cuello del matraz con papel de aluminio.

4. Llenar una olla hasta que el agua cubra entre 2-3 dedos la parte inferior de los
matraces.

5. Colocar los matraces dentro de la olla rellenando los huecos que queden con
otros objetos para que los matraces no se caigan o tumben a causa de la presion.

6. Preparar laollaalatmy 121 °C. Cerrarla y medir 20 minutos a partir de que el
agua empiece a estar en ebullicion, lo que se sabe porque la olla empieza a hacer ruido.

7. Mientras que esto ocurre, preparar el soporte con suficientes pinzas para sostener
los tubos y que la dilucién pueda endurecerse sin derramarse.

8. Sacar los veinte minutos y verter lo antes posible y cuidadosamente los medios
LB en cada uno de los puentes hasta que estén llenos hasta el borde.

9. Una vez endurecidos, si no se van a utilizar inmediatamente, guardar en la
nevera.

Figura 7: Soportes con pinzas sujetando los puentes de agar mientras se endurecen.



Procedimiento para el experimento principal:

1. Mezclar con agitacion 1,5 L de agua destilada con 250 g de cloruro de sodio.
Esta disolucidn se repartird entre 10 matraces.

2. Mientras que se mezcla la disolucion, preparar el sustrato que se vaya a utilizar:

- La fruta se muele en el mortero y al pasar el zumo al matraz utilizar una gasa
para que no pasen las agrupaciones de pellejo y mezclar con agua destilada.

- La carne se prepara moliéndola al igual que la fruta. Sin embargo, no se necesita
gasa para la carne porque una vez molida, el trozo de carne sin jugo se queda gris y en
una sola pieza.

- La planta se prepara moliéndola con la ayuda de N2 gy de manera que quede un
polvo que se al mezclarlo con el agua quede una solucion verdosa.

- Los frutos secos se preparan al igual que la planta pero con estos que da una
solucion de color marrén claro.

- El barro solo hay que disolverlo en agua.

Utilizar 5 g de sustrato por cada matraz y preparar 5 matraces (no al mismo tiempo) de
cada uno de ellos. Estos 5 g se disuelven en 150 mL de agua destilada.

3. Atar los carboncillos a los cables del multimetro con un hilo conductor. Repetir
con todos los multimetros que se utilicen (conveniente que el nimero de multimetros
sea igual al nmero de puentes de agar).

4. Repartir la solucion salina entre 10 matraces y agrupar un matraz de solucion
salina con un matraz de sustrato y un multimetro preparado.

5. Afadir 50 mL de E. coli, proveniente de cultivos que se han preparado el di
anterior, a cada uno de los matraces con sustrato, introducir los anodos y catodos y
encender los multimetros. Apuntar el voltaje cada 5 minutos durante 3 horas y dejar la
celda funcionando durante 24 horas para hacer una medicion final.

Figura 8: Multimetro, matraces, E.coli y puente de
agar listos para empezar el recopilamiento de datos.



Procedimiento para hallar la concentracion de glucosa:

1. Preparar 5 tubos de ensayo por sustrato y echar en cada uno 150 x| de las
soluciones de los sustratos, por lo que antes hay que preparar un poco de mas o volver a
preparar un poco.

2. Tapar la parte inferior de los tubos de ensayo con papel de aluminio porque la
solucion enzimética es muy reactiva a la luz.

3. Preparar una solucion enzimatica con glucosa oxidasa a 0,66 mg/mL y
peroxidasa a 0,25 mg/mL en tampon fosfato pH 6. Echar a cada uno de los tubos de
ensayo 150 I de la solucion enzimatica. Tapar el tubo de ensayo donde se realice esta
solucidén con papel de aluminio.

4. Preparar una solucion de 2,33 mg/mL de O-toluidina en metanol y echar 50 |
en cada uno de los tubos. Para manejar la O-toluidina hay que utilizar guantes, gafas y
mascarilla en campana de extraccién ya que es altamente tdxico. Tapar el tubo de
ensayo donde se realice esta solucidn con papel de aluminio.

5. Dejar incubar los tubos de ensayo a 37°C durante 30 minutos.
6. Afadir a cada solucion 1,5 mL de agua destilada, introducir una parte en la
cubeta y medir la absorbancia a 420 nm. Comparar estos valores con los de la curva

patron.

7. Preparar una curva patron de glucosa con concentraciones conocidas siguiendo
los pasos anteriores.
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2.3.RESULTADOS

Tabla 1: Voltaje medido a partir de un cultivo de E. coli en una pila de combustible
usando 5 g de carne como sustrato.

Tiempo Produccion eléctrica de las celdas de combustible
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Tabla 2: Voltaje medido a partir de un cultivo de E. coli en una pila de combustible

usando 5 g de zumo como sustrato.
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Tabla 3: Voltaje medido a partir de un cultivo de E. coli en una pila de combustible

usando 5 g de barro como sustrato.
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Tabla 4: Voltaje medido a partir de un cultivo de E. coli en una pila de combustible
usando 5 g de hojas como sustrato.

Tiempo Produccion eléctrica de las celdas de combustible /
transcurrido | MV £1,0mV Desviacion
mn 02 5 Ja 5 |Metia|iiica
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Tabla 5: Voltaje medido a partir de un cultivo de E. coli en una pila de combustible
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usando 5 g de frutos secos como sustrato.

Produccion eléctrica de cada una de las celdas de
combustible / mV £1,0mV

Desviacion
Medla tlplca




Tabla 6: Comparacion del voltaje medio producido en funcién del tipo de sustrato.

Tiempo Produccion eléctrica de cada una de las celdas de combustible / mV
transcurrido/ +1,0mV
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Gréfico 1: Comparacion del voltaje medio producido en funcion del tipo de sustrato.
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En este grafico se puede observar como la produccion de voltaje se mantuvo de forma

constante a lo largo de las tres horas.

Aunque las mediciones periddicas terminaron a las tres horas, las celdas de combustible
continuaron funcionando hasta el dia siguiente para poder hacer comparaciones con la
produccion de voltaje del dia anterior y con los resultados obtenidos en laboratorios
profesionales en los que la produccion de voltaje de las celdas se midié durante varios

dias.

Tabla 7: Produccion de voltaje después de estar las celdas microbianas 24 horas en

funcionamiento.

Produccion
media de

Sustratos | Produccion de voltaje / mV, £1,0mV voltaje / mV,

+5,0mV
CARNE  |5:qév

58,7
1105
256

FRUTOS
SECOS -52,7
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Tabla 8: Absorbancia en funcién de la concentracién de glucosa para formar la curva
patrén.

Concentracion de glucosa/ M [{4] 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Absorbancia / unidad de
absorbancia, 0,001 0,068 0,141 0,187 0,276 0,328 0,341

Gréfico 2: Curva patron de glucosa sequn los datos de la tabla 7.
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Tabla 8: Medida de la absorbancia de los distintos sustratos y su concentracién de
glucosa a partir de la curva patrén.

 TFua came Bao [Hops Fuiossecos |

Blanco / unidad de
absorbancia, +0,001 0,091

0,116 0,654 0,085 0,053

0,225 0,155 0,688 0,114 0,214
Medidas de 0222 0,179 0,692 0,095 0,208
absorbancia / unidad 0,211 0,175 0,673 0,105 0,226
de absorbancia, 0,001 [y 0,160 0,661 0,138 0,203
0,201 0,154 0,695 0,106 0,214
Media 0,221 0,165 0,682 0,112 0,213

Media - Blanco 0,130 0,049 0,028 0,027 0,160

Concentracion de
glucosa/ M 0,116 0,093 0,087 0,087 0,125

El blanco en esta tabla se refiere a muestras de las mezclas de agua destilada y los
distintos sustratos antes de llevar a cabo el procedimiento para hallar la concentracion
de glucosa mediante el cual se separaban los disacaridos con glucosa.
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Gréfico 3: Relacion entre la concentracion de glucosa de los distintos sustratos v el
voltaje medio producido al cabo de 3 horas.
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En el grafico 3 puede observarse que el conjunto de valores no muestran una correlacion
entre las dos variables, ya que el valor correspondiente con el barro hace que no se
pueda relacionar inmediatamente las variables. Sin embargo, con el resto de datos si se
puede observar una relacion entre las variables.

Gréfico 4: Relacion entre la concentraciéon de glucosa de los distintos sustratos v el
voltaje medio producido al cabo de 3 horas, excluyendo el voltaje producido con el
barro como sustrato.
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-20,0
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2 G

4
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En el grafico 4 se puede ver claramente la correlacion entre las variables. Los resultados
mostrados en el grafico 3 y el grafico 4 se valoraran estadisticamente con el test de
Spearman.
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2.3.1. Test de Spearman:

Con objeto de determinar la existencia de una correlacion estadistica
significativa entre ambas variables, se realizara el test de Spearman. En la tabla 9 se
reflejan los datos necesarios para realizar este test:

Tabla 9: Datos necesarios para hacer el test de Spearman.

Sustrato Produccion media de | Rango | Concentracién de | Rango | Diferencia (d) | Diferencia al
voltaje / mV, £1,0mV glucosa / M cuadrado (d?)

Barro -76,9 5 0,087 2 9
22,4 1 0,086 1 0 0
22,6 2 0,093 3 1 1
37,4 3 0,116 4 1 1
50,5 4 0,125 5 1 1

Célculo del test de Spearman:

Valores criticos del coeficiente de correlacion de Spearman
al nivel de significancia de 0.05

Partimos de la hipdtesis nula de que la ‘

Nivel de
concentracion de glucosa no afecta al - Sontemaa
voltaje producido en las celdas de L 4 1.000

. 5 0.900
combustible. 0,825
1 7 0.714
8 0.643
9 0.600
6? ll:l2 & thy {3 AP b iy 1 LT B
I=1-— ‘ 12 0.506
| - o ] 14 ! 0.458
n(n-1)(n+1) S “;q
18 |
Figura 9: Foérmula del test de 2
Spearman. (Reynaga Obregén, n.d.) | 24
26
Segun esta formula y con los datos de la 30

tabla 9 el coeficiente de Spearman lo

, Figura 10: valores criticos del coeficiente de
calculariamos:

Spearman para el valor p de 0,05. (Reynaga

6-12 Obreg6n, n.d.)
=1- =1-06=04 '
s 5-4-6

Este valor esta por debajo del valor critico para la probabilidad de 0,05 por lo que la
correlacion entre las variables no es suficientemente fuerte y la hipétesis nula se acepta.
Sin embargo, se puede observar que el valor del barro es el que hace que se acepte esta
hipotesis por lo que podriamos comparar este resultado del test con uno sin el barro.

20



Tabla 10: Datos necesarios para hacer el test de Spearman obviando el sustrato del
barro.

voltaje / mV, £1,0mV glucosa/ M cuadrado (d?)
224 1 0,086
-22,6 2 0,093
374 3 0,116
-50,5 4 0,125

A W N P
o O O o
o O O O o

Célculo del test de Spearman segun la formula de la figura 10:

6-0
n=l-gge=1-0=1

Esto muestra que existe una completa correlacion entre la concentracion de glucosa y la
produccioén de voltaje segun el sustrato, denegando la hipétesis nula que se confirmaba
utilizando el valor correspondiente al sustrato de barro, por lo que se confirma que la
celda de combustible con barro produce un voltaje anormal para su concentracion de
glucosa por lo que en este tiene que haber otras bacterias que estén llevando a cabo su
proceso metabolico.

2.3.2. t-Test:

Este test estadistico se realiza para comprobar que la diferencia observada en las
medias de 2 grupos de datos es, estadisticamente, significativa.

El t-test se realiza entre las medias de los resultados dados por las distintas
variables independientes cuando hay 10 medidas de cada una de estas. En este caso no
hay diez repeticiones con cada sustrato, sin embargo, como la produccion de voltaje se
mantiene practicamente constante durante tres horas, se utilizard las medias para
calcular el valor del t-test en este experimento. El valor que se calculara sera entre las
medias de dos variables independientes cuyas producciones de voltaje tengan la menor
diferencia. t se calcula mediante la siguiente formula:

Xr — Xc

vary + varg
Ny ne

Figura 11: Férmula de t. (Archive.bio.ac.uk, n.d.)

Partimos de la hipdtesis nula, asumiendo la diferencia observada en las medias entre los
distintos grupos de datos no es significativa.

La probabilidad de que dichas diferencias sean debidas al azar, fue calculada con la hoja
de calculo Excel, siendo los valores obtenidos los siguientes:
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- Entre la media de las hojas y la carne: 0,385.

- Entre la media de la carne y el zumo: 5,03 - 107,

- Entre la media del zumo y los frutos secos: 2,11 - 104,

- Entre la media de los frutos secos y el barro: 1,49 - 10,

Vemos que en todos los casos, salvo en el primero, se rechaza la hipotesis nula, por lo
que la diferencia observada en el valor medio de voltaje producido es estadisticamente
significativa en todos los grupos de datos, salvo los grupos de datos producidos por las
hojas y la carne, en cuyo caso se acepta la hipdtesis nula.

2.4.DISCUSION Y EVALUACION

En primer lugar, podemos ver que las desviaciones tipicas de los datos obtenidos
en el experimento principal no son mayores que el 14,8% de los voltajes obtenidos; por
lo que al ser inferior al 33,3%, se considera que los datos son bastante precisos y fiables.
Ademaés, la mayor desviacion se encuentra en los datos proporcionados por el barro, lo
que se explica al ser desigual la distribucién de las bacterias anaerobias autoctonas del
barro. Mas all4, la presencia de otras bacterias en el barro se confirma gracias a los dos
tests de Spearman aplicados a los datos en los que se revela una fuerte correlacion entre
la concentracién de glucosa y la produccion de voltaje que cumplen todos los sustratos
salvo el barro, que produce un voltaje anormalmente elevado segun la relacién
estadistica hallada por el segundo test de Spearman entre las dos variables. La
excepcion del barro también se puede apreciar claramente en el grafico 3.
Seguidamente, con los valores obtenidos en el t-test podemos concluir que los grupos de
datos son distintos unos de otros excepto en el caso de las hojas y la carne (claramente
apreciable en el grafico 1). Al ser la diferencia en la produccion de voltaje significativa,
podemos concluir que este cambio en la produccion de voltaje es debido realmente a la
variable independiente y no al azar.

3. CONCLUSIONES

Los resultados muestran que el sustrato que produce un mayor voltaje es el
barro, produciendo una media de 76,9 mV, un 152% con respecto al segundo mayor
voltaje producido y un 343% con respecto al menor voltaje producido. La desviacion
tipica producida por los datos del barro es la mayor siendo un 14,8% del voltaje
producido debido a la distribucion desigual de las bacterias anaerobias naturales del
barro. Al ser la desviacion tipica menor de un 33,3% podemos considerar que los datos
son fiables. También, los resultados obtenidos con todos los sustratos menos el barro
muestran una correlacion entre la concentracion de glucosa en el sustrato y la
produccion de voltaje, comprobada mediante el test de Spearman. Finalmente, mediante
el t-test se comprob6 que el valor medio de volteje producido por los distintos sustratos
eran significativamente distintos, estadisticamente hablando.

En respuesta a la pregunta de investigacion, ¢qué residuo organico es mejor
sustrato para la produccion de energia en una MFC de E. coli?, se concluye que el
voltaje producido por el metabolismo bacteriano depende de la concentracion de
glucosa en los sustratos, siendo los frutos secos y el zumo los que producen un mayor
voltaje, sin contar el barro.
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En la actualidad hay muchos proyectos que estudian la produccion de energia
con celdas de combustible microbiano por las ventajas que puede llegar a ofrecer este
sistema de produccion de energia. Estudios recientes han obtenido voltajes muy
superiores, hasta cuatro veces mayor, mediante un método poco complejo, similar al
utilizado en este trabajo (Rohan y otros, 2013). Sin embargo, estos estudios utilizaron
una concentracion fija de glucosa o aguas residuales de cervecerias, que resultaba en
una concentracion superior a la que se obtiene de los residuos orgénicos urbanos
utilizados en este trabajo. El hecho de que se obtuviese una mayor produccion de voltaje
con una mayor concentracion de glucosa corrobora la conclusion, obtenida mediante el
analisis estadistico en este trabajo, de que la produccion de voltaje es proporcional con
respecto a la concentracion de glucosa de los sustratos. Por otro lado, la produccion de
voltaje del segundo dia fue un 180% con respecto a los resultados del dia anterior en
este trabajo mientras que en otros estudios la produccion del segundo dia fue un 112%
con respecto al primero.

En otro trabajo en el que también se obtuvo una alta produccion de voltaje se
utiliz6 un método mucho més complejo y unas cepas de E. coli genéticamente
modificadas (Zhang y otros, 2006). EI método mucho méas complejo utilizado en este
trabajo indica vias en las que se podria mejorar el presente proyecto y por ende sus
resultados. Se podrian seleccionar “darwinianamente” cepas de E. coli que produzcan
mas voltaje, tengan un metabolismo més rapido o resistan una mayor concentracion de
glucosa. También se pueden utilizar materiales mas avanzados como la membrana de
intercambio de protones para incrementar el rendimiento energético de la celda.

Respecto al plano energético-ecoldgico, estas celdas estan, en la actualidad,
todavia lejos de poder desempefiar un papel significativo en la vida diaria por varias
razones. En primer lugar, el mayor voltaje producido hasta el momento por estas celdas
es de 6V (Zhang y otros, 2006), una cantidad menor a la necesaria para cualquier
electrodoméstico o aparato electrénico aunque la resistencia en el circuito sea minima.
En segundo lugar, los materiales que maximizan el rendimiento de las celdas de
combustible son costosos (como la membrana de intercambio de protones) por lo que el
beneficio econdmico obtenido de las celdas se minimizaria.

Finalmente, los resultados obtenidos en la presente investigacion abren la puerta
no a la utilizacion de aguas residuales agricolas, sino a la utilizacion de la tierra de los
campos de cultivo con su poblacién autoctona de bacterias para una nueva forma de
produccion energética. Se propone asi una forma de produccién de energia renovable
complementaria al espacio necesario para las actividades agricolas y beneficiandose de
esta.
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5. ANEXO
5.1.ANEXO 1: Materiales
MATERIALES

Materiales para preparar los puentes de agar:
- Los tubitos curvado que no sé como se llaman
- Triptona.
- Cloruro de sodio.
- Extracto de levadura.
- Adgar.
- Béscula.
- Vaso de precipitado de 300 mL.
- Mezcladores.
- Agua destilada.
- Probeta de 200 mL.
- Matraces de 150 mL.
- Algodon.
- Papel de aluminio.
- Olla con cierre hermético (olla a presion).
- Soporte y pinzas.

Materiales para el experimento principal:
- Cloruro de sodio.
- 25 gde hojas y tallos de una planta (en mi caso, una planta gimnosperma).
- 25 g de una fruta (en mi caso un paraguayo).
- 25 g de fango.
- 25 de frutos secos.
- 25 gde carne.
- 25 matraces de 250 mL.
- 5tandas de 250 mL de E. coli.
- Agua destilada.
- Vaso de precipitado de 300 mL.
- Baéscula.
- Cuchillo.
- Espatula.
- Multimetros.
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- Carboncillo.

- Hilo conductor.

- Mortero y pistilo.
- Gasa.

Materiales para hallar la concentracion de glucosa:
- Ordenador.
- Software Logger Pro Vernier y espectrofotometro (figura 13).
- Cubetas de pléstico.
- Micropipeta.
- Glucosa oxidasa (Aspergillus niger, sigma).
- Peroxidasa (horseadish, sigma).
- Solucién de KoHPO4 y KH2PO4 a 0,5M.
- O-toluidina.
- Gafas protectoras, mascarilla y guantes.
- Incubadora.
- Gradilla y tubos de ensayo.

Figura 12: Espectrofotometro SPECTROVIS.
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