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Abstract

The increase in water demand, the overexploitation of water resources and the climate change
challenges makes water management improvement a priority, especially in sensitive areas, as is

the case in the Mediterranean area and Catalonia.

Technologies such as desalination or waste water regeneration are becoming more and more
important in obtaining and improving water resources to counteract the scarcity and seasonality

of surface water and the overexploitation of aquifers.

Managed aquifers recharge (MAR), combined with soil-aquifer treatments (SAT) and the use of
reactive barriers makes possible to counteract overexploitation and increase in the availability of
underground water resources with treated wastewater, adding an energy passive tertiary

treatment that takes advantage of the natural treatment capacities of the soil.

In this process, monitoring the operation of the system and evaluating the quality of the water

is one of the great challenges and an indispensable condition for this technology to be viable.

Microbial fuel cells (MFCs), initially focused on obtaining energy from organic waste, are gaining
more and more relevance and interest from the scientific community, among others, as a
biosensing tool in environmental monitoring of microbiological activity. However, literature

shows a lack of experimentation with this technology on field.

In the present work, MFCs are studied in an innovative way, as a biosensor capable of
autonomously and continuously monitoring biological activity in the subsoil. This is relevant

parameter in a MAR-SAT systems, difficult and costly to measure with current technologies.

The operation of microbial fuel cells installed for 40 days in the infiltration ponds and aquifer of
the MAR-SAT pilot plant in Palamds has allowed to obtain evidence that MFCs are a potential
tool for monitoring microbial activity in environments of difficult access and sampling. In the
other hand, the complexity and number of factors that influence the operation of MFCs and the

difficulty and challenges presented by applying this technology on field are found.
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Resum

Laugment de la demanda d’aigua, la sobreexplotacio dels recursos hidrics i els reptes plantejats
pel canvi climatic fan que la millora en la gestid de I'aigua sigui una prioritat, sobre tot en zones

especialment sensibles, com és el cas de la conca mediterrania i de Catalunya.

Tecnologies com la dessalinitzacid o la regeneracio d’aigiies residuals estan agafant cada cop més
rellevancia en I'obtencié i millora dels recursos hidrics per combatre la disminucié i estacionalitat

de les aiglies superficials i la sobreexplotacio dels aquifers.

La recarrega gestionada d’aquifers (MAR, de lI'anglés Managed Aquifer Recharge), combinada
amb tractaments sol-aquifer (SAT, de I'angles Soil Aquifer Treatment) i I'Us de barreres reactives
permet contrarestar la sobreexplotacid i augmentar la disponibilitat de recursos hidrics
subterranis amb aigua residual depurada amb un tractament passiu a nivell energetic i aprofitant

les capacitats autodepuradores del substrat.

En aquest procés, la monitoritzacié del funcionament del sistema i 'avaluacid de la qualitat de
I'aigua és un dels grans reptes i condicio indispensable per tal que la tecnologia sigui viable. Les
piles microbianes (MFC), inicialment enfocades en l'obtencid d’energia a partir de residus
organics, estan agafant cada cop més rellevancia i interes per part de la comunitat cientifica,
entre d’altres, com a eina de biosensoritzacid en la monitoritzacid6 ambiental de l'activitat
microbiana. Tot i aix0, la literatura ens mostra una falta d’experimentacié d’aquesta tecnologia

fora de laboratori.

En el present treball s’estudia de manera innovadora el potencial de les MFC com a biosensor
capa¢ de monitoritzar de manera autonoma i continua un parametre molt rellevant en un
sistema MAR-SAT pero alhora molt dificil i costés de mesurar amb la tecnologia actual, I'activitat

biologica al subsol.

El funcionament d’unes piles microbianes instal-lades durant 40 dies en les basses d’infiltracid i
aquifer de la planta pilot MAR-SAT de Palamds ha permes obtenir indicis que les MFC sén una
eina amb potencial per monitoritzar I'activitat microbiana en ambients de dificil accés i mostreig,
pero també ha quedat palesa la complexitat i quantitat de factors que influeixen sobre el
funcionament de les MFC i la dificultat i reptes que presenta aplicar aquesta tecnologia fora de

laboratori.
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1. Introduccid

1.1. Les aiglies subterranies, un recurs estrategic
L'accés a l'aigua i la seva gestid sostenible és un dels 17 objectius de desenvolupament sostenible

marcats per les Nacions Unides (A/RES/70/1 (2015)). Aquests objectius marquen un seguit de
reptes i pautes en quan a gestié dels recursos hidrics, alguns d’ells relacionats amb els objectius

d’aquest treball, entre els quals en destaquem:

- Objectiu 6.3. Pel 2030, millorar la qualitat de I'aigua reduint la contaminacio, eliminant
I'abocament i minimitzant I'emissié de productes quimics i materials perillosos, reduint
a la meitat el percentatge d’aiglies residuals sense tractar i augmentant
considerablement el reciclat i reutilitzacié sense riscos a nivell mundial.

- Objectiu 6.4. Pel 2030, augmentar considerablement I'Gs eficient dels recursos hidrics
en tots els sectors i assegurar la sostenibilitat de la extraccio i I'abastiment de I'aigua
dolga per a fer front a I'escassetat d’aigua i reduir considerablement el nimero de
persones que pateixen falta d’aigua.

- Objectiu 6.6. Pel 2030, protegir i restablir els ecosistemes relacionats amb l'aigua,

inclosos els boscos, les muntanyes, els aiguamolls, els rius, els aqtiifers i els llacs.

Actualment, pero, estem en una situacié d’augment del consum d’aigua a nivell mundial degut,
especialment, a I'increment de poblacié i millora de la qualitat de vida (Saladié i Oliveras, 2010)

(Figura 1).

1200 1915 1950 1975 2000 205

mAsa mAmércadelNord wEwops ®Afica ®Amédea del SudiCentral W Occania

Figura 1: evolucid del consum d’aigua a nivell mundial des de 1900 i previsio fins a 2025 per continents (Saladié i
Oliveras, 2010).

Per altra banda, a nivell global, les aigiies subterranies suposen I'abastiment d’aigua de prop de

dos mil milions de persones i un 40% de l'aigua de rec (Thomas i Famiglietti, 2019). Aixo ha
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provocat la disminucié de les masses d’aiglies subterranies degut a la creixent explotacid per
sobre de les capacitats de recarrega natural (Wada et al. 2012; Richey et al. 2015) agreujat, a
demés, pels efectes del canvi climatic (Gurdak, 2017; Taylor et al., 2013) i per la contaminacio

difusa (Molins-Delgado et al. 2016).

A nivell local, la seguretat hidrica de Catalunya també depéen de les aiglies subterranies,
representen un 40% del seu consum total al 2010, sobretot pel sector industrial, i una capacitat
limitada d’abastiment d’aiglies superficials per I'abséncia de grans rius a les conques internes
(Saladié i Oliveras, 2010). Aixo ha provocat canvis en el paradigma actual sobre la gestié de 'aigua
a Catalunya. Actualment, la implementacié de dessalinitzadores n’ha disminuit aquesta
dependencia per a subministrament urba (ACA, sense data), pero també esta agafant un paper
primordial I'Gs de les aiglies regenerades per a Us que no sigui de boca com poden ser I'industrial,

el recreatiu o I'agricola aixi com per a recarrega ambiental d’aqiifers i cabals superficials per

promoure la recarrega potable indirecta (ACA, 2023).

- B Mmoo EEEHE
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Figura 2: evolucid del cabal reutilitzat a Catalunya en hm3/any per sectors (ACA, 2023).

Aix0 ha provocat un augment del cabal reutilitzat a Catalunya de més del doble en els darrers 4
anys, arribant als 70 hm3/any (Figura 2) i amb 'objectiu d’arribar a uns cabals de regeneracié de
245hm?3/any de reutilitzacié directa a I'any 2040 segons el pla estratégic de reutilitzacié d’aigua
regenerada de l'agéncia Catalana de I'Aigua (ACA, 2023). Per aix0, hi ha actualment en
funcionament 23 estacions de regeneracio d’aigua (ERA) a Catalunya i se’n preveu la construccié

de 10 més en els proxims 4 anys.

Com hem vist abans, els objectius de desenvolupament sostenible relacionats amb la gestié de
I'aigua, no només estan centrats en la disponibilitat de recursos hidrics per a I'abastiment huma,
si no també per al manteniment dels ecosistemes vinculats a I'aigua. De manera directa, la
recarrega gestionada d’aquifers és una eina per mantenir els seus nivells, perd també ho és de

manera indirecta per a tots aquells altres ecosistemes que en depenen, com poden ser
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aiguamolls o els estanys. A Catalunya s’han identificat un total de 10 masses d’aigua subterrania
de les quals en depenen amb major o menor grau ecosistemes com I'Estany de Banyoles o els

aiguamolls de 'Emporda (ACA, 2022).

1.2. Reutilitzacié d’aigua regenerada i recarrega gestionada d’aquifers
La depuracié d’aiglies residuals permet gestionar un gran volum d’aigua amb elevats continguts

en materia organica i presencia de residus i contaminants, minimitzant el seu efecte nociu sobre
el medi ambient. Aquesta aigua tractada té les caracteristiques necessaries per poder ser
abocades a 'ambient, ja sigui al mar o a un curs fluvial. Aquest tipus de gestié té com ha principal
objectiu gestionar i desfer-se d’un residu, perdo aquest efluent d’aigua depurada pot ser

revaloritzat de diferents maneres.

En primer lloc, I'efluent que s’aboca a un curs fluvial pot servir per mantenir els cabals ecologics
aixi com fer-ne una reutilitzacié indirecta. Aixo vol dir, que l'aigua abocada al riu pot ser
reaprofitada més endavant per ser, per exemple, potabilitzada de nou. Aquest procés de
reutilitzacié indirecta té 2 motius de ser, primer un de legal, ja que l'aigua provinent d’una
depuradora no pot ser reutilitzada directament per processos de regeneracidé per a consum
huma. Un segon motiu, és que la reutilitzacid indirecta permet aprofitar els processos
d’autodepuracio d'aigua que es duen a terme en un riu i que disminueixen la quantitat de materia
organica, patogens i altres contaminants de manera natural abans de tornar a ser captada per a

I'aprofitament huma.

En segon lloc, 'aigua depurada pot ser regenerada a través de tot un seguit de processos més o
menys intensos que fan que pugui ser reutilitzada per a la practica totalitat dels usos excepte el
consum huma. Segons el grau de tractament de l'aigua regenerada, es pot fer servir en
agricultura, industria, rec de camps de golf, etc. Cal remarcar, pero, que I'is d’aiglies residuals
recuperades compta amb l'obstacle de I'acceptacio publica, ja que el grau de confianga per part

dels ciutadans respecte a aquest Us és baix (Simth et al., 2018).

Una altre aprofitament de l'aigua depurada és la recarrega gestionada d’aqlifers (Managed
Aquifer Recharge, MAR). Es pot definir com “la recarrega intencionada d’aigua en aqiiifers per
al seu reaprofitament o beneficis ambientals; la gestio de la recarrega a d’assequrar la proteccio
per a la salut humana i el medi ambient de forma adequada. Els aqliifers poden ser recarregats
enviant I'aigua a pous o per infiltracio a través de basses de recarrega, galeries o rius” (NRMMC,
EPHC i NHMRC, 2009) (Figura 3). Aquesta técnica permet incrementar la disponibilitat de
recursos hidrics subterranis, complementar la recarrega natural, contrarestar l'extraccio i

mantenir els ecosistemes vinculats a les aiglies subterranies i I'intercanvi hiporreic amb els rius
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(Asano i Cortuvo, 2004), aixi com I'emmagatzematge d’aigua per abastiment en cas d’'emergencia
0 com a barrera per evitar la intrusié salina (NRMMC, EPHC i NHMRC, 2009). Tots aquests
potencials beneficis sdn de gran interés a la conca Mediterrania en general i especialment a
Catalunya i relacionats amb els objectius de desenvolupament sostenible exposats al primer
capitol del treball.

124 (5]
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Figura 3: esquema d’un sistema de recarrega d’aqiiifers, en el qual, s’aprofiten les aiglies residuals d’una zona urbana
(1), es duu a terme un sequit de tractaments per adequar la qualitat de I'aigua al tipus de recarrega (2), aquesta aigua
depurada s’infiltra en basses de recarrega través d’un sol permeable fins arribar a I'aqgiiifer (3) on s‘acumula (4) i pot
ser reutilitzada més endavant, per exemple extraient-la de pous (5). Aquesta aigua és tractada (6) segons el seu us
final (7) (NRMMC, EPHC i NHMRC, 2009).

Aquesta opcid es podria postular com un equivalent en quan a capacitats autodepuradores a la
d’un riu. Es a dir, I'aigua residual es recarrega amb un tractament basic de depuracié, aquesta
flueix a través de l'aqiifer i va disminuint la seva carrega contaminant a través de diferents
processos com la degradacid biologica, la dilucié o la adsorcid fins que arriba a uns nivells de risc

acceptables per poder ser reutilitzada (Figura 4).

Attenuation zone Concentration that meets
L relevant environmental values

Hazard concentration

Recharge zone

Observation well Recovery well

Distance

Figura 4: esquema de I'evolucio de concentracié de contaminants a I'aigua en un transsecte d’aqliifer des del punt de
recarrega fins al punt d’extraccio. A I'eix y, es representa la concentracio de contaminants i elements perillosos, que és
elevada en el moment i punt de la recarrega. A mesura que augmenta la distancia al punt de recarrega (eix x)
disminueix la concentracid de contaminants al llarg de la zona d’atenuacid. El sequiment de la qualitat de I'aigua en
punts de mostreig al perimetre de la zona d’atenuacié permeten verificar que el nivell d’atenuacio és adequat per a
'extraccié i reaprofitament final de I'aigua (NRMMC, EPHC i NHMRC, 2009).
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Diferents estudis han avaluat els processos de millora de l'aigua de recarrega en el seu pas per
I'aquifer. Per exemple, la disminucié dels nivells de patogens de les aiglies depurades que es
recarreguen en aqlifers ubicats a Australia (Dillon et al., 2006), la degradacié de certs
components organics com el bisfenol A (Patterson et al., 2011) o components organics
emergents (Valhondo et al., 2018) o la reduccié de nutrients com el fosfor i la matéria organica
(Bekele et al., 2011). Tot i aquestes evidéncies de millora de l'aigua en els sistemes de recarrega
gestionada d’aqlifers, aquesta tecnologia esta encara sota debat. Les aiglies depurades
contenen encara gran quantitat de contaminants emergents com farmacs, micro i nano plastics,
patogens, bacteries resistents a antibiotics, etc. que suposen un risc de contaminaciod de I'aquifer
si es fa una recarrega directa. A demés, a nivell legislatiu, queda expressament prohibida la
descarrega directa de contaminants en aiglies subterranies, cosa que s’ha de tenir en compte en
el disseny dels esquemes de reutilitzacié d’aigua residual.

A nivell europeu, el centre comunitari d’investigacio (Joint Research Center, JRC) ha redactat un
seguit de recomanacions sobre els requeriments minims de qualitat de I'aigua reciclada per
irrigacié i per recarrega d'aquifers (Alcalde Sanz i Gawlik., 2017). Aquest informe té en compte
I'avaluacio de riscos ambientals i per la salut que s’han de tenir en compte alhora de gestionar
una recarrega artificial d’aquifers amb aigua reciclada. A més, constata que els criteris de qualitat
que ha de seguir l'aigua de recarrega han de definir-se cas per cas, degut a la variabilitat en les
dinamiques dels diferents aquifers.

Tot aix0 fa que actualment la recarrega d’aquifers requereixi de processos avangats de
tractament d’aigua costosos i energeticament intensius, ja que cal garantir que l'aigua utilitzada
no suposi cap risc ni per 'ambient ni per la salut humana en el cas que aquesta sigui recuperada.
Un exemple seria a Catalunya, on la recarrega de I'aqiifer del delta del Llobregat per tal d'impedir
la intrusié marina es fa amb aigua tractada a la ERA del Prat del Llobregat. Les aiglies residuals
tan domestiques com industrials assimilables es depuren en una EDAR, després passen a la ERA,
no es fa un tractament terciari per eliminar la matéeria organica restant i un tractament
d’ultrafiltracié i osmosi per assegurar la qualitat de I'aigua abans de recarregar-la al subsol (Figura

5) (AMB, sense data).
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Figura 5: diagrama de funcionament de la EDAR i la ERA del Baix Llobregat, on es poden veure els diferents tractament
i usos de l'aigua regenerada, entre els quals hi ha la recarrega de I'aqliifer del delta del Llobregat amb aigua molt
depurada (AMB, sense data).

1.3. Sistemes de Tractament Sol-Aquifer
Una alternativa menys costosa, amb menys requeriment tecnologic i passiva a nivell energétic

per adequar I'aigua de recarrega en aquifers, és amb els anomenats tractaments sol-aqifer (Soil
Aquifers Treatment, SAT). Aquesta técnica fa servir les caracteristiques poroses del substrat com
a filtre natural ubicant l'aigua de recarrega en basses d’infiltracid per sobre de la zona de
recarrega de l'aqliifer. Durant el procés d’infiltracié d’aigua depurada, s’aprofiten els processos
de degradacié microbiana i adsorcioé per disminuir els nivells de patdgens, contaminants quimics,

nutrients i matéria organica (Bouwer, 2002; Maliva, 2020).

Per tal de millorar el funcionament d’aquest sistema, es poden afegir barreres reactives amb
diferents substrats com argiles, zeolites, biochar, compost, encenalls de fusta, etc. que millorin
les caracteristiques de retencid, afegeixen carboni organic per diversificar els estats REDOX i
augmentar la degradacié de contaminants emergents (Valhondo et al., 2018; 2023; Grau-

Martinez et al., 2018; Huerta et al., 2013).

Per tal d’estudiar aquests processos fisics, geoquimics, biologics i d’operacié dels sistemes MAR,
destaquem 2 llocs experimentals amb un enfocament multidisciplinari i ubicats actualment a

Catalunya, on en un dels qual es situa I'actual treball.

En primer lloc, el sistema MAR d’infiltracié superficial al Llobregat, on s’han dut a terme gran
quantitat d’experiments en basses d’infiltracié amb barreres reactives (Valhondo et al., 2014).

Alguns d’aquests estudis han demostrat la capacitat de millora de la qualitat de l'aigua, per part
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del sistema MAR juntament amb barreres reactives organiques, en termes de concentracid de
components contaminants (Huerta et al., 2013), atenuacid de nitrats (Grau-Martinez., 2018) o
bé la caracteritzacid de les dinamiques microbianes des d’un punt de vista ecologic (Barba et al.,

2019).

En segon lloc, una planta pilot ubicada a la EDAR de Palamés amb sis sistemes de recarrega
d’aquifers artificials amb diferents condicions experimentals vinculades a diferents composicions
de barreres reactives. Lobjectiu principal d’aquesta planta és el d’avaluar i millorar les capacitats
d’atenuacio de contaminants recalcitrants de l'efluent d’aiglies residuals depurades de la EDAR
(Valhondo et al., 2020). Degut a les dimensions relativament reduides de les instal-lacions, aixi
com la gran quantitat d’experiments que s’hi duen a terme, aquest sistema té una alt nivell de
monitoritzacid i control de les condicions experimentals tan a la barrera com a l'aqifer artificial,
cosa que la fa molt adient per a la introduccié de les piles microbianes com a eina alternativa per

monitoritzar les dinamiques de sistemes MAR-SAT i sistemes d’aiglies subterranies.

1.4. Piles microbianes, una eina per la monitoritzacio de l'activitat biologica de
I'aquifer

Una de les principals dificultats en I'estudi dels sistemes de recarrega artificial d’aqifers és la
monitoritzacié de la qualitat de l'aigua, aixi com les dinamiques que es duen a terme en tot el
sistema i que afecten a la taxa d’atenuacié de contaminants. Poder avaluar de manera directa la
efectivitat i velocitat d’atenuacié dels contaminants aixi com la qualitat de l'aigua és molt
important per dos motius principals: en primer lloc per mesura la efectivitat de diferents
condicions experimentals en el camp de la investigacié i, en segon lloc, per poder monitoritzar,
controlar i adequar les condicions operacionals del sistema de recarrega en funcionament i
verificar-ne la qualitat de l'aigua. Aixi doncs, el desenvolupament de sistemes efectius de
tractament d’aiglies residuals esta estretament vinculat al desenvolupament de meétodes

d’avaluacié de la qualitat de I'aigua i funcionament del sistema.

Alcalde Sanz i Gawlik (2017) inclouen la importancia dels sistemes de monitoritzacié continu
d’aigua en forma d’annex en el seu informe sobre les recomanacions de qualitat d’aigua reciclada
per recarrega. Tot i que existeixen tecnologies al mercat per mesurar la majoria de parametres
fisico-quimics de qualitat de I'aigua de manera continua, quantificar I'activitat microbiana online
segueix sent un limitant que provoca un salt entre les necessitats operacionals del sistema i la
monitoritzacid de verificacié. Substituir els sistemes de mostreig i analisi actuals, que comporten
un minim de temps per saber resultats, per sistemes continus de quantificacié de l'activitat

biologica pot ser una eina molt Util per demostrar rapidament la efectivitat dels tractaments i



. , N . . . UNIVERSITAT POLITECNICA
Guillem de Lorenzo Martinez - Master en enginyeria ambiental DE CATALUNYA
BARCELONATECH

estat del sistema i modificar les condicions operacionals d’un sistema MAR-SAT en funcionament

de manera més efectiva.

Les piles microbianes (microbial fuel cells, MFC) sén una tecnologia innovadora enfocada en els
seus inicis en I'obtencié d’energia a partir de residus organics. Tot i aix0, actualment altres
aplicacions s’han explorat, com per exemple I'Gs de les piles microbianes com a biosensor, que
es considera com a una nova generacio de tecnologia de biosensoritzacio per la monitoritzacié
ambiental (Sun et al.,, 2015). Aquesta tecnologia incipient es pot fer servir com a eina de
monitoritzacid continua de diferents parametres fisics, quimics i biologics de sistemes hidrics.
Les MFC poden permetre quantificar de manera eficient 'activitat biologica de sistemes MAR-
SAT, aixi com altres parametres ambientals i operacionals que puguin afectar al seu
funcionament. Tot i el potencial que té aquesta tecnologia, la literatura és escassa i la planta pilot
de Palamds és una bona base d’experimentacid per les piles microbianes per tal de veure si les
mesures donades per aquest biosensor es poden relacionar amb els parametres d’interes per
I'estudi d’aquest sistema.

En aquest primer experiment, s’aprofitaran les bases de dades generades a la planta pilot i es
creuaran amb les generades per les piles instal-lades per avaluar la possible relacié entre elles

fent especial émfasi en les dades d’activitat microbiana.

1.5. Objectiu general i objectius especifics
Donada la importancia i la necessitat de millorar de la monitoritzacié dels sistemes de recarrega

gestionada d’aquifers i el tractament sol-aqiifer, aquest treball té l'objectiu general de valorar
la viabilitat de I’Us de piles microbianes com a biosensor de I’activitat microbiana en un aqiiifer.
Per assolir aquest objectiu, el treball s’ha centrat en demostrar si la intensitat del corrent eléctric
produida per una pila microbiana esta relacionada amb l'activitat biologica monitoritzada en una
planta pilot de recarrega gestionada d’aquifer. El treball s’"ha centrat en I'analisi de dades a través
de métodes estadistics d’un assaig desenvolupat a la planta pilot de Palamds al 2021 on es van
monitoritzar un gran nombre de parametres fisics, quimics i biologics de manera continua i

puntual.
Els objectius especifics d'aquest treball sén els seglients:

Objectiu especific 1. Avaluar lI'estat de l'art de les piles microbianes com a biosensors,

especialment en sistemes d’aiglies subterranies.

Objectiu especific 2. Analitzar estadisticament les dades existents de la planta pilot de Palamds,
juntament amb les dades generades per les piles microbianes i buscar correlacions entre les

diferents variables a través, entre d’altres eines, de I'analisi de components principals.
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Objectiu especific 3. Buscar evidencies que les MFC poden ser una eina util i amb potencial per
la monitoritzacié de sistemes MAR-SAT, fent especial émfasi en la monitoritzacié de l'activitat

biologica tan de la barrera com de 'aqiifer.

Per assolir aquests objectius, la memoria d’aquest Treball de Final de Master s’ha estructurat en
dues parts principals. La primera part bibliografica, centrada en explicar la tecnologia de piles

microbianes i els seus usos, aixi com els sistemes de recarrega gestionada d‘aquifers, i

aprofundint en avaluar I'estat actual de I'is de les MFC com a biosensors d’activitat biologica en
aigles subterranies. La segona part del treball, esta centrada en el tractament estadistic de les
dades obtingudes en l'experiment amb piles microbianes instal-lades a la planta pilot de
recarrega gestionada d’aqlifers de Palamds, per tal de confirmar la hipotesi que aquesta
tecnologia pot fer-se servir com a biosensor de I'activitat biologica de I'aqiifer, aixi com d‘altres
parametres en un sistema MAR-SAT. La segona part del treball comenca amb I'analisi del periode
d’estudi i distribucié de les dades al llarg del temps. Seguidament, es duu a terme una avaluacié
prévia i preparacié de les dades disponibles, classificades per tipologia, i es fan diversos analisis
de components principals, que permeten treballar amb el gran nimero de variables amb les que

es disposa. El bloc estadistic s’acaba amb I'analisi de correlacions entre totes les variables i

components extretes en la PCA.

Finalment, es discutiran els resultats obtinguts i es valorara la hipotesi plantejada en aquest

treball.
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2. Estudi de I'Art

2.1. Piles microbianes, funcionament i aplicacions
Les piles microbianes es van comencar a estudiar a principis del segle XX (Potter M.C., 1911),

pero l'interes i desenvolupament de les piles no va arribar fins a finals dels noranta i principis
dels 2000, quan aquesta tecnologia es va postular com una alternativa per aconseguir energia
eléctrica de la materia organica, augmentant la seva eficiéncia (Rabey et al., 2003; Liu i Logan,
2004) i fent especial émfasi en l'obtencié d’energia de residus organics i amb alta concentracio
de mateéria organica, com son les aigles residuals (Liu, H. et al., 2004, Rabaey i Verstraete, 2005).
Aguest sistema bioelectroquimic, juntament amb les cél-lules d’electrolisis microbianes (MEC),
es van postular com una de les millors alternatives pel tractament d’aiglies residuals i

contaminades (Coma i Puig, 2013).

El motiu d’aquest interes per part de la comunitat cientifica és que les piles microbianes sén
sistemes que fan servir bactéries com a catalitzador per oxidar matéria organica i inorganica i
generar una corrent d’electrons. Les bactéries transfereixen els electrons, produits durant la
descomposicid en un ambient anoxic, a I'anode i produeixen una corrent d’electrons cap al
catode amb preséncia d’oxigen o altres receptors d’electrons a través d’un material conductor

(Figura 6).

Anaerobic Membrana ‘ Aerobic
Baix potencial REDOX Alt potencial REDOX

Figura 6: esquema basic d’una pila microbiana. Al compartiment de la esquerra hi ha I'anode submergit en medi anoxic
i en preséncia de materia organica, com pot ser la glucosa. Les bactéries, adherides o proximes al anode metabolitzen
la glucosa alliberant CO2 al medi, protons que travessen la membrana d’intercanvi cationic (CEM) per gradient i
electrons que es transfereixen al anode per contacte directe (1), per transportadors mobils d’electrons (2) o per
microfilaments. Els electrons passen per una resistencia externa i arriben al catode, on reacciones amb l'oxigen i els
protons per reduir '02 en H20 (Adaptat de Rabaey i Verstraete, 2005).
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El rerefons teoric sobre aquest procés és que en condicions normals i aerobiques, la bactéria
degrada la matéria organica per obtenir energia. Aquest metabolisme produeix CO,, protons i
electrons amb la oxidacié de la materia organica, com per exemple l'acetat (eq. 1). El dioxid de
carboni s'allibera a 'ambient i els protons i electrons son cedits per reduir 'oxigen a molecules
d’aigua (eq. 2). La reaccio global la podem trobar a la eq. 3 i es produeix tota dins de la mateixa

cél-lula (Figura 7, esquerra).

Reaccié a I'anode: CH;COO™ + H,0 - 2C0O; + 2H* + 8¢’ eq.1
Reacci6 al catode: 0, + 4e + 4H* - 2H,0 eq. 2
Reaccié global: %CeH1,0¢ + H,O0 + 30, - 3CO, + 4H,0 eq. 3

El procés de cedir electrons a un receptor depén dels potencials REDOX i el que fa la bacteria és
buscar la via amb més guany energetic, la que té més diferéncia de potencial REDOX. En aquest
cas l'oxigen és un bon acceptor d’electrons i facil de reduir, degut al seu estat altament oxidat.
En absencia d’oxigen, altres vies amb menor potencial s’activen per tal de buscar un acceptor
d’electrons alternatiu a I'oxigen com pot ser el nitrat, el sulfat o un element inorganic com un

eléctrode amb potencial REDOX que li permeti ser, també, un acceptor d’electrons.

Figura 7: a la esquerra, metabolisme d’una bacteria en preséncia d’oxigen. La oxidacio de la matéria organica a CO,,
electrons i protons i la reduccié de l'oxigen molecular a aigua es duen a terme en la mateixa cél-lula. A la dreta, el

mateix metabolisme pero separant les dues reaccions d’oxidacio i reduccio per una membrana d’intercanvi protonic.

En una pila microbiana de doble cambra es separen les reaccions d’oxidacio a la zona de I'anode
(eq.1)iladereduccié alazona del catode (eq. 2) per una membrana d’intercanvi protonic (PEM)
que permet el flux de protons pero és impermeable als electrons (Figura 7, dreta). A la primera
cambra el substrat i les bactéries es troben submergides en una solucid aquosa en absencia
d’oxigen i un electrode submergit que fa d’anode, oxidacié de la materia organica i alliberament
d’electrons. En la segona cambra adjacent hi ha un altre eléctrode (catode) submergit amb

presencia d’oxigen o altres acceptors d’electrons com poden ser el nitrat, sulfat, ferro, manganés,

11
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etc., que fa d’embornal d’electrons (Lefebvre et al., 2008; Logan et al., 2006 )(Figura 6). Aquesta
separacio dels 2 processos necessita d’'un potencial REDOX entre les dues cambres i la cél-lula
canvia l'acceptor natural d’electrons present al medi, per un acceptor insoluble, el catode de la
pila. Aixd provoca que circulin els electrons a través de la resisténcia des de I'anode al catode,

generant un corrent eléectric.

Els microorganismes que poden funcionar en una MFC han de tenir la capacitat de transferir
electrons de manera exoelectrogenica, respiracié a través d’un electrode. En una pila de
laboratori tancada, I'anode i el catode poden ser inoculats amb una o varies espécies de
bactéries, mentre que en piles obertes o instal-lades al camp, les piles s’inoculen de manera
natural amb els microorganismes presents al medi. Els géneres i espécies amb propietats
exoelectrogeniques emprats o aillats en piles microbianes sén nombroses. Destagquem
Geobacter, Pseudomonas sp., Rhodoferax, Shewanella, Cupriavidus basilensis, Lactococcus lactis
i Propionibacterium freudenreichii, aixi com arqueas metanogeéniques, llevats, etc. (Kumar et al.,

2019).

El transport d’electrons entre la bacteria i I'eléctrode pot ser per contacte directe o mitjangant
mediadors (Figura 8). El contacte directe entre la bactéria i I'eléectrode pot estar facilitat per
citocroms presents a la membrana cel-lular o per nanofilaments o pili produits per la mateixa
bacteria. Els mediadors, components electroactius, poden ser secretats per la mateixa bactéria
exoelectrogénica i fer de transport d’electrons entre la cél-lula i I'electrode. També es poden
afegir de manera artificial al medi per facilitar la transferéncia d’electrons per part de

microorganismes que no son exoelectrogenics (Kumar et al., 2019; Osman et al., 2010).
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Figura 8: esquema amb els diferents tipus de transferéncia d’electrons en una pila microbiana. Contacte directe entre
la cél-lula i I'anode (A), citocroms cel-lulars (B), apéndix o pili conductor que connecten la cél-lula amb I'electrode (C),
mediadors secretats per les bactéries electroactives (D) i mediadors afegits externament (E) (Kumar et al., 2019).

Les piles microbianes es poden classificar de diferents maneres, perdo en destaquem la

classificacié segons la seva configuracié basica:

Pila microbiana de doble cambra: I'anode i el catode estan en cambres separades
per una membrana d’intercanvi protonic (PEM). A la cambra de I'anode estan ubicats
els microbis, el medi amb materia organica i I'electrode. Per tal de mantenir aquesta
cambra anoxica es bombolleja nitrogen. A la cambra del catode hi ha el segon
electrode i I'aigua neta en presencia d’oxigen o altres receptors d’electrons.

El disseny més basic és la MFC de tipus H (Figura 9, a) i permet l'estudi sota
condicions controlades del funcionament de la pila, ja sigui en I'estudi de diferents
substrats, material biologic, material dels eléctrodes, condicions ambientals, etc.
Pila microbiana de cambra simple: en aquest cas, només |'anode esta en una cambra
tancada, mentre que el catode esta en contacte directe amb l'aire, exposat a I'oxigen
de manera natural i sense aireacié forcada. Aquest sistema és més basic, menys
costds i facilment escalable. La principal caracteristica és que pot funcionar sense
membrana d’intercanvi protonic, la qual cosa simplifica la seva construccid i
manteniment i aplicabilitat practica.

Pila microbiana amb eléctrodes lliures: per ultim, en aquest tipus de pila els dos

electrodes estan en contacte directe amb el medi, sense la preséncia de cambres ni
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membranes. Lanode ha d’estar submergit en un medi liquid o saturat d’aigua,
mentre que el catode, units per un conductor, pot estar també en contacte amb
I'aire. Per tal que hi hagi flux d’electrons des de I'anode, és necessari un gradient de
potencial REDOX respecte el catode, amb preséncia d’especies més oxidants (Figura

9, b).

(a) Ex situ biosensor with
mixed communities or
synthetic microbes

(b) Naturally existing
anaerobic microbial
community

(¢) Synthetic microbes
cultured in situ to detect
specific analytes
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Figura 9: esquema de funcionament i aplicacio de diferents tipus de piles microbianes. (a) Pila microbiana de doble
cambra en forma d’H, amb PEM que separa la cambra anodica de la catodica, sistema tancat i de funcionament ex
situ. (b) Sistema obert, amb els dos eléctrodes en contacte directe amb el medi, I'dnode inoculat de manera natural
amb els microorganismes naturalment presents al sol i, en aquest cas, aplicabilitat en bioremediacio. (c) Sistema
tancat aplicat a camp, amb I’‘anode inoculat amb microorganismes seleccionats sensibles a molécules especifiques,
aquesta pila serveix com a biosensor (Bio Tech Wishper, 2023).

Com hem comentat al principi del capitol I'interes original per les piles microbianes requeia en
la obtencid d’energia i tractament d’aiglies residuals. Tot i aix0, les aplicacions que s’han estudiat
son nombroses (Taula 1) i I'interés actual per les MFC ha derivat cap a I'aplicacid en altres camps,
com la biosensoritzacid. La dificultat d’escalar la tecnologia fora de laboratori, la baixa generacié
d’energia, l'elevat cost dels materials, la curta vida, els biofilms al voltant dels eléctrodes que
necessiten ser netejats periodicament o l'estabilitat de la membrana son, entre d‘altres,
exemples de dificultats que cal superar (Pant et al., 2012; Al Lawati et al., 2019) i motius pels
quals encara no es poden trobar piles microbianes per a l'obtencié d’energia o la

descontaminacio al mercat.

En canvi, la investigacié en el camp de la biosensoritzacié centra actualment gran part de I'interes

de la comunitat cientifica per les piles microbianes pel seu elevat potencial.
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Taula 1: recopilacid de treballs on s’han estudiat diferents aplicacions de les MFC.

Aplicacio Procés estudiat Bibliografia
Tractament d’aiglies | Descontaminacio, obtencié | Pantetal.,2012; Kumaretal.,
residuals d’energia i recuperacio d’elements | 2019
interessants d‘aiglies residuals
domestiques i/o industrials i fangs
Tractament d’efluents | Decoloracié i eliminacié de tints | Kumar et al., 2019
amb tints de l'efluent.
Tractament d’aigiies | Reduccié dels ions metal-lics amb | Kumar et al., 2019

amb metalls pesants

Descontaminacio

d’aigiies subterranies

Dessalinitzacio

Biosensoritzacio

Tractament residus
ramaders

Sediments

Deteccid de vida

extraterrestre

Produccié d’hidrogen

Bioremediacid

alt potencial REDOX com Cu(ll),
Cr(Il) o Ag a I'anode.
Descontaminacié i/o degradacio
de substancies xenobidtiques
(hidrocarburs, benzé o),
desalogenitzacié TCE, obtencio
d’energia, recuperacié d’elements
Pila microbiana de dessalinitzacio:
tractament aiglies residuals i
dessalinitzacié simultania.
Monitoritzacié de

F/Q/B.
Reduccié COD,

processos

recuperacio de
nutrients.

Obtencié d’energia.

Proposta de sistema de deteccid
de vida extremofila in situ en

sistemes extraterrestres.

Producci6 d'H, a partir de
diferents substrats en MFC
modificada.

Descontaminacié  de medis

contaminats.
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2.2. Les piles microbianes com a biosensor
Segons la IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) “un biosensor

electroquimic és un sistema integrat capac de generar informacio analitica de manera especifica
guantitativa o semi-quantitativa fent servir un element de reconeixement biologic (receptor
bioquimic) retingut en contacte amb un element de transduccid electroquimic” (Thevenot et al.,
2001). Els biosensors, per tant, son sensors amb una component biologica que té la capacitat de
reconeixer en element i transformar la concentracié d’aquest element en una senyal quimica o

fisica.
Els diferents elements i funcionament basic d’'un biosensor son els segiients (Figura 10):

O OO
O OOO ——— > Muestra a analizar
o Coo~L
Q Elemento biolégico
(célula completa,
enzima, organelo,
Biorreceptor etc.)

Transductor

R, Wy

Detector de senal

Procesador

Figura 10: esquema estructural d’un biosensor (Castro Ortiz, et al., 2007).

Primer de tot, un substrat amb la presencia de I'element que volem quantificar. Aquests
elements poden ser ions, gasos dissolts, antigens, proteines o substrats. En segon lloc, la part
biologica encarregada de catalitzar la reaccié en presencia de l'element, i produir una senyal
quimica o fisica que sera detectada pel transductor, que convertira la senyal en una forma
mesurable com pot ser la intensitat electrica. Lelement biologic que fa de receptor o sistema de
reconeixement quimic pot ser des d’un enzim fins a cél-lules senceres. Per altra banda, el
transductor, que rep la senyal emesa per la part bioldgica pot ser potenciometric, amperomeétric,

conductimetric o de carrega ionica.
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Finalment, la senyal emesa pel transductor sera detectada i processada. En el present cas
d’estudi, i com entrarem en detall més endavant, les piles microbianes es poden considerar com
un biosensor que fa servir cél-lules senceres amb la peculiaritat, i avantatge, de tenir I'element
detector i emissor de senyal eléctric integrats en la part biologica. Les mateixes cél-lules son les
que interaccionen amb el medi i produeixen un corrent eléctric mesurable en forma de potencia
o intensitat de corrent i proporcional a la seva activitat catalitica, sense que calgui un transductor

(Sun et al., 2015).

La importancia en el desenvolupament de biosensors, com les piles microbianes, recau en
presentar-se com una alternativa amb clars avantatges respecte a altres sistemes de deteccié. Al
tractar-se d’un sistema online, sense transductor amb necessitat d’entrada d’energia, permet
obtenir dades de manera continua i instantania, les quals poden ser mesurades i enviades de
manera autonoma i remota. Aix0 presenta una gran avantatge respecte a les mesures puntuals i
analitiques per quantificar la preséncia d’'un element o procés en un medi, les quals requereixen

mostreig, transport i tractament de mostres i analisi més o menys complexos en laboratori.

A nivell d’exemple, i relacionat amb aquest treball, I'analisi de DQO o DBOs en una barrera de
recarrega, requereix de mostreig puntual, enviament a laboratori i obtencié de les dades en un
periode d’hores o dies. El mateix passaria si volguéssim analitzar I'activitat microbiologica en els

diferents estrats de la barrera o d’un aquifer amb tecniques com I'analisi d’ADN, EPS, etc.

A escala de laboratori i sota condicions controlades s’ha demostrat que les MFC sén una eina
gue permet tenir informacid quasi instantania sobre I'activitat microbiologica en un medi i sobre
la concentracid de substrat disponible per als microorganismes. El corrent electric generat per la
pila sota condicions controlades és una mesura de la respiracié bacteriana i, indirectament, de
la quantitat de substrat disponible. D’aquesta manera autors com Kang et al., 2003; Chang et al.,
2004 o Kim et al. 2003, fan servir inoculs a base de sediments de riu o els mateixos presents en
el substrat i aiglies residuals per mesurar nivells de demanda quimica o biologica d’oxigen (DBO
i DQO) en el substrat. En tots els casos, es treballa amb piles de doble cambra, amb els dos

eléectrodes sota condicions controlades.
En aquests experiments es treuen diferents conclusions:

En primer lloc, els estudis demostren una correlacié molt estreta entre la quantitat de matéria
organica en el medi i la senyal eléctrica emesa per la pila degut a l'increment d’activitat
microbiologica, que permet tenir a temps real una mesura relativa de la quantitat de MO al medi
(Figura 11 a i b). A més, aquesta correlacié és lineal quan la DBO és baixa pero no quan és alta.

Aix0 és degut a que la taxa de metabolisme i respiracié dels microorganismes augmenta a mesura

17



. , N . . . UNIVERSITAT POLITECNICA
Guillem de Lorenzo Martinez - Master en enginyeria ambiental DE CATALUNYA
BARCELONATECH

que s’incrementa el substrat, pero fins a cert punt, quan la taxa d’oxidacié es satura i el
metabolisme no augmenta per més que incrementi la quantitat de substrat. Aquestes
dinamiques explicades per la cinetica de Michaelis-Menten s’han de tenir en compte alhora de

mesurar la DBO.

r Interpreted sigmal

(b)

-9 Orgasic matiodieats for Curreat
XL =y o
'y T 1

L

()

-; Cell viability/metabolic HP Current
P activity output

L &4
t .o
*e
*
Anode compartment Cathode compartment

(anaerobic) (aerobic) @ Organic matter @ Toxin ' Increase l Decline

Figura 11: esquema de funcionament d’un pila microbiana com a biosensor(a) i el mecanisme pel qual monitoritza les
fluctuacions en la quantitat de matéria organica al medi (b). Un increment de la DBO suposa un augment en la
quantitat de MO disponible per la part biologica de la pila, que augmenta el seu metabolisme i la senyal d’intensitat
de corrent de sortida. El mateix sistema també pot detectar la preséncia de toxines (c) que inhibeixen l'activitat
biologica i provoca una davallada en la quantitat de senyal eléctrica de sortida (Sun et al., 2015).

Per evitar aquest problema, es distingeixen dos tipus de mesura de DBO en una pila.

Mentre el substrat no saturi la taxa metabolica dels microorganismes, podem mesurar la
intensitat de corrent instantania. Aquesta mesura amperometrica, sera proporcional a la activitat
biologica i quantitat de MO present al medi. Aquest tipus de mesura té un rang de concentracio
de DBO detectable, entre 100 i 200mg/L de DBO, amb l'avantatge que les mesures poden ser
continues. A més, en aquest sistema, és molt important controlar qualsevol altre factor que
pugui saturar la oxidacid i funcionament de la pila, com pot ser la saturacié de les reaccions de

reduccio del catode o la preséncia d’acceptors d’electrons a I'anode.

Per altra banda, les mesures coulométriques ens permeten enregistrar la quantitat total de
carrega produida per la pila funcionant en mode tanda o batch quan la quantitat de substrat és
molt elevada i la taxa d’oxidacio, i d’intensitat de corrent eléctric, esta saturada. Aquesta mesura
ens dona un valor acumulatiu de la quantitat de MO que ha estat metabolitzada al llarg del
temps. El rang de DBO detectable pot ser molt elevat, per sobre d’ 1g/L de DBO, pero les mesures
necessiten un llarg temps d’oxidacid, de diverses hores, i les mesures son discretes (Prévoteau i

Rabaey, 2017).

18



. , N . . . UNIVERSITAT POLITECNICA
Guillem de Lorenzo Martinez - Master en enginyeria ambiental DE CATALUNYA
BARCELONATECH

En segon lloc, es demostra la repetibilitat d’aquest sistema, aixi com la longevitat que pot tenir
una MFC en funcionament continu i estable. Kim et al., 2003, va fer funcionar la pila durant 5
anys, produint corrent de manera estable amb oscil-lacions proporcionals a un ampli espectre

de la DBO al substrat i de nivells d’activitat microbiologica.

En tercer lloc, el temps per colonitzar i generar els biofilms necessaris per considerar la pila
estable son relativament llargs, entre 3 i 8 setmanes. Per contra, el temps de resposta als canvis
de concentracié de la MO al medi de la pila un cop estable, son molt rapids, d’entre 5 minuts a

10 hores segons la font (Sun et al., 2015).

Per altra banda, diferents estudis han treballat la influéncia d’altres factors a DBO constant com
la temperatura, que correlaciona lineal i positivament amb la intensitat de corrent, el pH, amb
valors optims per la intensitat a pH neutre i amb la conductivitat, que també correlaciona

positivament amb la intensitat de corrent produida.

Altres millores que sorgeixen son l'aplicacié d’un voltatge extern per amplificar la generacié de
corrent per part de la pila. Aixd permet als microorganismes treballar al potencial maxim de

generacio d’intensitat electrica (Modin i Wilén, 2012).

Totes les millores que s’han anat desenvolupant al voltant de les MFC com a biosensors per
monitoritzar la DBO en aiglies residuals han permes comercialitzar el primer analitzador de DBO
online basat en la tecnologia de les MFC amb mesures amperomeétriques (Figura 12, esquema
funcionament), el HABS-2000, a Corea (KORBI, sense data). Aquest aparell permet analitzar
mostres d’aigua tant residuals com d’entorns naturals per mesurar la DBO entre 0 i 2000mg/L.
Tot i aix0, aquesta tecnologia no pot competir encara amb altres models analitics degut a la falta
d’estabilitat, sensibilitat i temps de resposta (Sun et al., 2015), aixi com la necessitat de mostreig

i obtencid de mesures discretes.
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Figura 12: principis del funcionament del HABS-2000, explicats a la mateixa web on es comercialitza el producte. La
oxidacié de la matéria organica a la MFC (esquerra) genera una intensitat de corrent proporcional a la quantitat de
DBO al medi (dreta) (Korbi, sense data).
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En tots els casos, totes aquestes piles experimentals o comercialitzades son tancades, amb
necessitat de bombejar la mostra a través de I'anode, control d’oxigen a I'anode i catode i amb
preséncia de membrana. A més, estan molt focalitzades en la monitoritzacié de DBO en aigles

residuals.

Tot i aquests avangos, el salt de les piles de laboratori al camp, comporta grans reptes pel que fa
a tots aquells factors hidrogeologics que poden afectar al funcionament de la pila (pH,

temperatura, nutrients, diversitat microbiana, condicions REDOX, conductivitat, etc).

Les primeres piles submergibles (SMFC) aplicades en I'ambit de les aiglies residuals per mesurar
la DBO tenien l'anode directament submergit i en contacte directe amb I'efluent anaerobic
d’aiglies residuals i el catode tancat en condicions controlades i oxigenat. Les dues cambres, una
oberta al medi i l'altre tancada, estaven separades per una membrana d’intercanvi protonic

(PEM) (Peixoto et al., 2011).

En aquest cas, es torna a trobar una correlacié lineal entre la concentracié de carboni organic i

la intensitat de corrent produida per la pila amb DBOs per sota de 78 £ 8mg O,/L.

Un dels punts febles d’aquesta tecnologia és la difusid d’oxigen a través de la PEM a la zona
anoxica on s’ubica l'anode. Més enlla de la millora de la eficiencia de les PEM (Ayyaru i
Dharmalingam, 2014; Kim et al., 2009) les MFC amb eléctrodes lliures, sense membrana, son una
bona solucié en la instal-lacié a camp, sempre i quan es pugui mantenir el diferencial REDOX
necessari entre els dos electrodes gracies a la distancia entre ambdds electrodes i les

caracteristiques del medi, anoxic a I'anode i condicions oxidants al catode.

Si ens centrem en I'Us de les piles per analitzar I'activitat microbiana i DBO d’aiglies subterranies
Zhang i Angelidaki, 2011, troben un bon potencial d’aplicabilitat d’aquesta tecnologia al camp,
tot i que lI'experiment segueixi duent-se a terme en una pila de laboratori amb mostres d’aiglies

subterranies contaminades.

En aquest cas, es troba bona correlacié entre la intensitat de corrent de la pila i la concentracio
de DBO un cop esta format el biofilm de I'anode. En canvi, aquest sistema no ha servit per
mesurar l'activitat microbiana. Per altra banda, la intensitat de corrent generada per una pila
fresca, sense l'anode colonitzat, si que mostra correlacié amb I'activitat microbiana de la mostra,

pero no amb la DBO.

Amb aixo, el salt cap a piles obertes com a sensors, en contacte directe amb el medi i instal-lades
directament en masses d’aigua que volen ser analitzades son molt actuals i escassos (Varshney

et al.,, 2023).
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Velasquez-Orta et al., 2017, analitza la possibilitat de fer servir les piles microbianes per
monitoritzar episodis de contaminacio fecal en aiglies subterranies poc profundes ubicant les
piles en pous com a alternativa als actuals analisis d’OD, DBO, DQO, coliforms, terbolesa,

conductivitat, etc.

D’aquest treball es destaca la importancia de la temperatura en la resposta de la pila, perd no

pas de la salinitat ni la resisténcia externa.

La intensitat de corrent obtinguda en la pila al laboratori (episodi de contaminacid artificial) i al

de camp (episodi de contaminacid natural) son diferents, amb nivells més baixos en el segon cas.

Tot i aix0, la resposta de les 2 piles ubicades al pou, una amb els dos eléctrodes a la zona amb
aiguail’altraamb I'anode al sediment i el catode a I'aigua (SMFC), mostren una resposta en forma
d’increment d’intensitat de corrent quan es dona un episodi de contaminacio significant, sobre
tot en el primer cas. Aquesta observacié és molt important, ja que demostra que la pila té una
resposta qualitativa similar en camp respecte als multiples experiments de laboratori amb canvis

en la concentracié de MO.

Corbella et al., 2019, estudia el potencial d’'una MFC com a bioindicador per mesurar la DQO en
sistemes naturals de tractament d’aigiies residuals (Structured Wetland Microbial Fuel Cell, SW-
MFC). En aquest experiment, a més dels treballs de laboratori, s'ubiquen un seguit de piles en
una sistema a escala pilot, on la mostra (aiglies residuals) flueixen de manera continua pel
sistema amb oscil-lacions en la COD. L'objectiu és fer servir la pila com a sistema d’alarma online

qguan la COD augmenta per sobre de certs valors.

En aquest cas, es troba una bona resposta entre I'augment puntual de DQO i la intensitat de
corrent produida per la pila amb cert decalatge curt de temps. Altres observacions importants
son que la pila no funciona de manera estable fins la tercera setmana degut a I'establiment de
la biomembrana i funciona amb un bon rang de senyal entre 3 i 4 setmanes. A parir d’aqui, el
rang de senyal disminueix considerablement degut possiblement a I'acumulacié de matéria

organica i taxa de respiracié endogena.

Fernandez-Gatell et al., 2022 estudia la implementacié d’una pila microbiana alimentada amb
electricitat per monitoritzar I'activitat microbiana i quantitat de biomassa en sistemes saturats
amb aiglies residuals. En aquest treball, es troba molt bona correlacié entre la intensitat de
corrent generada per la pila i els diferents parametres estudiats: activitat enzimatica, ATP

(adensoine triphosphate) i biomassa (solids volatils) al medi.

21



. , N . . . UNIVERSITAT POLITECNICA
Guillem de Lorenzo Martinez - Master en enginyeria ambiental DE CATALUNYA
BARCELONATECH

Amb aquests analisis de I'estat de I'art de les piles microbianes com a biosensor aplicats en aiglies
subterranies podem concloure que, tot i el potencial esmentat en gran part dels articles (Tront
et al. 2008; Velasquez-Orta et al., 2017), sobre tot en aiglies subterranies sota tractaments de
bioremediacid, atenuacid natural o recarrega d’aquifers, la recerca en camp encara no s’ha dut
a terme o esta en estadis molt incipient i no s’ha trobat cap experiment d’aplicacié de MFC com

a biosensor d’activitat microbiologica ni DBO en sistemes edafics aplicat al camp o plantes pilot.
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3. Material i metodes

3.1. Planta pilot de recarrega artificial d’aquifers de Palamds
El present estudi s’ha dut a terme en una planta pilot de recarrega d’aqifers artificials en

funcionament des de 2018 i ubicada a la Estacid Depuradora d’Aiglies Residuals (EDAR) de

Palamés (Catalunya, Espanya).

En aquesta planta de tractament, les aiglies residuals provenen de Palamés i altres municipis del
voltant, amb un cabal de disseny de 33.000 m3/dia i 165.450 habitants equivalent. El procés
consta de pretractament, tractament primari per sedimentacid, tractament secundari biologic
per fangs activats en un sistema de fluxe-pisté i I'efluent s’aboca al mar Mediterrani via emissaris.
Cal destacar que una particularitat d’aquesta EDAR és la d’'una gran fluctuacié de volum d’aigua
residual tractada, que es triplica a I'estiu durant la temporada turistica (ACA, 2024; CACBGI,
2024). El clima de la zona és tipicament Mediterrani, amb temperatures minimes de desembre
a febrer, amb minimes de 32Ci maximes al juliol i agost, amb maximes de 362C. Les precipitacions

es concentren als mesos d’octubre, novembre, abril i maig.

La planta pilot consta de 6 sistemes de recarrega independents els quals s’alimenten amb
I'efluent de la mateixa EDAR (Valhondo et al., 2020) (Figura 13, A). El present estudi us duu a
terme en 2 d’aquests sistemes. L'objectiu general de la planta pilot és imitar a menor escala un
sistema de recarrega artificial d’aqiifers amb un tractament sol-aquifer (MAR-SAT). El principal
interés de la planta pilot recau en estudiar diferents composicions de barreres reactives de
recarrega per avaluar la seva eficiencia en la millora de l'aigua de recarrega i com afecta a les
dinamiques en el sistema de l'aqiifer centrats en la reduccid i atenuacié de contaminants
recalcitrants. Per aquest motiu, la planta pilot s‘opera amb periodes de recarrega
d’aproximadament 2 mesos de manera continua i sota certes condicions, compaginats amb

periodes de repos.

Cada un dels 6 sistemes consta d’un tanc de recarrega que imita una bassa d’infiltracié de
2,38x1,5x1,15 m? a la part superior de l'aqliifer (Figura 13, b). Aqui s’'ubiquen les diferents
barreres, en el nostre cas la barrera 31 consta de 49% de compost vegetal, 49% de sorra i 2%
d’argiles mentre que la barrera 51 esta composta per un 50% de sorra, 30% de MO (Compost +
encenalls de fusta), 10% de biochar, 8% de zeolites i 2% d’argiles. En tots els casos hi ha vegetacio

natural a la part superior de la barrera reactiva i una capa de 15cm de grava a la part inferior.

L'aquifer artificial té una longitud de 15m de llarg, 2,38m d’ample i 1,5m d’alcada. S’estudien 2
tipus d’aqliifer, un amb substrat homogeni, corresponent a la barrera 3, i 'altre a amb substrat

heterogeni, barrera 5.
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A la sortida de l'aquifer, I'efluent es recull i quantifica. Al llarg de I'aqifer s’'ubiquen un total de 9
piezometres, 3 unitats en 3 seccions A, Bi C a una distancia de 1,5m, 5,5m i 12,5m de la barrera,

respectivament. Addicionalment, hi ha un piezometre ubicat a la part inferior de la barrera,

travessant la zona de grava i en posicié diagonal (Figura 13, b).
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Figura 13: vista aéria de la planta pilot de Palamds (A), on es poden distingir els 6 sistemes MAR-SAT independents
amb les basses de recarrega a la part superior (T1 a T6). (B) Esquema de la seccio (superior) i planta (inferior), d’un
dels sistemes MAR-SAT. A la part esquerra, la bassa de recarrega amb les barreres i el piezometre oblic. A llarg de
l'aqiiifer els piezometres ubicats a les seccions A, B i C. Finalment, la zona de descarrega, amb control de I'efluent
(Valhondo, et al., 2020).
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3.2. Assaig amb piles microbianes
Per tal d’avaluar la viabilitat de I'Us de piles microbianes com a biosensor en instal-lacions de

recarrega gestionada d’aquifer, durant 5 mesos (del 9 de marg al 9 de novembre del 2021) es van
instal-lar un total de sis piles a les instal-lacions de Palamds. Les piles estaven formades per un
anode i un catode de 10cm de llarg separats entre ells 8 cm (Figura 14). Les piles consistien en
una malla d’acer inoxidable de grau mari (grau A316L, fil de malla 4,6mm, @ fil 1mm, S/ISO
9044:1999) que envoltava granit granular procedent d’escoria d’eléctrode de fosa (grafit granular
reciclat (>98%C, <0,05% S, <0,05% N, <1% cendres, <0,5% volatils, tamizat a >4,6 mm)). A la
meitat de I'algada de I'anode hi ha I'electrode de referéncia, d’Ag/AgCl (3M NaCl), model RE-6 de
la marca Prosense. Els tres eléctrodes estan connectats a un potenciostat, NEV4 de la marca

Nanoelectra, que manté el potencial entre 'anode i I'eléctrode de referéncia a 0, 3V.

v ) A
Figura 14: imatge d’una de les piles instal-lades. A, eléctrode superior que fa de catode; B, eléctrode de referencia i C,
electrode inferior que fa d'anode.

Les sis piles es van distribuir en dos tancs (tres al Tanc 3 i tres al Tanc 5) disposades de la seglient
manera (Figura 15): una pila ubicada a la bassa d’infiltracié del tanc (Pila 31 i Pila 51) amb el
catode submergit a la lamina d’aigua de recarrega i la part inferior de I'anode a 25 cm de
profunditat de la barrera; una segona pila ubicada al piezometre oblic (Pila 32 i Pila 52) ubicat
per sota de la barrera, a la zona de grava; i una ultima pila al piezometre de I'aqifer de la seccié
A (Pila 33 i Pila 53) ubicat a una distancia d’1,5 metres de la barrera. Les piles ubicades als
piezOmetres estan a una profunditat a la qual I'anode esta submergit i el catode esta per sobre

del nivell de I'aigua, catode aeri.
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Figura 15: esquema de la bassa de recarrega i el primer tram de I'aqiiifer amb la ubicacic de les piles (tanc 3 i tanc 5).
Dibuix a escala excepte la mida de les piles, sobredimensionades. Pila 1, ubicada a la barrera amb I'‘anode (A) a la
barrera reactiva i el catode (C) submergit a la lamina d’aigua de recarrega. Pila 2, ubicada al piezometre oblic amb
anode submergit i catode aeri. Pila 3, ubicada al piezometre de la seccié A, amb I'anode submergit i el catode aeri.

A nivell d’operacio, al sistema MAR-SAT es distingeixen 3 periodes de recarrega, alternats amb
periodes de repos. El primer periode de recarrega esta comprés entre el 9 de marg i el 18 de

maig; el segon entre el 4 de juny i el 27 de juliol; i el tercer entre el 26 d’agost i el 9 de novembre.

Durant I'experiment, les fluctuacions en els nivells de I'aqiifer han fet que les piles ubicades als
piezometres alternessin periodes amb i sense lamina d’aigua, fins i tot durant els periodes de
recarrega. El fet que I'anode alternés mesures amb i sense aigua de manera no controlada ha
provocat que les lectures siguin erratiques i no interpretables en algunes piles, concretament es
descarten 4 piles al piezometre oblic i seccid A i es treballa només amb dades generades per les
MFC 31 i 51 ubicades a les barreres. En aquestes piles ubicades a la barrera s’"ha monitoritzat la
preséncia de lamina d’aigua i s’han pogut descartar els periodes amb abséncia de lamina, tal i

com es descriu més endavant.

Les dades obtingudes per les piles son continues, cada 30 segons, i expressades en forma

d’intensitat de corrent (ampers).

3.3. Variables monitoritzades durant I'assaig
A més de les dades obtingudes amb les piles microbianes a la planta Pilot de Palamés, es disposa

d’altres mesures discretes, semicontinues i continues sobre diferents parametres fisics, quimics

i biologics del sistema per dur a terme I'analisi multivariant i altres estadistics (Taula 2).
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Taula 2: dades fisiques, quimiques i biologiques de la planta pilot MAR-SAT a la EDAR de Palamds preses entre el 9 de
mar¢ al 9 de novembre del 2021. S’inclouen dades de I'estacié meteorologica de la EDAR (Meteo), de la barrera a
diferents profunditats (barrera, profunditat en cm), dels piezometres (oblic, A o C) i de I'aigua de recarrega a la sortida
del secundari (afluent). Les variables estan distribuides en continues, semi-continues o discretes segons la freqiiéncia
de mesura. S’han descartat vari ables repetides puntuals quan se’n tenen de discretes i variables a mes de 30 cm de
profunditat de la barrera.

CONTINUES
Dada Unitats Lloc de mostreig Freqgiiéncia
Intensitat de corrent | A Barrera Cada 30 segons
de la MFC
Temperatura afluent | °C Afluent Cada 30 minuts
Conductivitat afluent | mS/cm Afluent Cada 30 minuts
Temperatura oC Meteo Cada 15 minuts
ambiental
Pluviometria mm Meteo Precipitacié acumulada
cada 15 minuts
Nivell aquifer Metres Oblic 30 minuts
Oxigen dissolt mg/L Barrera, 5 cm 3 segons
Barrera, 10 cm
Barrera, 20 cm
Barrera, 30 cm
Temperatura barrera | 2C Barrera, 5cm 3 segons
(sonda OD) Barrera, 10 cm
Barrera, 20 cm
Barrera, 30 cm
Humitat relativa % Barrera, 10 cm 30 minuts
Barrera, 20 cm
Barrera, 30 cm
Temperatura barrera | °C Barrera, 10 cm 30 minuts
(sonda HR) Barrera, 20 cm
Barrera, 30 cm
Lamina d’aigua cm Barrera Cada 2-6 dies
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SEMICONTINUES

Dada Unitats Lloc de mostreig Freqiiéncia
DQO mg 0,/I Afluent Setmanal
DBOs mg O,/| Afluent Setmanal
Ph Ph Afluent Setmanal
MES mg/I Afluent Setmanal
Clorurs mg Cl/I Afluent Cada 2 setmanes
Amoni mg N-NH,4/L Afluent Setmanal
Nitrats ppm Afluent Setmanal
Nitrits mg N-NO,/L Afluent Setmanal
N total mg N/L Afluent Setmanal

P total mg P/L Afluent Setmanal

DISCRETES

*Totes les dades discretes mostrejades els dies: 09/03/21; 06/04/21; 20/04/21 i 18/05/21

Dada Unitats Lloc de mostreig

E. Coli log UFC/100ml Afluent, AiC

MES mg/L Afluent, AiC

Bacteriofags log UFP/100ml Afluent, AiC

Activitat biologica. EPS | ugBSA/g Mostra de sol de la barrera a 15, 28, 41 i 54 cm
(Exopolysaccharides) ug glucosa/g

Viabilitat cel-lular UFC/g Mostra de sol de la barrera a 15, 28,41 i 54 cm
ADN 16s copies/g Mostra de sol de la barrera a 15, 28,41 i 54 cm
Carboni oxidable total % Cox Mostra de sol de la barrera a 15, 28,41 i 54 cm
Materia organica %MO Mostra de sol de la barrera a 15, 28, 41 i 54 cm

Aguestes dades han estat analitzades, filtrades i s’ha treballat amb mitjanes horaries amb totes

les dades continues abans de procedir amb els analisis estadistics.

3.4.Seleccio del periode d’estudi
Donat el llarg periode d’instal-lacié de les piles i el seguit de condicions que afecten al seu

funcionament, es fa un estudi previ per tal d’acotar el periode per fer la PCA i la resta d’analisis
estadistics. Per dur aquest analisi previ, es descarten els periodes sense recarrega o sense lamina
d’aigua a la barrera i es tenen en compte tots aquells factors que puguin condicionar el
funcionament de les piles. Tot i que les piles s’instal-len al marg, no és fins al dia 2 d’abril que es

comencen a prendre dades de manera continua a les dues barreres. Es decideix fer 2 analisi:
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Analisi en un periode curt de temps (9 dies) amb condicions optimes i estables de
funcionament per les piles, amb l'objectiu de veure quines components afecten més a
les mesures d’intensitat de corrent. Aquestes condicions séon amb lamina d’aigua
permanent a la barrera per assegurar el catode submergit en aigua de recarrega en
contacte amb I'atmosfera i I'anode al substrat saturat d’aigua. Les lectures d’intensitat
de corrent en aquest periode segueixen un patré logic de corrent positiva, sense valors
extrems i mesures continues tan per la intensitat de corrent com per les altres variables
estudiades. S’eviten episodis de pluja, ja que suposen canvis bruscos en les condicions
de funcionament de la barrera. Tot i voler evitar altres episodis de canvis bruscos,
s’inclou una perforacio de les basses de recarrega el dia 6 d’abril. Lanalisi es duu a terme
entre els dies 02.04.2021 (12:00) i 10.04.2021 (13:00) (Figura 16).

Analisi periode llarg (47 dies) en condicions optimes de funcionament per les piles pero
gue incloguin periodes de pluja i altres esdeveniments puntuals. LUobjectiu d’aquest
analisi més complex és veure si es mantenen les correlacions de la primera PCA i avaluar
I'efecte de canvis bruscos en les condicions experimentals. Aquest segon periode permet
la integracié a 'analisi estadistic de dades semicontinues i discretes i buscar correlacions
entre elles. En aquest cas, les dades continues de corrent i altres variables poden
contenir salts i valors perduts i caldran sistemes d’extrapolacié per completar les dades.
L'analisi es duu a terme entre els dies 02.04.2021 (12:00) i 18.05.2021 (12:00), descartant

els periodes amb abséncia de dades i no extrapolables (Figura 16).
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Figura 16: linia temporal amb la representacio grafica de les séries de dades de corrent eléctric a les barreres del tanc
5(51)itanc 3 (31). Ombrejat amb taronja els periodes amb lamina d'aigua en les 2 basses de recarrega (tanc 3 i 5) i
ombrejat amb blau només lamina d'aigua a la barrera del tanc 3. En gris, eix secundari, precipitacio expressada en
mm acumulats en 15 minuts. Requadres grocs marquen els 3 periodes amb la recarrega activa. Fletxes vermelles
marquen dies on es perfora la barrera de les basses d'infiltracio. El requadre blau puntejat, marca el periode curt on
es fa el primer andlisi de components principals.

La resta de periode temporal es descarta en aquest treball per diferents motius, el sistema de

recarrega esta parat, no hi ha dades d’intensitat de corrent o altres dades rellevants o bé no hi

ha I'amina d’aigua que garanteixi el correcte funcionament de la pila.
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3.5. Analisi de Components Principals (PCA)
Els analisi estadistics multivariants permeten tractar gran quantitat de dades i analitzar

simultaniament diferents variables i la resposta que tenen entre elles. Un dels metodes
d’interdependéncia que estudia la estadistica multivariant és I'analisi de components principals
(PCA), que permet generar un sistema de variables més petit que sintetitza el grup de variables
original. En altres paraules, aquesta eina permet reduir les dimensions d’un conjunt de variables
d’ ”“n” dimensions a tan sols 2 o 3 i, per tant, el resultat es pot representar graficament en
aquestes components principals (PCs) generades. Aquestes components expliquen el maxim
possible de la variabilitat del conjunt de dades analitzat i busquen, a demés, la maxima
ortogonalitat respecte a I'anterior. Per fer aixo, les solucions estan sotmeses al metode de rotacio
varimax, el qual busca que cada variable estigui representada només per una component,

minimitzant aixi el nimero de variables dintre de cada component.

Aguesta metodologia facilita, doncs, la representacid grafica d’un sistema multi-dimensional,

pero cal tenir en compte que alhora en dificulta la interpretacié dels resultats.

Un dels objectius de la PCA en aquest treball és ponderar laimportancia de les diferents variables
respecte al funcionament de les piles microbianes i veure si les dades obtingudes amb aquesta
tecnologia es poden correlacionar amb altres variables, principalment amb les dades

biologiques.

Aquest analisi s’ha dut a terme només amb les dades continues i no permet analitzar aquells
punts on falten dades en alguna de les séries. Per aquest motiu, es fa un treball d’extrapolacio
pet tal d’evitar en la mesura del possible la perdua de dades que no entren a I'analisi (capitol 4.1,

extrapolacié de dades).

En els resultats d’aquest treball es presenten un total de 4 blocs de PCAs a curt termini, a llarg
termini incloent intensitat de corrent, a llarg termini sense incloure la variable intensitat de

corrent i a llarg termini diferenciant abséncia i preséncia de pluja.

La exclusié de la intensitat de corrent generada per les piles de la PCA permetra comparar la

correlacid que té la intensitat de corrent amb la resta de variables i amb les components extretes.

En el cas de les PCAs fetes amb i sense pluja, permetran avaluar si hi ha un canvi del
comportament de les piles respecte a la resta de variables durant els episodis de pluja. Per tant,

es fan 2 PCAs paral-leles segregant el periode estudiat amb la variable categorica pluviometria.

30



. , N . . . UNIVERSITAT POLITECNICA
Guillem de Lorenzo Martinez - Master en enginyeria ambiental DE CATALUNYA
BARCELONATECH

En tots els casos, les components extretes presentades als resultats estan limitades a 2, tot i que
s’han fet també les mateixes PCAs amb 3 dimensions per avaluar la importancia de la tercera

component extreta.

Els diferents analisis estadistics, inclosa la PCA, estan fets amb el programari SPSS (IBM SPSS

Statistics 28).

3.6. Analisis de correlacié de variables semicontinues, discretes i components
principals.
A més de les PCAs, es fan un seguit d’analisis de correlacié lineal entre la intensitat de corrent

generada per la pila i les diferents variables, incloent les components generades en la PCA.
Per a les variables continues, incloses també en la PCA, I'analisi es fa amb les mitjanes horaries.

En canvi, per comparar les dades semicontinues de I'afluent d’entrada al sistema MAR-SAT, les
guals no s’han integrat a la PCA, amb la resta de dades continues, es treballa amb la mitjana
diaria d’aquells dies on hi ha dades de I'afluent. En aquest analisi, que permet comparar les
variables de I'afluent amb les variables ambientals, de la barrera i les components de les PCAs,
s’han descartat algunes variables repetitives com les diferents mesures de concentracié de

nitrogen o dades poc rellevants i puntuals com els clorurs.

Per ultim, les mesures de I'activitat biologica i concentracié de carboni organic a la barrera es
comparen amb el funcionament de la pila. Es tracta, concretament, de 4 mesures puntuals
distribuides en el temps de les quals només 3 coincideixen amb el periode de funcionament de
la pila. Per estudiar la correlacié es fan servir les 3 dades puntuals a 28 cm de profunditat i es
creuen amb la mitjana diaria de la intensitat de corrent i les components extretes a la PCA pels

dies 06/04/21, 20/04/21i 18/05/21.

3.7. Diferéncies entre barreres
Per Ultim, es comparen les mitjanes de les variables més rellevants entre les dues barreres a

través d’'una comparacié per T-test. Amb aquest analisi es busca si hi ha valors d’activitat
biologica, carboni organic i intensitat de corrent a la pila més elevats en una barrera que en

I'altra.
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4. Resultats

4.1.Seleccid i tractament de dades per I'analisi multivariant
Abans d’introduir les dades a la PCA s’ha dut a terme la seleccié i tractament de les diferents

variables de les quals es disposa i s’han fet un seguit de PCAs prévies per avaluar les millors
condicions de I'analisi. En primer lloc, es treballa amb les variables continues les quals es filtren,
s’eliminen valors extrems o erratics i es treballa amb la mitjana horaria. Per la PCA a curt termini,
entre els dies 02.04.2021 (12:00) i 10.04.2021 (13:00), hi ha un total de 193 franges horaries. Al
periode llarg d’estudi, que inclou al curt, es treballa amb 47 dies entre el 02.04.2021 (12:00) i
18.05.2021 (12:00) i que suposen un total de 1105 franges horaries. La versioé utilitzada d’SPSS
(v28) permet (a diferéncia de versions anteriors) fer la PCA sense haver de normalitzar les series

de dades per tal que tinguin un rang semblant entre elles.

Reduccié de variables d’entrada
En primer lloc, es selecciona una de les dues mesures de temperatura de la barrera disponibles,

una vinculada a la sonda d’humitat relativa i I'altre a la sonda d’oxigen dissolt. Ambdues sondes
tenen mesures molt semblants perd amb nivells basals 1,52C diferents. S’escullen les dades

generades amb la sonda d’oxigen dissolt ja que estan més completes.

Les variables d’oxigen dissolt, temperatura i humitat relativa de la barrera estan disponibles a
diferents profunditats. Degut a la correlacié generalitzada de la mateixa variable a diferents
profunditats, la PCA es veu molt condicionada si entrem totes les dades, ja que genera
components a mida per a una sola variable, per exemple, la primera component respon a la

temperatura a 6 profunditats diferents i discrimina altres variables amb un sol punt de mostreig.

Per aquest motiu es selecciona la profunditat a 20 cm per les variables OD, HR i temperatura de

la barrera, tenint en compte que I'anode de la pila esta a 25 cm de profunditat.

La variable lamina d’aigua a la bassa de recarrega, es passa a categorica, amb o sense presencia,
i marca el correcte funcionament del sistema i de la pila microbiana a la barrera. Per tant, aquesta
variable ens marca els periodes on es pot fer la PCA i es descarten tots el periode sense lamina

d’aigua.

La pluviometria es passa també a variable categorica. D’aquesta manera, es poden separar els

periodes d’estudi segons si hi ha abséncia o preséncia de pluja.

En I'estudi a llarg termini s’inclouen només una de les 3 mesures de temperatura de les quals es
disposa, ambient, efluent i barrera a 20cm. Aixo és degut a que les 3 temperatures tenen un

patré molt semblant al llarg de I'estudi i condicionen molt la generacié de la primera component
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en la PCA. Si es té en compte només una de les temperatures, en aquest cas la de la barrera, es
considera que es pondera millor la rellevancia de la resta de variables. D’aquesta manera
s'augmenta la extraccié de totes les variables en detriment de la temperatura, que disminueix

lleugerament.

Decalatge temporal
Un altre factor que pot influenciar el resultat de la PCA i la correlacié entre variables és el

decalatge temporal que poden tenir les dades preses en diferents punts de mostreig. Lexemple
més clar és la temperatura a diferents profunditats respecte a la temperatura ambiental. Tot i
estar correlacionades entre elles, la velocitat de difusié fa que els canvis de temperatura
ambiental arribin de manera retardada a les capes més profundes de la barrera. Aixo pot
provocar una pérdua de correlacié entre dades que si que ho estan, degut a la dinamica del

sistema, sobre tot en les oscil-lacions diaries.

Tot i aix0, no s’ha considerat necessari corregir cap decalatge amb les variables estudiades

(Annex 1).

Extrapolacié de dades
L'execucid de la PCA té el condicionant que quan hi ha una dada que falta en una de les series,

s’exclou de I'analisi aquella franja horaria per a totes les séries. Aix0 vol dir que, per tal que cada
una de les 1105 franges horaries de I'estudi entrin a I'analisi, s’"han de tenir dades pera totes les

variables estudiades per a aquella hora.

Donat que hi ha gran quantitat de valors perduts en diferents variables, s’estudia extrapolar i

interpolar les dades que falten per ampliar I'abast de I'estudi.

La interpolacid de valors perduts puntuals es duu a terme com a mitjana del valor

immediatament posterior i anterior.

Del total de 1105 franges horaries incloses a I'estudi a llarg termini, només n’hi ha 700 amb les

dades completes a la barrera 311730 a la barrera 51, incloent 8 dades puntuals interpolades.

Si s’extrapolen dades amb un criteri conservador per a les variables temperatura de la barrera i
humitat relativa, s'aconsegueixen entrar a la PCA 871 franges horaries a la barrera 31809 a la

barrera 51 (detalls a 'Annex 1).

Aplicacié de logaritmes
L'aplicacié de logaritmes pot millorar la correlacié i covariancia entre les diferents variables i, per

tant, millorar la resolucié de la PCA aixi com potenciar variables d’interés com la intensitat de
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corrent. En aquest cas, s’han aplicat logaritmes decimals només a la variable intensitat de corrent

tan per les PCAs com pels estudis de correlacié entre variables (Annex 1).

4.2.PCA periode curt
El primer analisi de components principals es duu a terme amb les dades disponibles entre els

dies 02.04.2021 (12:00) i 10.04.2021 (13:00) i incloent les variables resumides a la Taula 3. Com
hem comentat anteriorment, les condicions durant aquest periode sén relativament estables,
amb oscil-lacions de temperatura ambiental diaries pero en abséencia de pluja, amb I'Gnic fet
puntual de la perforacid de les barreres per evitar 'acumulacid d’aigua a la bassa de recarrega el

dia 6 (Figura 16).

Taula 3: variables incloses en els 2 PCA fetes a curt termini

Variables ambientals | Variables afluent | Variables barrera 31 Variables barrera 51
- Temperatura - Temperatura | - Corrent_Log - Corrent_Log
- Conductivitat | - Nivell aquifer - Nivell aquifer
- Oxigen dissolt a 20cm - Oxigen dissolt a 20cm
- Temperatura a 20cm - Temperatura a 20cm
- Humitat relativa a 20cm - Humitat relativa a 20cm
PCA 31 X X X
PCA 51 X X X

Els resultats obtinguts a les 2 PCAs es mostren a la Taula 4, on hi ha la proporcié de variancia
explicada per cada una de les dos components. Aquelles variables que no tenen una clara
correlaci6 amb una sola component, valors d’extraccié superior a 0,5 per a més d’una
component, s’han ressaltat. Per Gltim, es fa servir el valor del test KMO (Kaiser-Meyer-0Olkin) que
indica la adequacid del mostreig, el qual és maxim amb valors de 1 i ha de tenir un valor minim

de 0,5 per tal que I'analisi sigui consistent.
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Taula 4: correlacio entre les variables i les components obtingudes amb els dos analisis de components principals. Entre
paréntesis, grau d’extraccio de la variable per a cada component en espai rotat (métode Varimax amb normalitzacio
Keiser). Les variables en negreta indiquen valors d’extraccio superiors a 0,5 en més d’una component. Percentatge de
variabilitat explicada per cada component expressat en percentatge no acumulat.

Numero de Variables % de Valor test
component Correlacié positiva Correlacio negativa variancia KMO
nivell ag. 31 (0,85) HR barrera 31 (0,94)
temp, barrera 31 (0,84) OD 31 (0,54)
1 64,2
PCA 31 temp. ambiental (0,69) 0,80
intensitat corrent 31-Log (0,687)
2 temp. afluent (0,91) cond. afluent (0,84) 11,8
temp. ambiental (0,89) cond. afluent (0,78)
nivell ag. 51 (0,89)
1 HR barrera 51 (0,88) 54,4
temp. barrera 51 (0,77)
PCA 51 0,68

temp. afluent (0,65)

intensitat corrent 51-Log (0,95) cond. afluent (0,53)
2 0D 51 (0,88) 23,0
temp. afluent (0,62)

A la PCA 31, amb les variables ambientals, de l'afluent i de la barrera 31, es generen 2
components que expliquen el 76% de la variabilitat i amb un valor KMO de 0,80 (Taula 4). A la
distribucio de les variables dins de I'espai bidimensional format per les dues components (Figura
17), destaquem l'agrupacio de les variables a la part positiva de la component 1 de temperatura
de la barrera, temperatura ambiental, intensitat de corrent i nivell de I'aquifer. A la part negativa
la humitat relativa i I'oxigen dissolt. A la component 2 trobem les dues variables de I'afluent, la

temperatura correlaciona positivament i la conductivitat negativament.

D’aquesta manera trobem la intensitat de corrent agrupada amb la resta de variables de la
barrera i la temperatura ambiental. Per altra banda, un comportament diferent per les variables
de l'afluent. La principal diferencia en el comportament de les dues components son que les

oscil-lacions diaries son inverses (Figura 18).
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Figura 17: distribucio de la correlacio de les variables amb les 2 components principals dels analisis PCA 31 (superior)
i 51 (inferior). S’inclouen dades ambientals (punt verd), de I'afluent (punts blaus) i de la barrera (punts taronges).

La segona PCA, centrada a la barrera 51, té una variabilitat explicada del 77,4% amb les 2

primeres components i una KMO de 0,68. La temperatura ambient correlaciona positivament

amb la component 1, cosa que significa que la component generada en aquest cas és semblant

a la PCA 31. També la temperatura de la barrera i el nivell de I'aqiiifer a la part positiva i I'oxigen

dissolt a la part negativa de la primera component és semblant a la PCA anterior. Per contra, les

variables que mostren un comportament diferent amb la barrera 31 son la humitat relativa, en
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aquest cas a la part positiva de la component 1 i la intensitat de corrent, a la part positiva de la
segona component, en comptes de la primera. Les dues variables de l'afluent, tot i que
inversament, estan agrupades a la component 2. En aquesta barrera, doncs, la intensitat de

corrent de corrent de la pila s’agrupa amb les dades de I'afluent, i no amb les de la barrera.

La correlacié de la mateixa component a les dues barreres té una R? de 0,70 a la primera
component i 0,88 a la segona component, cosa que ens indica patrons similars en les
components generades en les dues barreres, tot i que es poden veure pics i valls més atenuats a

la barrera 51 (Figura 18).
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Figura 18: comportament de la component 1 (blau) i 2 (verd) al llarg del temps per a les PCA 31 (superior) i 51
(inferior). Valors d’increment de la variable expressats com a puntuacio factorial extretes pel métode de regressic.
Cada punt correspon a un periode d’una hora.
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4.3. PCA periode llarg
Els resultats de la PCA a llarg termini, inclouen les variables intensitat de corrent, temperatura

de la barrera, humitat i oxigen dissolt a la barrera, nivell de I'aqlifer i conductivitat de I'afluent.

A la barrera 31 (Taula 5), es generen 2 components que expliquen el 56,5% de la variabilitat i
amb un valor KMO del 0,531. En el cas de la barrera 51, la variabilitat explicada per les dues

primeres components és del 69,3% i una KMO de 0,545.

Taula 5: extraccio de les variables per les dues primeres components obtingudes amb els 2 analisis de components
principals, barrera 31 i barrera 51. Entre paréntesis, grau d’extraccio de la variable per a cada component en espai
rotat (metode Varimax amb normalitzacid Keiser). Les variables en negreta indiquen valors d’extraccio superiors a 0,5
en més d’una component. Percentatge de variabilitat explicada per cada component expressat en percentatge no
acumulat.

Variables Valor
Components .
— — — - % de variancia | test
extretes Correlacio positiva Correlacio negativa KMO
temp, barrera 31 (0,888) OD 31 (0,684)
1 36,9
intensitat corrent 31-Log (0,838)
PCA
:1 HR barrera 31 (0,727) 0,531
2 nivell ag. 31 (0,677) 19,6
cond. afluent (0,476)
intensitat corrent 51-Log (0,906) nivell aq. 51 (0,684)
1 temp. barrera 51 (0,785) cond. afluent (0,450) | 38,6
P5C1A HR barrera 51 (0,530) 0,545
nivell ag. 51 (0,607) 0D 51 (0,895)
2 30,7

HR barrera 51 (0,711)

En la representacié grafica de les variables en I'espai bidimensional generat per les 2 components
(Figura 19), podem observar com a la barrera 31 es generen 2 grups de variables, les vinculades
a la primera component, OD (relacié negativa), intensitat de corrent i temperatura i un segon
grup ben definit vinculades a la part positiva de la component 2, humitat relativa, conductivitat
de I'afluent i nivell de I'aqiifer. En canvi, aquest patré és diferent a la barrera 51, que presenta
una distribucié més dispersa. Les Uniques coincidencies entre les dues barreres sén l'agrupacio
de la temperatura amb la intensitat de corrent a la part positiva de la component 1. En canvi, a
la barrera 51 la conductivitat esta vinculada a la component 1 en comptes de la 2 i I'oxigen dissolt

ho esta a la 2 en compte de la 1. Les variables nivell aquifer i humitat relativa no s’han integrat
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clarament en cap de les 2 component generades en aquest analisi de la barrera 51, i necessitem

d’una tercera component per integrar-les (dades no mostrades).
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Figura 19: distribucié de la correlacio de les variables amb les 2 components principals dels analisis PCA 31 (superior)

i 51 (inferior) per al periode llarg d’estudi.

La regressié de les dues components extretes mostra com totes les components tenen oscil-lacié

diaria (Figura 20), pero a diferéncia de I'analisi fet a curt termini, la correlacié lineal entre les

components extretes en les dues barreres és baix, amb una R> de 0,29 0,39 per les components

1 i 2 respectivament, cosa que ens indica que les components extretes a cada barrera sén
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notablement diferents. A la barrera 31 els valors de les dues components mostren una davallada
al voltant del dia 7 i 16 d’abril, coincidint amb la perforacid de les barreres. Alguns episodis de
pluja com els dels dies 22 d’abril o 2 de maig també estan relacionats en canvis, sobretot en una

davallada dels valors a la segona component.

Per altra banda, la barrera 5 té una oscil-lacié diaria més marcada les dues primeres setmanes
d’experiment, pero un patré menys sensible als episodis puntuals de pluja i perforacié de la
barrera que no pas a la barrera 31. Tot aix0 ens indica que les 2 barreres tenen certes diferencies

en el comportament de les variables, sobre tot per que fa a la resposta als canvis ambientals.
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Figura 20: comportament de la component 1 (blau) i 2 (taronja) al llarg del temps per a les PCA 31 (superior) i 51
(inferior). Valors d’increment de la variable expressats com a puntuacio factorial extretes pel métode de regressio.
Cada punt correspon a un periode d’una hora. Les fletxes vermelles indiquen moments en els que s’ha perforat
artificialment la barrera quan hi ha hagut excés de Idmina d’aigua. En gris, referenciat a I'eix de la dreta, percipitacio
acumulada en 15 minuts.
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Al comparar I'analisi fet a curt i llarg termini podem observar com els resultats de la PCA canvien
substancialment tot i que, recordem, el primer periode esta inclos en el segon. En primer lloc,
les diferents mesures de temperatura es van incloure a I'analisi curt, donat que I'analisi separava
la temperatura de l'afluent de les temperatures de la barrera i 'ambiental en components
diferents. En canvi, a llarg termini totes les temperatures s’agrupaven fortament en el mateix
espai (dades no mostrades), per la qual cosa es decideix treballar amb una sola temperatura, la

de la barrera.

Si ens centrem en com la variable intensitat s’integra a la PCA respecte a les altre variables, veiem
com la Unica relacié que es manté a la barrera 31 és la de I'agrupacid de la intensitat amb la
temperatura, aixi com la separacié de la intensitat respecte a la conductivitat. La resta de
variables canvien la seva correlaci6 amb les component extretes i la seva relaci6 amb la

intensitat.

Ala barrera 51, veiem com la relacié entre la intensitat i la conductivitat (inversament relacionats
amb la mateixa component) i la distribucid en una component diferent a l'oxigen dissolt, es
manté tan a curt com a llarg termini. En canvi, la intensitat de corrent s’agrupa amb la

temperatura de la barrera a llarg termini, mentre no ho feia a curt.

Amb aquests resultats podem concloure que la PCA obté resultats diferents segons el periode
estudiat. Aquesta observacié és interessant si es té en compte que en el periode curt les
condicions meteorologiques sén relativament estables i els canvis ambientals que afecten al
sistema son principalment les oscil-lacions diaries. En canvi, a llarg termini, les oscil-lacions
diaries perden rellevancia i integra altres canvis ambientals com poden ser episodis de pluja o

un increment gradual de la temperatura, corresponent a I'€poca de I'any en la que fa I'estudi.

4.4 Relacié de la intensitat de corrent amb la resta de variables de la barrera
De les variables continues estudiades, les que millor correlacionen de manera lineal amb la

intensitat de corrent a la barrera 31 son la temperatura i, en menor mesura i de manera inversa,
I'oxigen dissolt (Taula 6). En canvi, a la barrera 51 la intensitat té correlacid lineal significativa
amb totes les variables, destacant la correlacié amb la temperatura i el nivell de I'aqlifer de

manera inversa.

Per veure si la intensitat de corrent pot millorar la seva correlacid si tenim en compte la
combinacié de diferents variables, es fan un seguit de PCAs amb les variables de I'analisi anterior
pero excloent la intensitat de corrent i s’analitza la correlacié entre la intensitat i les diferents
components generades (Taula 6). En aquest cas, a la barrera 31 les components extretes no

tenen millor correlacié amb la intensitat de corrent que amb la temperatura, sobre tot amb la
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de la barrera. A la barrera 51 també es dona una bona correlacié entre la intensitat generada per
la pila i la temperatura, sobre tot amb la de I'afluent, i es genera, també, una bona correlacié
entre la intensitat de corrent i la component 2, que té integrades tan la temperatura de la barrera
com la conductivitat de I'afluent i, en menor mesura, la humitat relativa i el nivell de l'aquifer

(Annex 2).

Taula 6: valors de correlacio de Pearson (Negatius: 0,25-0,5 groc; 0,5-0,75 taronja clar. Positius: 0,25-0,5 blau clar; 0,5-
0,75 blau; >0,75 blau fosc) entre la intensitat de corrent generada per la pila i les variables continues entrades a la PCA
i les components extretes de la PCA feta sense incloure la intensitat de corrent. Correlacions bilaterals significatives
amb valors inferiors a 0,01 (**) o inferiors a 0,05 (*).

Cond. Temp. | Temp. | Temp.

afluent | afluent | ambient | Barrera AR 28 LB e 2

:‘;rﬁr: -0,06 |0,476** | 0,555%* [0,679%* | -0,03 |-0,277**| 0,02 |-0,395** | 0,084*

:‘;’E"gt -0,247**-0,593** -0,637** | 0,244%* | 0,393** | -0,236** |0,740%*

4.5. Efecte de la pluja
Les PCAs fetes segregant les franges horaries segons si hi ha preséncia o no de pluja tenen unan

de 53 en el primer cas i 830 en el segon.

Tant en la barrera 31 com en la 51, han resultat unes components extretes i agrupacions de
variables lleugerament diferents en els periodes sense preséncia de pluja i marcadament

diferents amb presencia de pluja respecte a la PCA anterior (Annex 3).

Taula 7: coeficients de correlacio de Pearson (Negatius: 0,25-0,5 groc; 0,5-0,75 taronja clar. Positius: 0,25-0,5 blau clar;
0,5-0,75 blau; 0,75-1 blau fosc) entre la intensitat de corrent generada per la pila i les variables continues entrades a
la PCA diferenciant periodes amb preséncia o no de pluja. Correlacions bilaterals significatives amb valors inferiors a
0,01 (**) o inferiors a 0,05 (*).

Cond. Temp. . HR
afluent | Barrera liallag 28 barrera = &2

Corrent 31_Log nopluja| -0,056 | 0,681** | -0,094** | -0,339** | 0,038 | -0,414** | 0,082*
Corrent 31_Log pluja -0,225 - -0,015 | 0,493** |-0,458** | 0,057 0,649**
Corrent 51_Log nopluja | -0,215** | 0,608** | -0,662** | 0,257** | 0,433** | 0,304** |-0,725%*

Corrent 51_Log pluja -0,609** - -0,179 0,115 -0,255

Si entrem en detall (Taula 7), a la barrera 31 les correlacions amb abséncia de pluja sén molt

semblants a les trobades a I'analisi anterior. En canvi, amb preséncia de pluja, tot i que la variable

que més correlaciona amb la intensitat de corrent segueix sent la temperatura, la humitat
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relativa, I'oxigen dissolt i les components presenten correlacions diferents respecte I'absencia de

pluja.

A la barrera 51, el patré en absencia de pluja és també semblant a I'analisi anterior. En canvi, en
presencia de pluja augmenta la correlacié entre la intensitat de corrent i la temperatura, la
humitat relativa i la primera component. Aquesta component, de fet, integra les dues variables
esmentades abans i és per aixd que presenta la millor puntuacié de correlacid, fins i tot per

davant de la temperatura.

4.6.Relacié entre les caracteristiques de l'afluent i el funcionament de la

barrera
A la Taula 7 podem veure com hi ha poques correlacions significatives entre les variables de

I'afluent i les de la barrera, incloent les components extretes a les PCAs. Destaquem la correlacio
positiva entre la MES i el nivell de I'aqiifer de les dues barreres, aixi com amb la humitat relativa
a la barrera 31 i I'oxigen dissolt a la barrera 51. Laugment conjunt d’aquestes variables ens pot
indicar una entrada més rapida d’aigua a l'aqliifer degut a la preséncia de pluja, arrossegant més
solids en suspensid, augmentant el nivell de l'aqiifer, la humitat relativa de la barrera i 'oxigen

dissolt, tot i que el patrd no és clar i mostra diferéncies en ambdues barreres.

Una altra dada que mostra correlacions sén la concentracid de nitrats i nitrits a I'afluent. Tot i
que ambdues variables estan correlacionades entre elles (dades no mostrades), tenen
comportaments lleugerament diferents respecte a la resta de variables. En el cas dels nitrits,
només hi ha correlacié negativa amb la component 1 de la barrera 5. Recordem que aquesta
component integra la temperatura a la barrera i la intensitat de corrent de la pila de manera

positiva i la conductivitat de I'afluent de manera negativa.

Els nitrats, per altra banda, correlacionen negativament amb la primera component de cada

barrera i amb l'oxigen dissolt i la temperatura de la barrera 51.

El fosfor total a I'efluent és la Unica variable que mostra correlacié negativa amb la intensitat de
corrent generada per la pila de la barrera 31. També ho fa, i de manera més significativa, amb la

humitat relativa i la segona component de la barrera 51.
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Taula 8: coeficients de correlacié de Pearson (Negatius: 0,25-0,5 groc; 0,5-0,75 taronja clar; 0,75-1 taronja fosc
Positius: 0,25-0,5 blau clar; 0,5-0,75 blau; 0,75-1 blau fosc) entre les dades discretes de I'afluent i les dades (mitjana
diaria) de la barrera 31 (taula superior) i 51 (taula inferior), incloent les components extretes a la PCA feta a cada
barrera (PCA incloent la intensitat de corrent). Correlacions bilaterals significatives amb valors inferiors a 0,01 (**) o
inferiors a 0,05 (*).
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corrent Cond. N|.\'1’ell oD 31 Temp. HR
31 Log | afluent aqiiifer 20em barrera | barrera C1 Cc2
- 31 31 31
pBo, |COT 0373 0169 0260 0409 018 0301 0337 0,178
N 10 11 9 9 11 9 9
pqo |CoT 0296 0314 0499 0268  -0,127 [ 0525 0,237 | 0,700
N 7 8 7 7 8 7 7
MEs |CoT 0403 0389 [0694* 0134 0321 [JOOBNE 0357 | 0,600
N 9 9 8 8 9 8 8
oH |Cor 0151 0457 0115 [[0644 | -0220 0121  -0302 0292
N 9 9 8 8 9 8 8
Amoni|COTT 0405 | 0,670% | 0,174 0248 0344  -0,127 0321 0,052
N 9 9 8 8 9 8 8
Nitit |COT 0,029 -0259  -0,413 0455  -0,696 0,191 0,541  -0,025
N 9 9 8 8 9 8 8
Nitrat | GO 0296 0,489 0052 | 0517 = -0,706 0292  -0,749* _ 0,556
N 9 9 8 8 9 8 8
N. [cor o046 [JONGENN 0103 0350 0122 -0084 0064 0,158
total N 9 9 8 8 9 8 8
P. Corr -0,778* 0,047 0,245 -0,114 -0,445 -0,101  -0,536  -0,351
total N 9 9 8 8 9 8 8
current NI.‘.’?" OD 51 Temp HR
51 Log aqiiifer 20em barrera | barrera C1 Cc2
- 51 51 51
bBos | O 0007 0149 0073 0173 0192 0064 0,157
N 9 11 9 9 11 8 8
pqo |CO 0237 0213 0311 0279 0116 0154 0,258
N 6 8 7 7 8 6 6
mes |Corr -0467 | 0,718* [JOBOOMN 0568 0535 0516 0,149
N 8 9 8 8 9 7 7
pH |Corr -0145 0279  -0130 0,182 -0,195 -0,281 0,003
N 8 9 8 8 9 7 7
Amoni|Corr 0,077 0,08  -0,690 0326 0,267 0,177 0,436
N 8 9 8 8 9 7 7
Nitrit |Corr 0,070  -0,091 0,148  -0,512 0,037 |-0,932** -0,580
N 8 9 8 8 9 7 7
Nitrat |Corr 0,007 0,173 [JSABRN 0799 0,279 | -0,874* 0,414
N 8 9 8 8 9 7 7
N. Corr -0,133 0,18  -0,389 0,221  -0,137 -0,101 0,007
total |N 8 9 8 8 9 7 7
P. Corr -0,418  -0,120 | 0538  -0,217 | -0,865** -0,240 |-0,959**
total |N 8 9 8 8 9 7 7
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La intensitat de corrent, per altra banda, no mostra bones correlacions amb les dades de I'afluent
en general. Més enlla de la correlacid negativa amb el fosfor, més clara a la barrera 31 que a la
51, podem observar certa correlacid negativa, tot i que no és significativa, amb la MES en

ambdues barreres.

Les variables de I'afluent que més correlacionen amb les diferents variables de la barrera és la
MES i, en menor mesura, els nitrats. La MES té la mateixa correlacié positiva i significativa amb
el nivell de I'aqlifer en ambdues barreres, pero per la resta de variables, la resposta és diferent.
La MES correlaciona positivament amb I'oxigen dissolt només a la barrera 51 i amb la humitat

relativa només a la barrera 31.

Amb aquestes dades podem resumir que no hi ha indicis que les caracteristiques de I'afluent
afectin de manera significativa a les mesures d’intensitat de corrent de la pila. Remarcar en
aquest sentit que les variables de I'afluent, tot i que s’han pres de manera setmanal, mostren

una variabilitat important al llarg del temps i tenen desviacions estandard relativament elevades.

4.7.Intensitat de corrent i activitat biologica
En un estudi previ per veure la correlacié de les diferents variables biologiques i de matéria

organica entre elles (Annex 4) es troben molt poques correlacions significatives. La mateixa
variable mostra correlacié a diferents profunditats en la majoria dels casos. En canvi, no hi ha
correlacid entre les diferents mesures biologiques (EPS, UFC, ADN) preses al mateix punt de
mostreig ni tampoc correlacionen la resta de les dades entre barreres, excepte I'EPS, que té

correlacio lineal entre la barrera 31 i 51.

Tot aix0 ens estaria indicant una heterogeneitat i dificultat d’interpretacié marcada possiblement
per I'escassetat de mostrejos i I'espai de temps entre ells, només 4 dies de mostreig en dos mesos
i mig.

Taula 9: correlacions de Pearson entre les mitjanes diaries d’intensitat de corrent i components extretes a la PCA, que
inclouen la intensitat, amb les diferents dades puntuals de la biologia i nivells de carboni organic a la barrera. Totes

les correlacions bilaterals tenen una N=3. Correlacions bilaterals significatives amb valors inferiors a 0,01 (**) o
inferiors a 0,05 (*)

EPSbsa_B3 | EPSglu_B3 | UFC_B3 | ADN_B3 | Cox B3 | MO_B3

Intensitat 31 -0,947 -0,859 -0,784 -0,750 -0,993 -0,992
C1_31 -0,958 -0,997* -0,999* -0,230 -0,879 -0,881
C2_31 -0,502 -0,308 -0,180 | -1,000** -0,668 -0,666

Intensitat 51 -0,669 -0,708 -0,176 1,000* -0,810
C1.51 -0,674 -0,713 -0,182
C2_51 -0,798 -0,765 -0,996 0,104 0,514 0,074
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Ala Taula 9, es pot veure com les dues barreres tenen un comportament diferent pel que fa la
correlacid entre intensitat de corrent de la pila i lesdades biologiques de la barrera. A la barrera
31 es poden observar correlacions entre dades biologiques i diferents components, perd no amb

la intensitat de corrent.

En canvi, a la barrera 51 si que hi ha correlacié entre I'ADN i la MO amb la intensitat de corrent,
aixi com amb la component 1, que integra diferents variables entre elles la intensitat i la

temperatura.

4.8. Diferencies entre barreres
La mateixa variable mesurada en les dues barreres no esta sempre correlacionada. Aixi com la

temperatura mesurada a la barrera i el nivell de l'aquifer si que estan correlacionades en
ambdues barreres (Taula 10), I'oxigen dissolt i la humitat relativa tenen poca correlacié entre

barreres i és, a demés, una correlacié negativa.

A la Taula 10, podem veure també com les diferents temperatures mesurades a l'afluent,
ambiental i a la barrera estan correlacionades entre elles si bé la barrera 51 presenta un
comportament relativament menys influenciat per la temperatura externa. A aixo se li suma que
la barrera 51 té de mitjana una temperatura entre 0,5 i 1 grau més elevada que la 31 (Taula 11).
La humitat relativa també té valors clarament diferents entre barreres, amb valors a la barrera

31 que doblen als mesurats a la barrera 51.

Taula 10: coeficients de correlacio de Pearson (Negatius: 0,25-0,5 groc; 0,5-0,75 taronja clar; 0,75-1 taronja fosc.
Positius: 0,25-0,5 blau clar; 0,5-0,75 blau; 0,75-1 blau fosc) entre les variables amb mesures continues ambientals, de
I'afluent I'afluent i la barrera. En negreta, es destaquen les correlacions entre la mateixa variable mesurada a cada
barrera. Correlacions bilaterals significatives amb valors inferiors a 0,01 (**) o inferiors a 0,05 (*).

Temp. Cond. Temp. Nivell aq oD 31 Temp. HR barrera
afluent afluent ambient 31 barrera 31 31
Temp. afluent -0,055 - -0,373** -0,518** -E
Cond. afluent -0,055 -0,167** 0,102** -0,144** -0,109** 0,103**
Temp. ambient - -0,167** -0,327** -0,507** -E
Nivell aq 51 -0,439** 0,252** -0,373** 0,590** 0,164** -0,193** 0,407**
oD 51 0,127** -0,195** 0,020 -0,296** -0,131%* -0,038 -0,162**
Temp. barrera51 | 0,603** -0,024 0,698** -0,259** -0,398** 0,581** -0,540**
HR barrera 51 0,465** -0,179** 0,584** 0,030 -0,066 0,710** -0,096**
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A la Taula 11, podem observar com la intensitat de corrent eléctric a la pila és més elevat a la
barrera 51 que ala 31. No podem confirmar, pero, que la activitat bioldgica mesurada com a EPS,
viabilitat cel-lular o ADN sigui diferent entre les dues barreres. La Unica variable que mostra
diferencies entre barreres al llarg del temps és la materia organica, més elevada a la barrera 51
respecte a la 31. L'EPS mesurat com a glucosa en sol, tot i ser més elevat a la barrera 51 que en
la 31 en els 4 punts de mostreig, les diferéncies sén minimes i no hi ha significacio estadistica. El

carboni oxidable, 'ADN i les UFC no mostren nivells diferents entre les dues barreres.

Taula 11: comparacio de mitjanes per test T entre variables de les dues barreres. La variable temperatura inclou les
mesures preses amb la sonda d’oxigen dissolt (OD) i les preses amb la sonda d’humitat relativa (HR). ** significacio
inferior a 0,05, * significacid inferior a 0,1.

31 51

mitjana desvest N mitjana desvest N
Intensitat 0,145** 0,082 114316 0,339** 0,257 111633
Temp. barrera (OD) 16,15** 1,95 913 16,66** 1,75 894
Temp. barrera (HR) 17,30** 1,77 8366 18,30** 1,51 1029
Humitat relativa 32,96** 0,99 836 16,33** 0,41 1029
MO 3,65* 0,60 4 6,20* 2,17 4
Cox 2,59 0,65 4 2,83 0,81 4
EPS glu 305 378 4 346 369 4
EPS bsa 98,96 65,78 4 114,53 107,24 4
ADN 4,10E+9 1,18E+9 4 5,75E+9 2,99E+9 4
UFC 8,06E+7 5,64E+7 4 6,52E+7 7,19E+7 4
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5. Discussio

En primer lloc, amb els analisis fets, s’"han observat diferencies en el comportament de les dues

barreres.

Per una banda, la temperatura té un comportament lleugerament diferent en els dos sistemes.
La temperatura a la barrera 51 té la correlacié lineal més baixa amb la temperatura ambiental i
la de I'afluent, aixi com uns valors superiors respecte a la barrera 31. Lenriquiment de la barrera
51 amb substrats amb alta superficie i capacitat d’adsorcié (encenalls de fusta, zeolites i biochar)
augmenten el temps de retencio a la barrera (Valhondo, 2020; Pensky et al. 2023) i disminueixen

les oscil-lacions de temperatura respecte I'afluent i 'ambient.

En aquest sentit, la correlacié positiva de la MES, el nivell de I'aquifer, la humitat relativa i I'oxigen
dissolt a la barrera 31 ens indicaria una velocitat d’infiltracié més elevada en episodis com la
pluja i cert efecte d’arrossegament. Tot i aix0, el patré no es tan clar a la barrera 51, on la

estructura i la riquesa en MO de la barrera pot atenuar aquests canvis en la velocitat d’infiltracid.

El substrat de la barrera 51 enriquit amb aportacions de carboni i valors de MO més elevats que
a 31, també facilita I'activitat i diversitat biologica, cosa que podria explicar la temperatura

lleugerament més elevada a 51.

Per altra banda, els nivells d’intensitat de corrent han estat més elevats a la barrera 51 que a la
31, cosa que també podria indicar una activitat biologica més elevada, tal i com confirmen altres
estudis fets a laboratori (Tront et al., 2018; Zhang et Angelidaki, 2011). Tot i aix0, i tal i com hem
comentat en capitols anteriors, no s’han trobat estudis que hagin pogut relacionar i quantificar
I'activitat biologica en un substrat amb la intensitat de corrent generada per una pila instal-lada

fora de laboratori.

En canvi, tot i els indicis de major activitat biologica a la barrera 51, les escasses dades sobre
activitat biologica de les quals es disposa, no han permés confirmar que hi hagi més activitat
biologica en una barrera que en l'altra ni correlacionar les mesures de biologiques amb la
intensitat de corrent produida per la MFC. Recordem que la Unica correlacié significativa que
s’ha trobat és la senyal produida per la pila 51 amb els nivells d’ADN a la barrera, perd amb una

recta de tan sols 3 punts.

En aquest punt, s'obren dues hipotesis respecte a les diferencies en els nivells d’intensitat de
corrent en les dues piles. La primera opcid, és que tot i que la intensitat de corrent estigui
relacionada amb una activitat biologica més elevada a la barrera 51, aquesta no s’ha pogut

detectar degut a la escassetat de mostrejos i analisis biologics fets durant I'estudi.
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La segona opciod és que el funcionament d’una pila instal-lada en un sistema no tan controlat
com a laboratori, en un substrat en una planta pilot a l'aire lliure, hi ha altres variables
(ambientals, substrats, heterogeneitat de la barrera, etc.) que interfereixin en el funcionament
de la pila, molt sensible als canvis en les condicions REDOX a l'anode i al catode. Per exemple, el
biochar, present a la barrera 51, té propietats electromagnetiques que depenen de la
temperatura de pirolisi (Weber and Quicker, 2008) i els substrats enriquits amb carboni i elevada
superficie, modifiquen les condicions REDOX degut a la disminucid de la velocitat d’infiltraci6 i
limiten la desoxigenacié per part dels microbis en el subsol (Pensky et al 2023) i augmenten la

diversitat d’estats redox (Valhondo, 2020).

L'oxigen dissolt al medi també és un parametre que afecta al funcionament de la pila i, de fet,
s’ha fet servir com a biosensor per mesurar les diferencies d’OD en experiments a camp (Song
et al., 2019). En el present treball, tot i que I'anode s’ha mantingut sempre en ambient suboxic,
les dues barreres han mostrat uns valors mitjans semblants perd una oscil-lacid diaria més
marcada a la barrera 51. Tot i aix0, en aquest treball, no s’ha trobat correlacié clara entre la
intensitat de corrent i 'oxigen dissolt, amb valors de correlacid lineal relativament baixos i amb
signe oposat segons la barrera i la preséncia o abséncia de pluja. Cal remarcar, pero, que no
només l'oxigen pot competir amb l'electrode com a embornal d’electrons de [l'activitat
microbiana, i altres elements presents en el medi I'anode com el nitrat o sulfat poden inhibir el
funcionament de la pila. Per altra banda, el catode ha estat sempre en contacte amb la lamina
d’aigua superficial, el qual ha d’estar amb uns nivells d’oxigen en equilibri amb I'atmosfera, tot i

que no s’ha comprovat.

Els canvis ambientals bruscos que s’han donat en el sistema, principalment per episodis de pluja,
han suposat un canvi important en la majoria de variables d’estudi a la barrera. Els canvis més
importants han estat una baixada de la temperatura i la disminucié de la conductivitat de
I'afluent per I'efecte de dilucié amb l'aigua de pluja. El fet que hi hagi variables més sensibles que
d’altres a aquests canvis s’ha vist reflectit en els diferents valors de correlacié de les variables

respecte a la intensitat de corrent amb o sense pluja.

Una de les correlacions més elevades que s’han trobat en aquest experiment han estat les
d’intensitat de corrent electric i la temperatura i humitat relativa en condicions de pluja a la
barrera 51. Quan s’integren les dues variables en una component, aquesta correlacié és encara
més elevada. Aix0 ens indica la importancia de 'oxigen i la humitat relativa en el funcionament
de la MFC degut segurament a un augment de I'activitat biologica promoguda per la temperatura

i la humitat relativa i una millora en les condicions del medi per transferir electrons.
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Per ultim, s’"ha pogut demostrar la importancia del temps d’estudi en els resultats generats per
la PCA. La rellevancia de les oscil-lacions diaries en els analisis fets a curt termini han fet que els
resultats siguin diferents a la PCA a llarg termini, on la tendéencia estacional i els canvis ambientals

puntuals ponderen de manera més elevada que les dinamiques provocades pel canvi dia-nit.
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6. Conclusions

Si bé en aquest treball no s’ha pogut demostrar I'efectivitat de la pila com a biosensor de
I'activitat microbiana en una barrera d’un sistema MAR-SAT, si que han sorgit indicis que ho pot
ser i del potencial que suposa I'Us de les MFC com a biosensor de |'activitat microbiana en
sistemes de recarrega gestionada d’aquifers . El fet que la intensitat de corrent produida estigui
relacionada amb altres variables com la temperatura obre la porta a demostrar la causalitat entre
activitat biologica (la qual augmenta amb la temperatura) i la intensitat de corrent a la pila. Un
factor clau per poder establir aquesta relacid i quantificar la resposta de la MFC a l'activitat
microbiana és entendre i controlar la resta de variables que afecten al funcionament de la MFC
instal-lada en camp, com ho és la humitat relativa o I'oxigen dissolt. En aquest sentit, degut al
gran nombre de variables que poden afectar la MFC, I'analisi de components principals s’ha
postular com una eina estadistica Util per aquest tipus d’estudis, tal i com s’ha pogut veure en

aquest treball.

Per a futurs estudis, es valoren dos punts a tenir en compte per tal de millorar els resultats. En
primer lloc, augmentar la presa i analisi de mostres biologiques de la barrera per tal de poder
avaluar la relacié entre activitat biologica i la corrent produida per la pila i intentar quantificar la
resposta. Tenir en compte que els diferents parametres biologics estudiats en aquest treball
(ADN, EPS, UFC) han donat mesures molt diferents i que I'augment del nombre de mostrejos
també permetra veure quines variables de I'activitat biologica estan més relacionats amb el

funcionament de la MFC.

Per altra banda, a més de comprovar els nivells d’oxigen de la barrera es podrien obtenir mesures
de les condicions REDOX al medi on esta l'anode i el catode per ajudar a avaluar si els canvis en

la intensitat de corrent de la pila sdn deguts o estan modulats pels canvis de potencial al medi.

El que ha quedat pales amb aquest estudi és que el pas de les piles de laboratori a experiments
a camp com a biosensors presenten un gran salt en quan a potencials d’aplicacié perd alhora un
gran repte per la quantitat de factors que influeixen sobre el funcionament d’aquest biosensor i

la falta d’estudis en aquest ambit.
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