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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue generar bioelectricidad mediante celdas de combustible
microbianas usando aguas residuales y relaves mineros de la mineria aurifera con Pleurococcus
sp como biocatalizador en la cAmara catddica, y evaluar la remocién de metales pesados como
mercurio, plomo, cobre en la cAmara anddica. Para lo cual se aislé la microalga Pleurococcus sp
extraida de la Laguna Rodeococha del Parque Nacional Llanganates. EI experimento se realizd
en cuatro celdas de combustible microbianas de camara simple (SMFC) donde CM1, CM2, CM3
tenian Pleurococcus sp como biocatalizador y CM4 sin biocatalizador cada una con 150 ml de
agua residual y 150 g de relaves mineros. Se utilizd papel celofdn como membrana
intercambiadora de protones la cual separan 1 cm la parte anaerobia de la aerobia, para los
electrodos anodo y catodo se utiliz6 fibra de carbono y fueron sometidos a tratamientos para
eliminar impurezas y favorecer la formacion del biofilm. El voltaje se registré en un DAQ NI
6212 durante un periodo de 21 dias. Los resultados muestran que las CCM con microalgas
Pleurococcus sp tienen éxito en la generacion de bioelectricidad en comparacién a la celda
control, teniendo una producciéon mayor de voltaje en un 31, 6% y 21,35 %. Mediante analisis
fisicoquimicos se determin6 una remocion de metales pesados, durante la primera fase la CCM1
tuvo una mayor remocién del 92 % en Mercurio y 95% en Cobre; y la CCM4 un 94% en Plomo.
En la segunda fase la CCM4 tuvo una remocion del 97 %, 95,3% y 95% para Mercurio, Cobre y
Plomo respectivamente. Se puede concluir que los catodos asistidos por Pleurococcus sp
muestran una mayor estabilidad y generacion de voltaje en las CCM, y se recomienda que para
préximas investigaciones se pueda utilizar consorcios de microalgas para la obtencion de mejores

resultados.

Palabras claves: <CELDAS DE COMBUSTIBLE MICROBIANO>, <ANODO>, <CATODO>,
<BIOELECTRICIDAD>, <VOLTAJE>, <MICROALGA (Pleurococcus sp)>.
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ABSTRACT

The objective of this study was to generate bioelectricity through microbial fuel cells using
wastewater and mine tailings from gold mining with Pleurococcus sp as biocatalyst in the cathode
chamber and evaluate the removal of heavy metals such as Mercury, lead, and copper in the anode
chamber. The Pleurococcus sp microalga was isolated from the Rodeococha Lagoon of the
Llanganates National Park. The experiment was carried out in four single-chamber microbial fuel
cells (SMFC) where CM1, CM2, and CM3 had Pleurococcus sp as biocatalyst and CM4 without
biocatalyst each with 150 ml of wastewater and 150g of mine tailings. Cellophane paper was used
as a proton exchange membrane which separates the anaerobic part from the aerobic part by 1
cm; for the anode and cathode electrodes, carbon fibre was used, and they were subjected to
treatments to eliminate impurities and favour the formation of biofilm. VVoltage was recorded on
an NI 6212 DAQ over 21 days. The results show that the CCM with Pleurococcus sp microalgae
is successful in generating bioelectricity compared to the control cell, with a higher voltage
production of 31.6% and 21.35%. Through physicochemical analysis, the removal of heavy
metals was determined; during the first phase, the CCM1 had a more effective removal of 92%
in Mercury and 95% in copper, and the CCM4 94% in Lead. In the second phase, CCM4 removed
97%, 95.3% and 95% of Mercury, Copper, and Lead, respectively. It can be concluded that the
cathodes assisted by Pleurococcus sp show more excellent stability and voltage generation in the
MCCs. Therefore, it is recommended that for future investigations, consortia of microalgae can
be used to obtain better results.

Keywords: <MICROBIAL FUEL CELLS>, <ANODE>, <CATHODE>,
<BIOELECTRICITY>, <VOLTAGE>, <MICROALGAE (Pleurococcus sp)>.

Ing. Angel Paul Obregon Mayorga, Mgs.
C.1.060102712-2
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El crecimiento de la poblacién a implicado una mayor demanda de energia, lo que ha hecho
necesario promover el uso de energias basadas en tecnologias verdes (Paez et al. 2019, p.262) ,la
utilizacién de energias renovables es importante y se requieren para poder disminuir la
dependencia a los combustibles fésiles que se tiene en la actualidad, la utilizacién de tecnologias
verdes ayuda a reducir impactos ambientales y de esta forma crear energias mas confiables y
ambientalmente seguras. Las celdas de combustible microbianas son una tecnologia
recientemente explorada y podria llegar a ser una solucion prometedora para satisfacer las
necesidades energéticas con la implementacion a gran escala de las CCM, este tipo de tecnologia
aparte de poder generar bioelectricidad también dan tratamiento aguas residuales provenientes de
procesos industriales 0 domésticos y una de sus ventajas es que estas pueden operar a temperatura
ambiente. (Vanegas, Cardona, Zapata, 2020, p.3)

En este estudio se generd bioelectricidad a partir de 4 tratamientos de CCM a escala de
laboratorio, en la primera fase del escrito se encontraran las diferentes problematicas dadas para
esta investigacion la cual mas importante a mencionar es la poca investigacion que se ha dado en
el pais referente a la utilizacion de microalgas y microorganismos para poder crear soluciones
ambientalmente amigables, en la siguiente fase se mostrara el marco teérico y conceptual en el
cual se utilizo diversas bibliografias extraidas de diferentes revistas de alto impacto indexadas o
articulos cientificos publicados en varios repositorios, como es el caso de Scielo y ScienceDirect;
posteriormente se describird la metodologia utilizada para la recolecciéon de las muestras de
microalgas del Parque Nacional Llanganates y el tipo de muestreo empleado para las aguas
residuales y sedimentos provenientes de las actividades mineras de Nambija también se mostrara
los pasos que se siguid para el armado de las celdas de combustible microbianas y la metodologia
utilizada para los andlisis fisicos-quimicos del agua residual. Finalmente se mostraran los
resultados de los voltajes generados en las CCM, de los cuales se realizaron pruebas estadisticas
como ANOVA 'y Tukey para la posterior interpretacion de los resultados obtenidos y en el Gltimo
apartado se realiza una propuesta de la implementacion de las CCM dentro de la mineria
ASOMNABILE a escala piloto, se describen las conclusiones y recomendaciones necesarias

dentro de la investigacién realizada.



1.PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del Problema

Falta de conocimiento en los sectores mineros artesanales del pais en la implementacion de
tecnologias verdes dentro de sus procesos de extraccion y también su mala gestion de los residuos
finales generados sumandole que en el Ecuador existen muy pocos estudios referentes a la
utilizacién de las celdas de combustible microbiano con aguas residuales y relaves mineros con
biocatados asistidos por microalgas el aprovechamiento de microorganismos para la generacion
de biotecnologias en el pais es muy escaso ya que las industrias siguen utilizando procesos

guimicos lo que involucra que se generen mas impactos ambientales.

1.2. Limitaciones y delimitaciones

La principal limitacion de la investigacion es la falta de cooperacion de los involucrados en el
sector minero en el Ecuador debido a una falta de conocimiento en los estudios de
biorremediacién y bioelectricidad por lo cual nos restringieron el acceso para recoleccion de
muestras de agua y sedimentos

Otra limitacion es la zona donde se encuentra ubicada la concesién minera ya que se encuentra al
sur del pais a 12 horas de la ciudad de Riobamba, lo que involucra altos costos de traslado de
muestras, materiales, instrumentos y personal.

De esta forma se delimito la zona de estudio a las aguas residuales y lodos activados generados
en las actividades de extraccion de oro en ASONAMBILE, que es una concesién minera artesanal
ubicada en el sector de Nambija perteneciente a la provincia de Zamora Chinchipe. Debido a los
recursos disponibles tanto tecnolégicos como econémicos se optd por estudiar la remocion de tres

metales pesados gque se encontraban en mayor porcentaje en la zona de estudio.

1.3. Problema general de Investigacion

En Ecuador los procesos de extraccion minera artesanal emplean productos quimicos lo que ha
provocado la contaminacién por metales pesados como Hg, Pb, As, Mg, Zn y Cd en rios, suelos
o efluentes y estos rebasan el limite m&ximo permisible (Oviedo et al. 2017, p.4) y el poco
conocimiento de las personas ha ocasionado graves problemas ambientales en estas zonas
mineras. La mala gestion de los residuos y el escaso conocimiento de como aprovechar las
grandes cantidades de aguas residuales y lodos generados dentro de esta industria también ha

repercutido negativamente dentro de estos lugares.



1.4. Problemas especificos

Las microalgas y microrganismos son escasamente estudiados dentro del pais, ya que no existe
este interés por parte de los investigadores.

Se requieren mas investigaciones referentes a la utilizacion de celdas de combustible microbiano
con catodos asistidos por microalgas que por medio de la fotosintesis producen oxigeno que actla
como aceptor de electrones permitiendo juntamente con los microorganismos capaces de usar
contaminantes como los metales pesados en su actividad metabdlica logrando la biorremediacion
de aguas residuales y la generacion de bioelectricidad.

La mineria artesanal es una de las actividades que mas residuos toxicos generan ya que la
explotacién se realiza cerca de cuerpos hidricos o a cielo abierto lo que ocasiona que estos se vean
contaminados por quimicos como el cianuro, mercurio y otros metales pesados que pueden llegar

a ser muy perjudiciales para la biota como para el ser humano.

1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo General

Generar bioelectricidad mediante celdas de combustible microbianas usando aguas residuales de

la mineria aurifera con Pleurococcus sp como biocatalizador en la camara catddica.

1.5.2. Objetivos Especificos

¢ Aislar y cultivar microalgas Pleurococcus sp extraidas de la Laguna Rodeococha del Parque
Nacional Llanganates.

e Demostrar la capacidad biocatalizadora de Pleurococcus sp en Celdas de Combustible
Microbiano para la produccion de bioelectricidad.

e Calcular el porcentaje de remocion de metales pesados como mercurio (Hg), plomo (Pb), y

cobre (Cu) en las Celdas de Combustible Microbiano.



1.6. Justificacion

1.6.1. Justificacion tedrica

Las energias renovables se han convertido en protagonistas en la actualidad, debido a que son una
solucion al creciente consumo de energia y la fuerza mitigadora contra el cambio climéatico
(Buscher y Fletcher, 2020, p.1). Uno de los vectores energéticos del futuro son las microalgas,
microorganismos acuaticos que convierten la luz solar en biomoléculas de alto valor energético.
Estos organismos exhiben altas eficiencias fotosintéticas y rinden hasta el doble que las plantas
terrestres, siendo asi un objeto atractivo de estudio para mejorar la sostenibilidad de la produccion
futura de bioenergia. La gran diversidad de microalgas representa un recurso intacto, existen 200
000 a varios millones de especies en el mundo de las cuales Unicamente 50 000 han sido
estudiadas. (Singh, 2015, p.1).

En la actualidad, cientificos de todo el mundo estan investigando las mejores cepas de microalgas
y el desarrollo mas eficiente de energia. Las Celdas de Combustible Microbianas (CCM) son una
tecnologia emergente que contribuye a solucionar dos problemas criticos en la actualidad como
la crisis energética y la disponibilidad de agua que no esté contaminada.

Pleurococcus sp es una microalga verde que pertenece a la familia Chaetophoraceae, se
caracteriza por tener células esféricas con paredes celulares pesadas que la protegen contra la
resequedad. Hay evidencia fosil que muestra que existieron desde el Proterozoico, hace 540
millones de afios (University of Oxford 2019). Habitan en agua dulce, aguas residuales, suelos y
cortezas de arboles; en el Ecuador existe evidencia de su presencia en la Laguna de Rodeococha
del Parque Nacional Llanganates. (Guaman, 2016, p.1) esta especie de microalga ha sido poco
estudiada en nuestro pais.

Esta investigacion se realiza con el propdésito de aportar al conocimiento existente sobre las celdas
de combustible microbianas con biocatados asistidos por organismos fotosintéticos como las
microalgas para la generacion de bioelectricidad y la biorremediacién de aguas residuales, cuyos
resultados podran sistematizarse en una propuesta para la industria minera para ser incorporado

como un futuro tratamiento de remediacion siendo sostenible con el ambiente.

1.6.2. Justificacion Metodoldgica

Para lograr los objetivos de la investigacion se ha planteado un proceso metodoldgico ordenado
y sistematizado, se utilizaron técnicas de investigacion cuantitativa orientadas al analisis de los
datos obtenidos del voltaje registrado por el sistema de adquisicion de datos de National

Intruments DAQ NI USB 6212 durante un periodo de monitoreo de 21 dias y el porcentaje de



remocion de metales pesados en cada una de las celdas de combustible microbianas, una vez
demostrada la influencia de utilizar un biocatados asistido por microalgas Pleurococcus sp los
resultados obtenidos podrén ser utilizados en futuras investigaciones.

1.6.3. Justificacién Préctica

Esta investigacion se realiza porque existe la necesidad de encontrar biocéatados asistidos por
microalgas que sean capaces de usar todo tipo de aceptores de electrones sin limitarse a utilizar
el oxigeno permitiendo la generacion de bioelectricidad y la biorremediacion del agua en las
celdas de combustible microbianas. Pleurococcus sp en investigaciones anteriores ya ha
demostrado ser eficaz en la remocion de mercurio por lo cual es importante analizar su desempefio

con otros metales pesados.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

2.1.1. Generalidades

A finales del siglo XV 111 el ser humano comenzo a utilizar el combustible a base de carbono y en
1785 se comercializaba el gas natural en Gran Bretafia para la iluminacion, la sociedad no se
habria podido desarrollar sin estos combustibles, sin embargo, el uso del carbon produce didxido
de azufre, éxidos de nitrdgeno entre otros contaminantes (Gudynas, 2010; citado en Carrasco; Ledn, 2018,
p.49).

Molina et al., (2017, p. 2) en la actualidad existe una gran demanda de consumo de energia eléctrica
debido al crecimiento poblacional e industrial es por esta razon que muchos paises buscan
encontrar una solucion amigable con el ambiente mediante la utilizacion de energias renovables
como es la energia solar, e6lica e hidroeléctrica, pero en los Gltimos afios también han encontrado
una solucién en la utilizacién de celdas de combustibles microbianas, que mediante catalizadores
se genera bioelectricidad.

Con la utilizacién de las CCM se puede también contribuir a la biorremediacidon de compuestos
como xenobidticos o metales pesados provenientes de aguas residuales, es por esto por lo que la
perspectiva de disponer agua limpia para liberar al ambiente se ha fortalecido gracias a la
utilizacién de las celdas de combustible (Revelo et al., 2013, p.17).

Es muy dificil pensar en las actividades econémicas sin la implicacion de estandares de
sostenibilidad y consideraciones que exigen el respeto a la naturaleza (Gudynas, 2010; citado en
Carrasco y Leon, 2018, p.49), como es en el caso de Ecuador que uno de los sectores comerciales mas
importante es la mineria sin embargo a traido muchos conflictos ambientales y sociales por las

malas précticas que realizan en la extraccion de los minerales dentro de estos lugares (Asociacion
para la Accion sobre la economia verde, 2021, p. 9).

Una de las zonas mineras mas conflictivas se encuentra en el sur del pais en la provincia de
Zamora Chinchipe en el sector de Nambija, muchas personas de este lugar se dedican actividades
mineras artesanales lo que ha provocado condiciones de vida precaria e insegura sumando a una
explotacion antiética ya que un aspecto importante a resaltar es la utilizacion de Mercurio dentro
de las explotaciones mineras, este compuesto quimico es liberado al ambiente lo cual ha

provocado que se contamine el agua y el suelo; y por ende se deteriora los servicios ecosistémicos
(Guevara et al., 2015: pp. 5-6).



2.1.2. Estudios sobre CCM realizados a nivel nacional e internacional

Las investigaciones cientificas sobre las CCM son variadas, pero cada una de estas con diferentes
puntos de vista. (Lovley, 2006, p.327) indica que el estudio adicional de estos sistemas ha llevado al
descubrimiento de microorganismos que conservan energia para sustentar su crecimiento
mediante la oxidacion completa de compuestos organicos a dioxido de carbono con la
transferencia directa de electrones a los electrodos, mientras que (Angenent, 2006, p.2009) realiza una
revisién bibliografica que aborda el desarrollo y el progreso experimental de biocatados en celdas
de combustible microbianas e indica que los biocatados son prometedores en las CCM y anticipa
una aplicacién exitosa después que se realicen mas investigaciones, a la vez (Pant et al. 2010, p.1533)
expresa gue las CCM han ganado mucha atencion en los ultimos afios como un modo de convertir
residuos organicos incluidas las aguas residuales de baja concentracion y la biomasa
lignocelulésica en bioelectricidad.

El estudio de las CCM es un trabajo multidisciplinario que involucra las areas de electricidad,
microbiologia, quimica y ambiente, al unir todas estas areas se pueden realizar mejores
investigaciones y no solo a escala de laboratorio, sino poder aplicarlas en industrias y poblaciones
con una generacion de electricidad mas limpia y sustentable (Revelo et al., 2013, p.18).

En Ecuador las revisiones bibliograficas son diversas por ejemplo se tiene una linea de
investigacion realizada por el Grupo de Energias Alternativas y Ambiente (GEAA), un grupo de
investigacion de la Facultad de Ciencias perteneciente a la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo, en las cuales en el 2015 se realiz6 una investigacién sobre la generacion de
bioelectricidad a partir de Residuos Vegetales y Frutas en suelos altoandinos en el cual se prob6
una mezcla de materia organica del suelo en las SMFC y se gener6 un voltaje de salida de 330
mV en la SMFC3 que contenia una mezcla de 75:25 de frutas y verduras (Logrofio et al., 2015, p.2009)
Por mencionar otra investigacién se tiene que en el 2016 se realizd un estudio de un biosensor
basado en las Celdas de Combustible Microbiano de Camara Unica terrestre para la Demanda
Bioguimica de Oxigeno de aguas residuales lavadas con arroz sintético en el cual se crearon 3
celdas con suelo andino y los picos maximos de voltaje de circuito abierto estaban entre 40,6 y
58,8 mV y entre 18,2 y 32,9 mV para la Camara uno y dos, respectivamente (Logrofio et al., 2016,
p.1).

2.1.3. CCM con microalgas

Actualmente se esta utilizando microalgas como biocétados fotosintéticos para la produccion de
bioelectricidad en las CCM. Las microalgas en el catodo pueden incrementar el movimiento de
los electrones en el circuito eléctrico producto de las altas concentraciones de oxigeno disuelto

provocadas por la obtencién de oxigeno in situ de las microalgas, ya que en la fotosintesis utilizan
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los compuestos carbdénicos como el bicarbonato y el didéxido de carbono para producir oxigeno
en presencia de luz (Chaparro, 2020, p.100).

Las CCM se encuentran en un continuo proceso de desarrollo e investigacion y gracias a esto se
ha logrado muchos avances y de esta forma se ha encontrado usos alternativos que pueden
aplicarse para la biorremediacion de problemas ambientales, las microalgas en comparacion con
otros biocatados son més Utiles ya que su biomasa se considera un producto valioso que ayudan
a mitigar el CO;, liberado del tratamiento de aguas residuales (Chaparro, 2020, p.103).

Un ejemplo de la utilizacién de microalgas en cdmaras de combustible microbiano es un estudio
realizado por el Grupo de Energias Alternativas y Ambiente (GEAA) en el cual con una
biopelicula de microalgas Chlorella vulgaris en la cAmara catddica, se realizé una evaluacion
preliminar de la generacién de bioelectricidad y biodegradacion de aguas residuales textiles de
tinte real” en la cual las celdas superaron un voltaje de circuito abierto entre un 18 % y un 43 %
mas alto que el control (Logrofio et al., 2017, p.1).

Otro estudio realizado por Song et al. (2020, p.1) en el cual se afiade Chlorella vulgaris (C.
vulgaris) al catodo para producir oxigeno como aceptor de electrones. Los resultados mostraron
que la adicién de C. vulgaris en el catodo de las SMFC redujo significativamente su resistencia
interna y se produjo una densidad de potencia maxima de 5,17 W/m3, que fue 6 veces mayor que
la de las SMFC sin la adicion de C. vulgaris. También obtuvieron eficiencias de remocion de
materia organica 37.2%.

2.1.4. Requerimientos principales de los cultivos de microalgas

Las microalgas requieren un tiempo de aclimatacion mas largo ya que estas tienen una
caracteristica de retrasar el crecimiento hasta poder asimilar completamente el medio, lo que
resulta en una produccion menor de biomasa. (Herandez, Pérez, Labbé, 2014, pp.159-160)

Para el cultivo de microalgas se requieren los siguientes factores fisicos-quimicos y nutritivos:
(Hernandez et al., 2014, pp.159-160).

2.1.4.1. Factores fisicos-quimicos

o Luz entre los 2000 a 4000 lux
o Temperatura que oscile entre los 15 a 22°C
o Salinidad de 0,37 %

o pH alcalino entre 7-9



2.1.4.2. Factores Nutritivos

o Sales (Na, K, Ca, Mg) 1 g/100 ml
. Sales (Fe, Zn, Mn, B, Br, Si) 1 mg/100 ml
. Sales (Cu, Co, CI, I, Sr, Rb, Al) 1 ug/100 ml

2.1.5. Medios de cultivos para microalgas

Los medios de cultivos son una disolucién de nutrientes inorganicos necesarios para el
crecimiento de las microalgas, esto se utilizd con el fin de la produccion de biomasa;
principalmente contiene fuentes de carbono, fosforo y nitrégeno y puede contener otros elementos

dependiendo de la especie de microalga (Fernandez, 2014, p.1).

2.1.5.1. BG-11 Medium

El medio BG-11 se destind para el cultivo de cianobacterias de agua dulce, del suelo, térmicas y
marinas. Se caracteriza por el aumento de NaNOs siendo los niveles de nitrato y fosfato son altos

en este medio (Andersen, 2005, p.435).

o Composicion del medio de cultivo BG11 (Blue-Green Medium 11)

. Solucién madre 1

La solucion madre 1 del medio de cultivo BG11 estd compuesto en su mayoria de Nitrato de

Sodio este compuesto es fundamental para el crecimiento de las microalgas Pleurococcus sp.

Tabla 1-1: Solucion madre 1 BG-11
Componente g/L H:0
Nitrato de sodio (NaNO3) 10

Fuente: Andersen, 2005, p.435.

. Solucién madre 2

La solucién madre 2 del medio de cultivo BG11 esta compuesto en su mayoria por el Sulfato de
magnesio pentahidratado, seguido del compuesto Fosfato de potasio dibasico, ambos son

compuestos importantes para el desarrollo y alimentacion de las microalgas.



Tabla 2-1: Solucion madre 2 BG-11

Componente 9/500 ml H20

Acido Nitrico (HNO3) 0,3

Cloruro de calcio (CaCly) 1,8

Fosfato de potasio dibasico (K:HPO4) 2

Citrato de amonio férrico verde (CgHi1) 0,3

Sulfato de magnesio (MgSO. .7H,0) 3,75

Carbonato de sodio (Na.COs) 1

EDTA disodico (C10H1sN20s) 0,05

Fuente: Andersen, 2005, p. 435.

. Solucion madre 3

Esta solucion estd compuesta por trazas de metales, aunque siguen siendo muy importantes para
el crecimiento de las microalgas.

Tabla 3-1: Solucion madre 3 BG-11

Componente g/L H20
Nitrato de Cobalto (Co (NOs)..6H,0) 0,05
Acido Bérico (HsBOs) 2,86
Molibdato de sodio (NazMoQ, - 2H,0) 0,39
Sulfato ctprico (CuSO4 5H,0) 0,08
Cloruro de manganeso (MnCl; - 4H,0) 1,81
Sulfato de Zinc (ZnS0O4. 7H,0) 0,22

Fuente: Andersen, 2005, p.436.

Para la preparacion del medio de cultivo BG11 se tomd de las 3 soluciones madres antes descritas

y se afora a un 1L de agua destilada las siguientes cantidades (Andersen, 2005, pp.436):

Tabla 4-1: Volimenes de las soluciones para la preparar BG-11

Solucién madre 1 100 ml
Solucién madre 2 10 ml
Solucién madre 3 1ml

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

Y posteriormente se ajustd a un pH de 7,1, 6ptimo para el crecimiento de las algas.
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2.1.5.2. Bold’s Basal Medium (BBM)

Este medio carece de vitaminas, y algunas concentraciones de metales traza son altas. Este es un

medio Gtil para muchas algas (Andersen, 2005, p.437).

o Solucioén madre (1-6)

Esta solucidn esta compuesta en su mayoria por nitrato de sodio y fosfato de potasio dibasico,

todos estos compuestos importantes en la alimentacion de las microalgas.

Tabla 5-1: Composicion de las soluciones madre (1-6) BBM

N° Componente g/400 ml H.0
1 Cloruro de calcio (CaCly) 1
2 Sulfato de magnesio (MgSO. - 7H,0) 3
3 Nitrato de sodio (NaNOs3) 10
4 Fosfato de potasio monobésico (K:HPO,) 7
5 Fosfato de potasio dibasico (KH2PO4) 3
6 Cloruro de sodio (NaCl) 1

Fuente: Andersen, 2005, p.437.

o Solucién madre (7-10)

En la solucion madre 7-10 del medio de cultivo BBM se tiene que el compuesto EDTA en mayor

proporcion.

Tabla 6-1: Composicion de la solucién madre 7-10 BBM

N° Componente g/L H20
Sulfato de Zinc (ZnSO4-7H,0) 8,82
Cloruro de Manganeso (MnCl,. 4H,0) 1,44

7 Trioxido de Molibdeno (MoQ3) 0,71
Sulfato Cuprico (CuSO4-5H,0) 1,57
Nitrato de cobalto (Co (NOs)..6H,0) 0,49

8  Acido borico (H3BO3) 11,4
EDTA (C10H16N2Og) 50

? Hidroxido de potasio (KOH) 31

10 Sulfato ferroso (FeSO4-7H,0) 4,98
Acido sulflrico concentrado (H2SO4) 1

Fuente: Andersen, 2005, p.437.
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Para la preparacion del medio de cultivo BBM de la solucion madre (1-6) se toma 10 mL de cada
componente y de la solucion 7-10 un mililitro, esta se aforara en un 1L de agua destilada o

desionizada (Andersen, 2005, p.437):

Tabla 7-1: Composicion del medio de cultivo BBM

Solucién madre 1-6 10 ml

Solucién madre 7-10 1ml

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

Y posteriormente se ajustard a un pH de 7,1 valor 6ptimo para el crecimiento de las microalgas.

2.1.6. Leyde Ohm

La generacidn de voltaje en una CCM se calcula con la ley de Ohm y se determina con la siguiente

ecuacion: (Torres, Estrada, 2018, p.1)

V=IxR
Ecuacion 1-2: Ley de Ohm

Donde:

| es la corriente que pasa a través del conductor
V es el voltaje medido a través del conductor

R es la resistencia del conductor

2.1.7. Remocién de metales pesados

El porcentaje de remocién de los metales pesados serd calculado con la siguiente férmula

propuesta por Vela, Guaman, Gonzalez (2019, p. 921):
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_ (Cf: x 100)

—100
co,

Pr

Ecuacion 2-2: Remocion de metales pesados

Donde:
Pr es el porcentaje de remocion del metal pesado.
Co la concentracion inicial de un tiempo determinado t.

Cf la concentracion final de un tiempo determinado t.
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2.2.Marco Conceptual

2.2.1. Celda de combustible microbiana (CCM)

Las celdas de combustible microbianas son dispositivos de laboratorio utilizadas para generar
energia a partir de microorganismos, esto se da en ciertas condiciones en las cuales los
microorganismos transfieren los electrones que producen en su actividad metabdlica a un
electrodo comunmente llamado anodo y luego son transferidos al catodo con un aceptor final de

electrones como el oxigeno (Hincapié, 2014, p.10).

2.2.2. Celda de combustible microbiano de cAmara Unica (SMFC)

Una SC-MFC esta compuesta por un par de cdmaras una aerébica y otra anaerébica en un solo
compartimiento, en medio de las cuales hay un separador llamado membrana intercambiadora de
protones y en las dos cAmaras se instala un electrodo (4nodo y catodo), en la camara anaerdbica
se ubica el electrodo 4nodo y en la cdmara aerdbica se ubica el electrodo catodo (Revelo et al., 2013,
pp.17-28).

En la cAmara anddica se puede suministrar sedimentos activos y agua residual que es la capa
inferior de la camara de celda Unica donde los microorganismos metabolizaran el sustrato
organico generando electrones y H*, debajo de estos sedimentos se colocara el electrodo anddico,
mientras que el catodo se ubica en la parte superior de la SC-MFC con el objetivo que esta
favorezca las relaciones entre el oxigeno atmosférico, electrones y los H+ que se difunden a través

de la membrana de intercambio protonico (Logrofio et al., 2015, p.63).

2.2.3. Fibra de Carbono

Es un componente desarrollado por fibras compuestas especialmente de atomos de carbono que
tienen un diametro de 10 a 50 micrémetros, lo que esto proporciona una resistencia muy alta y
son buenos conductores eléctricos y tienen un area de superficie para que se pueda formar la

biopelicula de microalgas o biopeliculas microbianas (Nava y Castillo, 2018, p.29).

2.2.4. Anodo

Es un electrodo en el cual se producen reacciones de oxidacion de las especies presentes en el
medio y mediante este proceso se desprenden o pierde electrones usualmente se lo relaciona con
el polo positivo, pero su polaridad puede variar dependiendo del dispositivo utilizado teniendo en

cuenta el flujo y la direccion de la corriente eléctrica (Silva y Pefia, 2020, p.20).
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2.2.5. Catodo

Es el electrodo que tiene carga negativa en el cual se producen reacciones de reduccion de las
especies presentes en el medio y es el encargado de receptar los electrones, una corriente eléctrica
se transportara del anodo hacia el catodo debido a que existe una diferencia en su potencial en los
dos electrodos (Silva y Pefia, 2020, p.20).

2.2.6. Membrana Intercambiadora de Protones (MIP)

La MIP puede evitar el paso de electrones desde la cdmara anddica a la catddica y solo permite el
paso de protones, cominmente para esta membrana es utilizado el Nafion 17 pero también existen
otros productos de mas facil acceso econémico como es el papel celofan que puede también ser

utilizada como MIP (Nacato, 2018, pp.13-14).

2.2.7. Bioenergia

Se refiera a la energia renovable que es producida a partir de diversas fuentes biolégicas, en la
actualidad existen varias formas de aprovechar esta energia que mediante sistemas
bioelectroquimicos donde los sustratos organicos se convierten en electrones estos pueden ser

recuperados directamente produciendo bioelectricidad (Septlveda y Asprilla, 2015, p.461).

2.2.8. Metal pesado

Es un metal que tiene un alto peso especifico y pueden llegar a ser tdxicos al superar ciertos
umbrales, su presencia en la corteza terrestre es inferior al 0,1 % aunque también se pueden
encontrar en bajas concentraciones en la corteza. Algunos de los metales pesados que se presentan
normalmente son el Hg, As, Pb (Méndez et al., 2009, p.10).

2.2.9. Microalgas

Son organismos eucariotas que poseen un solo nlcleo y mediante la fotosintesis pueden convertir

la energia luminosa en energia quimica. Las condiciones éptimas para el cultivo de microalgas

varian dependiendo la especie (Fidalgo et al., 2019, pp.458-460).
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2.2.10. Pleurococcus sp

Es una especie de microalgas verdes que pertenece a la familia Chaetophoraceae. En su
morfologia presentan colonias redondas que forman delgados tapetes verdes sobre superficies
himedas. Habitan en agua dulce, suelos y cortezas de los arboles. En el Ecuador se encuentran
en la laguna de Rodeococha del Parque Nacional Llanganates (Guaméan y Gonzélez, 2016, p.80).

llustracion 1-2: Pleurococcus sp. en microscopio Optico 50x. Escala 5 um
Fuente: Guaman y Gonzélez, 2016, p.80.

2.2.11. Biopelicula

Son comunidades de microorganismos que presentan una adherencia a superficies solidas, tejidos
vegetales y animales que pueden tener las condiciones 6ptimas para la formacion de la biopelicula
a medida que responden a condiciones ambientales (Campuzano et al., 2017, p.40).

2.2.12. Biorremediacion

Proceso biotecnoldgico que se utiliza para convertir contaminantes organicos e inorganicos en
compuestos con poca o en el mejor de los casos con ninguna contaminacion, estos procesos son
empleados para remediar suelos, agua o también se pueden realizar procesos mas complejos como

es la produccion de bioelectricidad (Campuzano et al., 2017, p.45).

2.2.13. Agua residual minera

En la industria minera, las aguas residuales se pueden generar de varias maneras, dependiendo de
factores como el proceso de tratamiento, si la explotacion minera se realiza de forma subterranea
0 a cielo abierto; el agua de mina muchas veces contiene varios componentes y es susceptible a
la contaminacién ya que puede contener metales disueltos, acidos libres, metales pesados o

productos quimicos de alta salinidad (Mufioz, 2020, p.275).
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CAPITULO Il

3. METODOLOGIA

3.1. Hipdtesis y especificacion de las variables

3.1.1. Planteamiento de hipotesis

3.1.1.1. Hipétesis General

La microalga Pleurococcus sp como biocatalizador en celdas de combustible microbiano tienen

influencia sobre la generacion de bioelectricidad.

3.1.1.2. Hipétesis Especificas

e Se puede aislar y cultivar las microalgas Pleurococcus sp extraidas de la Laguna Rodeococha
del Parque Nacional Llanganates

o Es posible demostrar la influencia de la microalga Pleurococcus sp como biocatalizador en
Celdas de Combustible Microbiano para la produccion de bioelectricidad.

o Es posible calcular el porcentaje de remocion de metales pesados como Hg, Pb y Cu en las

Celdas de Combustible Microbiano.

3.1.2. ldentificacion de variables

e Variables dependientes: Potencial generado de bioelectricidad y Eficiencia de remocién de
metales pesados
e Variables independientes: Composicién de las celdas de combustible microbianas en funcion

de la concentracion celular de microalgas en su biopelicula.

3.2.Tipo y Disefio de Investigacion

La generacion de bioelectricidad mediante celdas de combustible microbianas usando aguas
residuales de mineria aurifera con Pleurococcus sp como biocatalizador en la camara catddica, se
realiza por el método de investigacion mixta debido a que los resultados seran presentados
mediante valores numéricos, segun el objetivo de estudio se considera aplicativa, segun el nivel

de profundizacion en el objeto de estudio se considera explicativa ya que describe el fendmeno
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que ocurre en la celda de combustible microbiana por la actividad del biofilm formado con los
microorganismos de los relaves mineros en la camara anddica y la microalga Pleurococcus sp en
la camara catodica para la generacion de Bioelectricidad, segun la manipulacion de variables es
un disefio experimental DCA ya que se estudia la variable independiente composicion de las
celdas de combustible microbianas en funcién de la concentracion celular de microalgas y la
variable dependiente generacion de bioelectricidad y remocion de metales pesados, mismos que
va ser generados durante la investigacion, segun el tipo de inferencia es considerada hipotética-
deductiva porque se pretende relacionar la remocion de los metales pesados con la produccién de
bioelectricidad, segin el periodo temporal es transversal ya que el anlisis de la variable

respuesta se realiza en un periodo determinado.

3.3. Unidad de Analisis

La unidad de analisis en la presente investigacion son Celdas de Combustible Microbianas, las
cuales estan constituidas por un anodo (biofilm de microrganismos de relaves mineros), un catodo
(biofilm de Pleurococcus sp), una membrana de intercambio de protonico (papel celofan),
sustrato (agua residual de mineria aurifera), la misma se estudia bajo ciertas condiciones 6ptimas
para examinar el comportamiento de cada una de las CCM respecto a cada configuracion y
sustrato administrado, con el propdsito de que cada una genere un voltaje representativo.

Catodo

Anodo

lustracion 1-3: Configuracién de la CCM
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

3.4.Poblacion de estudio

La poblacion de estudio fue el agua residual de salida de las actividades mineras recolectadas en
el sector denominado Nambija ubicado en la provincia de Zamora Chinchipe, canton Zamora,
parroquia San Carlos de las Minas, a 2600 msnm. Cuenta con un area aproximada de 69 has Segun

el Censo del afio 2010, tiene una poblacién de 91 376 (GAD Zamora Chinchipe, 2019, p.1).
18



ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
INGENIERIA AMBIENTAL

e l"l."l"\n

AEFERENCIA FROVINGA DE
ZANORA CHINCHIPE

BISTEMA DE COORDENADAS UTM
DATUM WGE 34 208 17 SUR
LEYENDA

. PO B R TR () aSCtounin b

SAN CATLDS DE LAS MINAS I

I PUWTOS DE MUEETRZD l

IAMOAA CH-INCHPE ]

ELARDHADD POR: MANFEN
CADRAT

50
Meerns

lustracion 2-3: Mapa de la zona minera del caton Zamora
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

Para el presente disefio experimental se utilizaron soluciones de medio de cultivo BG-11 con

diferentes concentraciones celulares de microalgas: 2,63x108 cell/mL para la CCM1y 3,325x108

cell/mL para la CCM2 y la CCM3, las mismas que fueron el punto de partida para la formacion

de las biopeliculas.

CCM1
2,63x10% cell/mL

Composicion de la biopelicula de las CCM

—
CCM2 CCM3
3,325x10% cell/mL 3,325x10% cell/mL

lustracion 3-3: Composicion de biopelicula en celdas de combustible microbiana
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

3.5. Tamario de la Muestra

Para el presente disefio experimental se realiz6 un muestreo compuesto del agua residual de
acuerdo a la NORMA INEN 2169:2013: Agua, Calidad del agua, Muestreo, Manejo y
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Conservacion de muestras procedente de las actividades mineras desarrolladas por la asociacion
de mineros artesanales ASONAMBILE del sector San Carlos de las Minas en el canton Nambija.
Se tomd un volumen de 125 ml por celda como son 4 celdas se necesitd un volumen total de 1000
ml para las dos fases, los mismos que fueron tomados en el punto de descarga del agua residual
hacia la quebrada y 150 g de los relaves mineros para cada celda con un total de 600 g. Ademas,
se necesitd un volumen de 1L para el andlisis fisico- quimico y 500 ml para el analisis
microbioldgico, con un total de 5000 ml de agua residual minera. Para analisis microbiol6gicos

de los relaves mineros es necesario 500 g.

3.6. Seleccion de la muestra

El tipo de muestro fue probabilistico simple debido a que todos los elementos de la poblacién
tienen la probabilidad de ser escogidas en esta investigacién, en este caso el agua residual minera

gue se recolectd de manera aleatoria.

3.7.Ld6gica de la Investigacion

3.7.1. Andlisis e Interpretacion de la Investigacion

La investigacion fue llevada a cabo en cinco pasos:

o Primer paso fue al aislamiento y cultivo de las microalgas Pleurococus sp

o El segundo paso fue la configuracion y funcionamiento de las celdas de combustible
microbiana

o El tercer paso fue el monitoreo de las Celdas de Combustible microbiana

e Enel cuarto paso se llevé a cabo los analisis fisicoquimicos de las muestras de agua residuales
y sedimentos de la mineria aurifera.

¢ En el quinto paso se realizaron andlisis microbiol6gicos de las muestras de agua residuales y

sedimentos de la mineria aurifera.

3.7.2.  Primer paso

3.7.2.1. Muestreo de microalgas

El muestreo se realiz6 de acuerdo con la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2169:2013:

Agua. Calidad del Agua. Muestreo, manejo y conservacién de muestras. (INEN 2013). Las
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muestras de agua se recolectaron en botellas de vidrio color ambar de 1L previamente
esterilizadas y se almacenaron a una temperatura de 4°C para su conservacion y transporte, estas
fueron extraidas de la Laguna Rodeococha del Parque Nacional Llanganates, que se ubica en las
coordenadas UTM segun el datum WGS 84 Zona 17 Sur descritas a continuacion:

Tabla 1-3: Puntos de recoleccién de muestras de agua en la Laguna Rodeococha.

Punto Longitud Latitud Altitud Paradmetros in situ
CE: 78 ps
°T: 18,8 °C

1 793427 9877542 3633 TDS: 39 ppm
PH: 7,1
Hora: 12:35 pm
CE: 297 ps
°T: 17,8 °C

2 793590 9877525 3635 TDS: 148 ppm
PH: 7,2
Hora: 1 pm
CE: 52 ps
°T: 15,7 °C

3 793348 9877561 3642 TDS: 25 ppm
PH: 7,1
Hora: 1:15 pm

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

Se recolectd muestras de los tres puntos que se visualizan en el mapa, debido a ser una zona

pantanosa de dificil acceso, por lo cual se tom6 muestras en la orilla de la laguna.
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llustracion 4-3: Puntos de muestreo en la Laguna de Rodeococha del Parque Nacional

Llanganates
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

Los parametros in situ (conductividad eléctrica, temperatura, solidos totales disueltos, pH) fueron
tomados con un multiparametro. Todas las muestras fueron colectadas bajo el permiso N° MAAE-
ARSFC-2021-1673 concedido por el Ministerio del Ambiente, Agua y Transicion Ecoldgica.

3.7.2.2. Cultivo y aislamiento

Las muestras se cultivaron en medios selectivos BG11 y BBM al 1,5% de agar. Para ellos se
sembraron 0,1 mL de agua siguiendo la técnica de siembra por extension dispersando la muestra
con un asa de Digralski estéril en las cajas Petri. Posteriormente las cajas se incubaron por 15 dias
a una temperatura de 25 °C, con periodos de luz y oscuridad de 12 horas cada uno y con una
intensidad luminica de 1200 luxes. Después de 15 dias se observo colonias verdes individuales y
definidas, las mismas que se replicaron bajo las mismas condiciones en medio de cultivo BBM
con agar. El proceso de repique de las colonias se repitid hasta obtener cultivos axénicos

observados a traves de un microscopio.
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3.7.2.3. Identificacion de microalgas

Se tomaron las colonas aisladas para identificar los grupos de microalgas presentes. Para lo cual

se observaron los caracteres morfolégicos que se compararon con claves taxonémicas

llustracién 5-3: Clave taxonémica Pleurococcus
Fuente: Snow, 1903.

Para la verificar que las microalgas Pleurococcus sp pertenezcan a la division Chlorophyta se
realizé una prueba bioquimica, ya que este tipo de algas tienen como sustancia de almacenamiento
almidén formado por amilasa y amilopectina como en plantas superiores, para lo cual se empled

en el medio de cultivo una prueba de Lugol.

3.7.2.4. Crecimiento y obtencién de biomasa

Las microalgas aisladas Pleurococcus sp fueron inoculadas en tubos de ensayo con diferentes
medios de cultivo (BBM, BG11 y Nitrofoska foliar) que estimularon su crecimiento.
Posteriormente se disefio fotobiorreactores de hasta 3 litros para la produccion de biomasa, se
control6 las condiciones de laboratorio como la temperatura de 25 °C, periodos de luz y oscuridad
de 12 horas cada uno, una intensidad luminica de 1500 luxes y un suministro de aire. Para la curva
de crecimiento de biomasa de realiz6 un conteo diario de las células en crecimiento utilizando la

camara de Neubauer y la Ecuacion 1-3.

C tracié (cell/ ) Total de celulas x 10000
ncentracion =
oncentracio mL Numero de cuadros x dilucion

Ecuacion 1-3: Concentracion celular por mililitro
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3.7.3.  Segundo paso

3.7.3.1. Muestreo de agua y relaves de la mineria aurifera

Las muestras de lodo y agua residual de la minera se tomaron de los canales de salida del proceso
de extraccion de oro, las muestras de agua se colocaron en botellas &mbar estériles y las muestras
de lodo fueron colocadas en fundas Ziploc; debidamente etiquetadas y su almacenamiento fue a

4 °C en un cooler para su posterior traslado hasta Riobamba y sus analisis correspondientes.

llustracién 6-3: Recoleccion de muestras

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

3.7.3.2.Condiciones para el funcionamiento de las celdas de combustible microbianas

En este estudio se utilizaron celdas de combustible microbianas de una sola cdmara (SMFCs) con
el catodo al aire. Las SMFCs son de laminas de vinilo de 5 mm de grosor, de forma redonda, con
un didmetro de 12 cm, con volumen de trabajo de 175 ml por cada celda. La camara del anodo y

del catodo se separa por papel celofan entre electrodos.
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llustracion 7-3: Configuracion de las CCM
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

El danodo se pre traté con el objetivo de mejorar la formacién del biofilm de microorganismos
autoctonos de los relaves mineros, a través del siguiente proceso: se remojo en acetona puraen la
noche y al siguiente dia se lavo 5 veces en agua destilada, posteriormente se remojo en una
solucién con un volumen 500 mL que contenia: perdxidisulfato de amonio (100 g) y é&cido
sulfarico concentrado (50 ml), durante 15 minutos; después, los electrodos se calentaron durante
30 minutos en una mufla a 450 °C (Feng et al., 2010: pp. 1841-1844). Mientras que el catodo se
humedece en agua destilada en la noche con el fin de eliminar las impurezas.

Iustracion 8-3: Anodo sumergido en solucion de perdxidisulfato de

amonio y &cido sulfurico
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.
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llustracion 9-3: Catodo sumergido en agua destilada
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

3.7.3.2. Formacion del biofilm del biocatados

La fibra de carbono pretratada fue sumergida en cultivos puros de microalgas Pleurococcus sp
con dos concentraciones 2,63x108 cell/mL y 3,33x108 cell/mL durante un periodo de siete dias
con las condiciones Optimas para su desarrollo como una temperatura de 25 °C, fotoperiodos de
luz de 12 horas y aireacion continua, en el que se pudo observar la formacién de colonias sobre

la fibra de carbono de color verde.

llustracion 2-3: Electrodo catodo sumergido en cultivo puro de

microalgas para la formacién de biofilm
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En las CCM armadas la camara catddica fue alimentada diariamente con el medio de cultivo
BG11 para precautelar el desarrollo y crecimiento de las microalgas, manteniéndolas activas y
estables durante el periodo de experimentacion
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llustracion 3-3: Biopelicula de algas Pleurococcus sp en el biocatados
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

3.7.4. Tercer paso

El dia 17 de mayo del 2022 se armé las celdas de combustible microbianas. Para la
experimentacion se armaron cuatro CCM, 3 celdas con la nomenclatura CCM1, CCM2, CCM3
gue contienen en su biocatados Pleurococcus sp y una celda de control CCM4 sin biofilm en la
camara catodica, se armaron el martes 17 de mayo del 2022 desde las 15 h hasta las 20 h en el

laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias como se muestra en la ilustracion 12-3.

-

lustracién 4-3: Proceso de construccion de CCM

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

Enla 13-3, se puede observar que las CCM esta compuesta de una camara anddica y una catédica
separada con papel celofan como MIP (membrana de intercambio proténico), en la camara
anodica se coloco la fibra de carbono previamente tratada y los volimenes de agua residual y lodo
presentados en la tabla 2-3, en la camara catddica de las CCM1, CCM2 y CCM3 se coloca el
biocatodo con el biofilm de la microalga Pleurococcus sp formado en la fibra de carbono

(electrodo), en la camara catédica de la CCM4 se coloca solo el electrodo sin biofilm.
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llustracion 5-3: CCM construidas

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

Tabla 2-3: Volimenes de agua residual y lodo activado afiadidos en las CCM en

la etapa uno
Numero de Volumen de agua Peso de lodo
CCM residual (ml) activo (g)
CCM1 142 152.81
CCM2 143 151.34
CCM3 145 154.07
CCM4 148 152.27

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

Se inoculé cuatro celdas al inicio de la experimentacion con agua residual y relaves provenientes
de la minera aurifera. El VVoltaje generado por las CCM fueron registrados cada 1 minuto mediante
el uso de un software llamado DAQ NI USB 6212 y un ordenador, el tiempo total de monitoreo
fue de 22 dias, siendo la primera fase desde el 20 de mayo hasta el 30 de mayo y la segunda fase
que fue desde el 01 de junio al 10 de junio, todo este proceso estuvo compuesto por dos ciclos, el
primer ciclo se llevé a cabo el armado de las CCM vy los analisis fisico-quimicos de la primera
fase y una nueva alimentacion de agua residual con volimenes que se detallan en la tabla 3-3, en
el ciclo dos el proceso consto de la extraccion del agua de cada celda y la realizacion del andlisis
fisico-quimico, ademas en este ciclo se realizd una curva de polarizacion mediante el uso de
resistencias externas de 1 k Q, 2k Q, 5k Q, 6.1 k Q, 10 kQ y 1 MQ. Cabe destacar que no se
realiz6 un tercer ciclo ya que los microrganismos entran en fase de muerte y por ende los valores

de voltajes obtenidos resultarian muy bajos.
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Tabla 3-3: Volumenes de agua residual afiadidas a cada una de las CCM en la

etapa dos
Numero de CCM Volumen de agua residual (ml)
CCM1 136
CCM2 101
CCM3 120
CCM4 134

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

3.7.5. Cuarto paso

3.7.5.1. Analisis Fisicoquimicos

o Primera etapa de analisis de agua residual

Se realizaron analisis in situ de pH, temperatura y conductividad en el momento de la toma de

muestras del agua residual minera, con las cuales se armd las celdas de combustible microbianas.

Los analisis quimicos de las muestras de agua residual minera se realizaron en el laboratorio

certificado CESTTA de la ciudad de Guayaquil. Los parametros analizados fueron: Mercurio,

Nitratos, Sulfatos, Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs), Demanda Quimica de Oxigeno,

Cobre y Plomo el método que se utiliz para cada uno se detalla en la tabla 4-3.

Tabla 4-3: Parametros quimicos analizados en la etapa uno.

ENSAYO

METODO/NORMA

PE/AL/10 EPA 3015 A, Rev 1, 2007.

Mercurio
EPA 245.1, Rev.3, 1994EPA 7470a, Rev.1, 1994.
PE-AL-40 Standard Methods Ed.23.2017,
Nitratos 4500 NOs A HACH 8039
PE/AL/25 Standard Methods
Sulfatos Ed.23.2017 4500 E SO4

Demanda Biogquimica de Oxigeno

PE/AL/28 Standard Methods Ed.23.2017 5210B

(DBOs) HACH, Method 8166
o _ PE/AL/05

Demanda Quimica de Oxigeno
Standard Methods Ed.23.2017 5220D
PE/AL/NIT

Cobre EPA 200.7 ICP-AES Rev.4.4 1994
PE/AL/17

Plomo EPA 200.7 ICP-AES Rev.4.4 1994

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.
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o Segunda etapa de analisis de agua residual

Al dia 11 se descarg6 el agua de cada una de las cuatro celdas (100 ml por cada celda) y se realizé
una digestidn acida para cada una de las muestras y se procede nuevamente a la determinacion de
nuevos analisis fisicoquimicos. Entre los parametros que se analizaron fueron: Mercurio, Nitratos,
Sulfatos, Cobre y Plomo el método que se utilizé para cada uno se detalla en la tabla 5-3. El
proceso fue realizado en el laboratorio de Quimica Instrumental y Laboratorio de Calidad del

Agua.

Tabla 5-3: Pardametros quimicos analizados en la etapa dos

ENSAYO METODO/NORMA
Mercurio Standard Methods Ed.23.2017, 3112 B.
Nitratos Standard Methods Ed.23.2017,4500 NOs A HACH 8039
Sulfatos Standard Methods Ed.23.2017 4500 E SO4
Cobre Standard Methods Ed.23.2017, 3111 B
Plomo Standard Methods Ed.23.2017, 3111 B

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

3.7.6. Quinto paso

El analisis microbioldgico de las muestras iniciales y las muestras de descarga de las celdas para
microorganismos anaerobicos y aerdbicos se realiz6 en el laboratorio de Biotecnologia de la
Facultad de Ciencias de la ESPOCH. Para la siembra de microorganismos anaerobios y aerobios,
se realizaron 7 diluciones para agua y suelo respectivamente que contenian 9 mL de agua
peptonada. Se realizaron las diluciones siguiendo el procedimiento detallado en la ilustracién 14-
3. Posteriormente se prepar6 el medio de cultivo PCA con el agente inhibidor acronistina para
evitar el crecimiento de hongos. Se prepararon 16 cajas para conteo de aerobios en suelo y agua,
16 cajas para anaerobios, por lo cual se vertié 20 mL en cada caja petri para conteo de aerobios y
30 mL para el conteo de anaerobios y para la siembra se eligieron las diluciones 10, 102, 10°
810° y 10°. En la siembra de microorganismos se vertié 0,1 mL de cada dilucién en cada caja
petri anteriormente etiquetada, se extendid la muestra con una espatula de Drigalski en toda la
superficie del medio de cultivo previamente enfriado. Mientras que para la siembra de anaerobios
se afiadié 1 mL en cada caja petri y luego se vierte los 30 mL de medio PCA tibio. Para su
incubacion se colocaron las cajas a una temperatura de 32 °C y las cajas para el conteo de
anaerobios fueron sometidas en una condicion de anaerobiosis a la misma temperatura que los

aerobios. Después de 48h se realiz6 el conteo de aerobios y anaerobios.
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DILUCIONES SERIADAS PARA AISLAR
MICROORGANISMOS DE SUELO Y AGUA

Dilucién 101: Pesar 10 g de suelo o tomar 10 mL de agua y diluir en

90 mL de H>O peptonada.

Dilucién 102: Tomar 1 mL de 10! y colocar en el tubo de ensayo

l

Dilucién 103: Tomar 1 mL de 102 y colocar en el tubo de ensayo

Dilucién 10%: Tomar 1 mL de 103 y colocar en el tubo de ensayo

con 9 mL de H>O peptonada

con 9 mL de H>O peptonada

con 9 mL de H2O peptonada

Dilucién 10°: Tomar 1 mL de 10 y colocar en el tubo de ensayo

con 9 mL de H2O peptonada

Dilucién 10°: Tomar 1 mL de 10° y colocar en el tubo de ensayo

l

Dilucién 107: Tomar 1 mL de 10° y colocar en el tubo de ensayo

con 9 mL de H2>O peptonada

con 9 mL de H2O peptonada

llustracion 6-3: Determinacion de microorganismos de suelo y agua

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.
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CAPITULO IV
4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
4.1. Aislamiento, cultivo y crecimiento de Pleurococcus sp
4.1.1. Parametros in situ de la laguna Rodeococha
El valor de pH promedio que se obtuvo en los puntos de muestreo de la laguna de Rodeococha
fue de 7,1 por lo cual los medios de cultivo para su crecimiento se ajustaron a este pH, la
conductividad eléctrica y los sélidos totales disueltos en el segundo punto de muestreo fue mayor
ya que se encontraba en una vertiente de agua que proporcionaba mayor cantidad de minerales a

la laguna en comparacion a los puntos 1y 3.

Tabla 8-4: Resultados de los parametros insitu de la Laguna Rodeococha

Conductividad  Temperatura TDS

Punto PH
(Hs) °C (ppm)
1 7,1 78 18,8 39
2 7,2 297 17,8 148
3 7,1 52 15,7 25

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

4.1.2. Prueba de Lugol
El yodo contenido en el reactivo Lugo reacciona con el polisacérido almidén a nivel de las algas

generando una coloracion marrén, confirmando la presencia de Chlorophytas en la muestra de

agua.

32



llustracion 1-4: Prueba con positiva de Lugol
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

4.1.3. Aislamiento

Luego de realizar repiques consecutivos a partir de las muestras obtenidas de la laguna de
Rodeococha en el Parque Nacional Llanganates en medio de cultivo BBM y BG11 con agar, se
logré obtener un cultivo de colonias axénicas en placa, visualizadas en la llustraciéon 2-4. Se

observaron colonias de color verde, individuales y bien definidas.

lustracion 2-4: Cultivo axénico de Pleurococcus sp en medio BBM
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

4.1.4. ldentificacion morfologica

Las microalgas fueron identificadas taxonémicamente de acuerdo a su morfologia Pleurococcus
sp presenta colonias redondas, todas las celulas contienen un solo cloroplasto parietal de extension
considerable, equipado con un solo pirenoide. Las claves taxondémicas utilizadas para identificarla

fueron (Murray, 1911, p. 256) (Guaman y Gonzélez, 2016, p.1) (Snow, 1903, p.1).
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Tabla 2-4: Clasificacion taxonémica de las microalgas Pleurococcus sp

Pleurococcus sp (40X)

. 5 e
o o’ -
- . ':. - 7"‘?~\
et PR
Taxonomia
Reino Plantae
Division Chlorophyta
Clase Chlorophyceae
Orden Chaetophorales
Familia Chaetophoraceae
Género Pleurococcus

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

4.1.5.Cultivo y Crecimiento celular

Para la obtencion de biomasa se realizd cultivos por triplicado en fotobiorreactores de 300 mL
utilizando 3 distintos medios de cultivo BBM, BG-11 y Nitrofoska foliar 5% p/v, durante 15 dias.
Los cultivos se llevaron a cabo en condiciones controladas de laboratorio como la temperatura de
25 °C, periodos de luz y oscuridad de 12 horas cada uno, una intensidad luminica de 1200 luxes
y un suministro de aire. En el primer dia se inoculé las muestras de los diferentes medios de
cultivo con 1mL de microalgas Pleurococcus sp aisladas una concentracion inicial de 1,5 x10°
células/mL Durante los dias posteriores se conté mediante una Camara de Neubauer la
concentracion de células por cada mililitro de medio de cultivo. Como se puede observar en la
tabla 3-4.
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Tabla 3-4: Crecimiento celular de Pleurococcus sp en diferentes medios de cultivo

Concentracion de células /mL

Fecha Dias Medio de cultivo
BG11 BBM Nitrofoska 5%

6/7/2022 0 1500000 1500000 1500000

7/7/2022 1 5350000 3550000 2030000

8/7/2022 2 7540000 5780000 2500000

9/7/2022 3 9750000 7840000 3650000
10/7/2022 4 15350000 9550000 5300000
11/7/2022 5 18050000 11750000 6800000
12/7/2022 6 21300000 14100000 8350000
13/7/2022 7 28900000 15400000 8950000
14/7/2022 8 34200000 17400000 11600000
15/7/2022 9 39600000 21200000 15600000
16/7/2022 10 45350000 25400000 19300000
17/712022 11 48400000 32800000 21900000
18/7/2022 12 51600000 38000000 22700000
19/7/2022 13 54300000 41800000 26200000
20/7/2022 14 57800000 44300000 28900000
21/7/2022 15 59700000 46300000 31200000
22/7/2022 16 62100000 48900000 33600000
23/7/2022 17 65800000 51200000 35100000
24/7/2022 18 68400000 53700000 37300000
25/7/2022 19 69700000 55600000 38600000
26/7/2022 20 72300000 58900000 39700000
27/7/12022 21 74600000 59800000 42600000
28/7/2022 22 76600000 63900000 46200000
29/7/2022 23 78300000 66400000 48300000

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

Se puede observar en la llustracion 3-4 que el medio de cultivo con el que Pleurococcus sp
desarroll6 una mayor tasa de crecimiento fue BG-11 (Blue Green 11) siendo este medio de amplia
utilizacion a nivel mundial por desarrollar una mayor cantidad de biomasa algal. El segundo
medio de cultivo fue BBM (Bold’s Basal Medium) que tiene una composicion similar en
compuestos quimicos al BG-11 teniendo un rendimiento medio en el crecimiento de esta

microalga. El tercer medio de cultivo tuvo una tasa de crecimiento baja en comparacion de los
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dos medios, una ventaja de este medio es su bajo costo y que se encuentra de forma comercial en

nuestro pais.

Curva de crecimiento Pleurococcus sp

80000000 /

70000000 -
£ 60000000
B 50000000 —+—BGI1
5 //
'S 40000000 —=—BBM
% 30000000 / / —#A— Nitrofos
2 / / ka 5%
O 20000000 >

10000000

0
0 5 10 15 20 25

Dias

lustracion 3-4: Curva de crecimiento de la microalga Pleurococcus sp
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

lustracién 4-4: Obtencién de biomasa en tres medios de cultivos
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

4.2. Monitoreo de las celdas de Combustible microbiana

En la ilustracion 20-4 se muestra el comportamiento de las CCM de la produccion de voltaje en
la primera etapa que tuvo un lapso de 11 dias.
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llustracion 5-4: Produccion de Voltaje en CCM durante la etapa 1
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la tabla 4-4, se muestra los promedios por dia de cada una de las celdas en relacion a la

generacién de voltaje.

Tabla 4-4: Promedio del Voltaje generado en las CCM fase 1

CCM1 CCM2 CCM3 CCM4
20/05/2022 0,54 0,52 0,56 0,53
21/05/2022 0,52 0,52 0,55 0,54
22/05/2022 0,53 0,54 0,57 0,54
23/05/2022 0,55 0,56 0,59 0,54
24/05/2022 0,59 0,54 0,58 0,53
25/05/2022 0,59 0,53 0,57 0,54
26/05/2022 0,57 0,52 0,58 0,55
27/05/2022 0,54 0,52 0,58 0,56
28/05/2022 0,50 0,53 0,58 0,56
29/05/2022 0,55 0,53 0,58 0,57
30/05/2022 0,57 0,51 0,59 0,57

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la tabla 5-4 se muestra la estadistica descriptiva de la fase uno para las cuatro celdas de

combustible microbiano, en esta se puede observar que la celda CCM3 con biopelicula
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Pleurococcus sp. es la que mayor produccion de voltaje genera con un maximo de 1,0008 V con
respecto a la celda de control sin biopelicula con 0,71 V. Las celdas uno y dos generan un valor
maximo de 0,804 y 0,753 respectivamente.

Tabla 5-4: Valores estadisticos en celdas de Combustible Microbiana CCM fase 1

Estadistica Descriptiva Fase 1
CCM1 CCM2 CCM3 CCM4

Media 0,56 0,53 0,58 0,55
Error tipico 0,00014 0,00007 0,00007 0,00009
Mediana 0,56 0,54 0,58 0,55
Moda 0,53 0,54 0,56 0,55
Desviacion Estandar 0,03 0,02 0,02 0,02
Varianza de la muestra 0,0010 0,0003 0,0003 0,0005
Curtosis 571 111,53 155,91 73,31
Coeficiente de asimetria -0,76 -5,46 -6,73 -3,88
Rango 0,7 0,65 0,89 0,61
Minimo 0,104 0,101 0,115 0,104
Méaximo 0,804 0,753  1,0008 0,71
Suma 29730,8 28413,1 30653,9 29233,9
Cuenta 53164 53164 53164 53164
Nivel de Confianza (95%) 0,00027 0,00015 0,00014 0,00018

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la ilustracion 6-4 se muestra el comportamiento de las CCM de la produccion de voltaje en la
segunda etapa que tuvo un lapso de 10 dias. En la cual se descarté la CCM1 por presentar una

ruptura en su membrana intercambiadora de protones.
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llustracion 6-4: Produccion de Voltaje en CCM durante fase 2
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la tabla 6-4, se muestra los promedios por dia de cada una de las celdas en relacion a la
generacion de voltaje durante el ciclo 2

Tabla 6-4: Promedio del VVoltaje generado en celdas de Combustible Microbiana

CCM fase 2
FECHA CCM2 CCM3 CCM4
1/6/2022 0,63 0,58 0,48
2/6/2022 0,62 0,60 0,52
3/6/2022 0,60 0,55 0,53
4/6/2022 0,61 0,52 0,48
5/6/2022 0,61 0,57 0,49
6/6/2022 0,62 0,58 0,53
7/6/2022 0,61 0,58 0,45
8/6/2022 0,58 0,55 0,41
9/6/2022 0,57 0,55 0,37
10/6/2022 0,56 0,55 0,32

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la tabla 7-4 se muestra la estadistica descriptiva de la fase dos para las tres celdas de

combustible microbiano, en esta se puede observar que la celda CCM2 produce mayor voltaje
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con un méaximo de 1,08 V con respecto a la celda de control con 0,77 V.

Tabla 7-4: Valores estadisticos de celdas de Combustible Microbiana CCM fase 2

Estadistica Descriptiva Fase 2
CCM2 CCM3 CCM4

Media 0,61 0,58 0,48
Error tipico 0,0002  0,0003 0,0005
Mediana 0,62 0,59 0,51
Moda 0,61 0,59 0,50
Desviacion Estandar 0,03 0,05 0,08
Varianza de la muestra 0,001 0,002 0,006
Curtosis 44,16 13,62 7,03
Coeficiente de asimetria -2,18 -2,28 -2,61
Rango 0,98 0,74 0,67
Minimo 0,10 0,10 0,10
Méaximo 1,08 0,85 0,77
Cuenta 20654 20654 20654
Nivel de Confianza (95%) 0,00052 0,00062  0,0011

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la ilustracion 7-4 se muestra el comportamiento de las CCM de la produccion de voltaje

durante toda la experimentacion que tuvo una duracion de 21 dias
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lHustracion 7-4: Produccion de Voltaje en CCM durante la experimentacion
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

4.3.Curva de polarizacion

En la segunda fase se realizd una curva de polarizacion mediante el uso de resistencias externas

delkQ,2kQ,5kQ,6.1kQ, 10kQy 1 MQ. Se registro el voltaje generado (mV) con distintas

resistencias en cada una de las Celdas de Combustible Microbianas. Se utilizo la Ley de Ohm:
V=IXR

Tabla 8-4: Voltaje generado en un circuito cerrado en las CCM

Resistencia (2) ccM1 CCM2 CCM3 cc4
(mV) (mV) (mV) (mV)

1000 1433 166,7 190 130

2000 260 285 325 230

5000 530 575 615 490

6100 612,5 667,5 705 560

10000 850 920 960 740

1000000 1050 1200 1320 950

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la tabla 8-4 se observa el voltaje generado con varias resistencias (Q2), con el voltaje registrado
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(mV). Se determind la intensidad de corriente (mA) y la potencia (mW) con un area superficial

de 23 cm?, utilizando la ley de Ohm. Se calculo la corriente con la siguiente ecuacion.
[ = %4
"R

Tabla 9-4: Intensidad de la Corriente en un circuito cerrado en las CCM

Resistencias CCM1 CCM2 CCM3 CCM4
(Ohmios Corriente1  Corriente 2 Corriente 3 Corriente 4
(mA) (mA) (MA) (mA)

1000 143,33 166,67 190,00 130,00

2000 130,00 142,50 162,50 115,00

5000 106,00 115,00 123,00 98,00

6100 100,41 109,43 115,57 91,80

10000 85,00 92,00 96,00 74,00
1000000 1,05 1,20 1,32 0,95

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la tabla 9-4 se observa la intensidad de corriente generada en las Celdas de Combustible
Microbianas en miliamperios (mA). Con la cual se determin6 la densidad de la corriente en

(mA/cm?) siguiendo la siguiente ecuacion:

. _ mA Intensidad (mA)
Densidad corriente (c ) =

m? Area (cm?)
Tabla 10-4: Densidad de la Corriente en las CCM
Resistencias CCM1 CCM2 CCMs3 CCMm4
Densidad Densidad Densidad Densidad
(Ohmios Corriente 1 Corriente 2 Corriente 3 Corriente 4
(mA/cm?) (mA/cm?) (mA/cm?) (mA/cm?)
1000 6,23 7,25 8,26 5,65
2000 5,65 6,20 7,07 5,00
5000 4,61 5,00 5,35 4,26
6100 4,37 4,76 5,02 3,99
10000 3,70 4,00 4,17 3,22
1000000 0,05 0,05 0,06 0,04

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.
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En la tabla 11-4 se presenta la potencia generada en las Celdas de Combustibles Microbianas en
mili Watts (mW) que se determiné por la siguiente ecuacion:

Potencia (mW) = Intensidad (mA) X Voltaje(V)

Tabla 11-4: Potencia generada en las Celdas de Combustible Microbianas

Resistencias CCM1 CCM2 CCM3 CCM4

(Ohmios Potencia 1 Potencia 2 Potencia 3 Potencia 4
(mw) (mw) (mWw) (mWw)

1000 20,54 27,78 36,10 16,90

2000 33,80 40,61 52,81 26,45

5000 56,18 66,13 75,65 48,02

6100 61,50 73,04 81,48 51,41

10000 72,25 84,64 92,16 54,76

1000000 1,10 1,44 1,74 0,90

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la tabla 11-4 se observa la potencia generada en las Celdas de Combustible Microbianas en
mili Watts (mW). Con la cual se determind la densidad de la potencia en (mW/cm?) siguiendo la

siguiente ecuacion:

) . (mW\ Potencia (mW)
Densidad potencia ( 2) =—
cm Area (cm?)

Tabla 12-4: Densidad de Potencia generada en las CCM

Resistencias CCM1 CCM2 CCM3 CCM4
Densidad Densidad Densidad Densidad
(Ohmios Potencia 1 Potencia 2 Potencia 3 Potencia 4
(mWi/cm?) (mWi/cm?) (mW/cm?) (mWi/cm?)
1000 0,89 1,21 1,57 0,73
2000 1,47 1,77 2,30 1,15
5000 2,44 2,88 3,29 2,09
6100 2,67 3,18 3,54 2,24
10000 3,14 3,68 4,01 2,38
1000000 0,05 0,06 0,08 0,04

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.
43



En la ilustracion 8-4 se representa la curva de polarizacion de la primera celda de combustible
microbiana con una densidad de potencia maxima de 3,1 mW/cm? con una resistencia de 10 kQ
y el voltaje maximo registrado fue de 1050 mV con la resistencia de 1 MQ.

Curva de polarizacion CCM1
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llustracion 8-4: Grafica de la curva de polarizacion CCM1
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la ilustracion 9-4 se representa la curva de polarizacion de la segunda celda de combustible
microbiana con una densidad de potencia maxima de 3,68 mW/cm? con una resistencia de 10 kQ

y el voltaje méaximo registrado fue de 1220 mV con la resistencia de 1 MQ.
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Curva de Polarizacion CCM?2
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llustracién 9-4: Grafica de la Curva de Polarizacion de la CCM2
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la ilustracion 10-4 se representa la curva de polarizacion de la tercera celda de combustible
microbiana con una densidad de potencia maxima de 4,01 mW/cm? con una resistencia de 10 kQ
y el voltaje maximo registrado fue de 1320 mV con la resistencia de 1 MQ.

Curva de polarizacion CCM3
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llustracion 10-4: Grafica de la Curva de Polarizacién de la CCM3
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la ilustracion 11-4 se representa la curva de polarizacion de la cuarta celda de combustible
microbiana con una densidad de potencia maxima de 2,38 mW/cm? con una resistencia de 10 kQ
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y el voltaje maximo registrado fue de 933 mV con la resistencia de 1 MQ.

Curva de Polarizacion CCM4
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lustracion 11-4: Gréfica de la Curva de Polarizacion de la CCM4
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

Las Celdas de Combustible Microbianas CCM1, CCM2 y CCM4 alcanzaron la maxima densidad
de potencia (mW/cm?) con la resistencia 10 kQ. La CCM3 alcanzé la maxima densidad de
potencia con la resistencia de 6,1 kQ. Todas las CCM registraron su voltaje maximo con la
resistencia de 1 MQ.

4.4.Pruebas de hipotesis

4.4.1. Andlisis de la Varianza ANOVA para la primera etapa

Se realizo el Andlisis de la VVarianza (ANOVA) para determinar si al menos una CCM es diferente
a las otras CCM, el nivel de significancia fue de 0,05 para las hip6tesis siguientes:

Ho = py =ty = 3 = iy

H1 = py # pp # piz # Uy
Donde la variable u representa a las CCM. Para aceptar la Hipétesis nula Ho el valor de la
probabilidad debera ser mayor al nivel de significancia y en el caso de ser menor al nivel de
significancia se acepta la Hipotesis Alternativa H1.
En la tabla 25-4 se muestra los factores necesarios para realizar la prueba de ANOVA en la

primera fase de la experimentacion.
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Tabla 13-4: Factores para determinar el Analisis de Varianza

Grupos Cuenta Suma Promedio  Varianza

CCM1 53164  29730,80 0,56 0,0010
CCM2 53164  28413,11 0,53 0,0003
CCM3 53164  30653,86 0,58 0,0003
CCM4 53164  29233,86 0,55 0,0005

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la Tabla 13-4 se puede observar que al realizar el Analisis de Varianza (ANOVA) para la
primera etapa de generacion de voltaje en las celdas de combustible microbianas, se concluye que
siendo F calculada mayor que el valor critico para F. Se rechaza la Hip6tesis Nula y se acepta la
Hipdtesis alternativa por lo cual se dice que existe diferencias significativas entre los medios

aritméticos de las cuatro Celdas de combustible microbiana que pueden ser atribuidos a la distinta

generacién de voltaje en cada uno de los tratamientos empleados.

Tabla 14-4: Andlisis de Varianza (ANOVA) en la Etapa 1

Grados
Fuente de|Suma Cuadrados
o de ) o Valor
Variacion Cuadrados| Medios Fc Probabilidad|
Libertad critico F
FV SC CM
Gl
Tratamiento: 49,59 3 16,53 (32794,89 | 0 2,605
Generacién
de Voltaje:
CCM1,
CCM2,
CCM3y
CCM4
Error 107,2| 212652 0,0005
TOTAL 156,79 | 212655 Fc=32794,89>Ft=2,60; Rechaza Ho

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

4.4.2. Andlisis de la Varianza ANOVA para la segunda etapa

Serealizo el Andlisis de la VVarianza (ANOVA) para determinar si al menos una CCM es diferente
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a las otras CCM en la segunda etapa llevada a cabo en la experimentacion, el nivel de significancia

fue de 0,05 para las hipétesis siguientes:

Ho =y = pp = iz = Uy
H1 = py # pp # Uz # Uy
En latabla 15-4 se muestra los factores necesarios para realizar la prueba de ANOVA

Tabla 15-4: Factores para determinar el Analisis de Varianza

Grupos  Cuenta Suma Promedio  Varianza
CCM2 20654 12648,21 0,61 0,0015
CCM3 20654 11876,14 0,58 0,0020
CCM4 20654  9947,92 0,48 0,0061

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la Tabla 16-4 se puede observar que al realizar el Andlisis de Varianza (ANOVA) para la

segunda etapa de generacion de voltaje en las celdas de combustible microbianas, se concluye

que siendo el F calculada mayor que el valor critico para F.

Tabla 16-4: Anélisis de Varianza (ANOVA) en la Etapa 2

Fuente de Suma Grados
Cuadrados de

Libertad

Variacion
FV

Cuadrados
Medios
CM

Fc Probabilidad | Valor
critico

F

Tratamiento: 187,3 2

Generacion

de Voltaje:
CCM1,
CCM2,
CCM3y

CCM4

93,65

Error 198,6 61959

0,0032

292189 | 0 2,995

TOTAL 385,9 61961

Fc=29218,9>Ft=2,995; Rechaza Ho

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

4.5.Pruebas Post Hoc

Se ha determinado que existe diferencias entre las medias de los tratamientos en las celdas de

combustible microbiana CCM mediante el Analisis de Varianza, la prueba post hoc nos permite

determinar las medias que difieren en los diferentes tratamientos durante la experimentacion.
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45.1. Prueba de Tukey para la Fase 1

En la tabla se observa los factores para determinar la prueba de Tukey en la fase 1

Tabla 17-4: Factores para el cdlculo Prueba de Tukey

HSD 0,000353
Multiplicador 3,63
Mse 0,000504
N 53164

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la tabla se observa los valores promedio de cada una de las Celdas de Combustible Microbiana

CCM durante la experimentacion en la fase 1.

Tabla 18-4: Valores promedios de las CCM fase 1
CcCM1 CCM2 CCMs3 CCM4

0,56 0,53 0,58 0,55
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la tabla 18-4 se aprecian las diferencias entre las medias de las celdas de combustible

microbiana durante la fase 1 de experimentacion.

Tabla 19-4: Diferencias medias entre las CCM en la fase 1

CCM1 |CCM2 |CCM3 |CCM4
CCM1 0,02 0,017 0,01
CCM2 -0,04 -0,02
CCM3 0,03
CCM4

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la tabla 20-4 se observan los resultados de la prueba de Tukey en la cual se compararon las
diferencias de las medias con el HSD. Se demostré que existe diferencia significativa entre las
cuatro celdas de combustible microbianas (CCM1, CCM2, CCM3, CCM4) por lo cual se

determina que no pertenecen a la misma poblacion.
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Tabla 20-4: Resultado de la Prueba de Tukey fase 1

CCM1 |CCM2 |CCM3 |[CCM4
CCM1 Existe Existe Existe
CCM2 Existe Existe
CCM3 Existe
CCM4

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la ilustracidn 12-4 se puede observar la representacién grafica entre la diferencia de las medias

de las celdas de combustible microbianas durante la fase 1

Comparacién medias de las CCM Fase 1

0,65
0,60 + i l
0,55 + ; l l l
0,50 + : l

*
0,45 + s

*

*
0,40

CccMm1 CCM2 CCM3 CCM4

llustracion 12-4: Comparacion de las medias fase 1
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

4.5.2. Prueba de Tukey para la Fase 2

En latabla 21-4 se observa los factores para determinar la prueba de Tukey en la segunda fase

Tabla 21- 4: Factores para el célculo de la Prueba de Tukey fase 2

HSD 0,00212
Multiplicador 3,63
Mse 0,00705
N 20654

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.
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En la tabla 22-4 se observa los valores promedio de cada una de las Celdas de Combustible

Microbiana CCM durante la experimentacion en la segunda fase

Tabla 22-4: Valores promedios de las CCM fase 2
CCM2 CCMs3 CCM4
0,61 0,58 0,48

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la tabla 23-4 se aprecian las diferencias entre las medias de las celdas de combustible

microbiana durante la fase 2 de experimentacion.

Tabla 23-4: Diferencias medias entre las CCM en la fase 2

CCM2 |CCM3 |CCM4
CCM2 0,037 |0,131
CCM3 0,093
CCM4

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la tabla 24-4 se observan los resultados de la prueba de Tukey en la cual se compararon las
diferencias de las medias con el HSD. Se demostrd que existe diferencia significativa entre las
cuatro celdas de combustible microbianas (CCM2, CCM3, CCM4) durante la fase 2, por lo cual

se determina que no pertenecen a la misma poblacion.

Tabla 24-4: Resultado de la Prueba de Tukey fase 2

CCM2 |CCM3 |CCM4
CCM2 Existe |Existe
CCM3 Existe

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En lailustracion 13-4 se puede observar la representacion grafica entre la diferencia de las medias

de las celdas de combustible microbianas durante la segunda fase
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Comparacion de las medias de los CCMs segunda fase
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lustracion 13-4: Comparacion de las medias fase 2
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

4.6. Analisis Fisicoquimicos
En la tabla 25-4 se tiene los andlisis fisicoquimicos de la muestra matriz tomada a la salida de la
minera en el sector Flor del Oro en Nambija después del proceso de extraccion del oro, muestra

con la que se realizd el experimento.

Tabla 25-4: Analisis de agua extraida en Nambija

PARAMETRO UNIDAD RESULTADO VALOR LIMITE
Mercurio mg/L 0,042 0,005
Cobre mg/L 2,79 1
Plomo mg/L 0,37 0,2
Nitratos mg/L 3 -
Sulfatos mg/L 55 -
DBOs mg/L 152 100
DQO mg/L 329 200

Ph 8,3 6-9

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

Los analisis muestran que el efluente generado en la minera sobrepasa los limites establecidos en
la Norma de Calidad ambiental y de descarga de efluentes: Recurso Limites de Descarga a un
cuerpo de agua dulce, especialmente de los metales pesados como el Hg, Cu y Pb, la Demanda

Quimica de Oxigeno DQO y la DBOs sobre pasa los valores limites.
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Por lo tanto, el efluente generado no cumple con los valores limites permisibles.

En la tabla 26-4 se muestra los resultados de los anélisis fisicoquimicos y su porcentaje de
reduccién en la CCML1 al finalizar la primera fase

Tabla 26-4: Analisis de la Fase 1 CCM1

PARAMETRO UNIDAD VALOR RESULTADO Yo Dl .
INICIAL REMOCION

Mercurio mg/L 0,042 0,003505 91,65
Cobre mg/L 2,79 0,1396 95,00
Plomo mg/L 0,37 0,0820 77,84
Nitratos mg/L 3 1,72 42,67
Sulfatos mg/L 55 29 47,27

pH 8,3 7,67 7,29

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la tabla 27-4 se muestra los resultados de los andlisis fisicoquimicos de la CCM2 en la fase 1

y el porcentaje de remocion con respecto a la muestra matriz.

Tabla 27-4: Anélisis de la Fase 1 CCM2

PARAMETRO UNIDAD VALOR RESULTADO vo DE i
INICIAL REMOCION

Mercurio mg/L 0,042 0,0059377 85,86
Cobre mg/L 2,79 0,5508 80,26
Plomo mg/L 0,37 0,0706 80,92
Nitratos mg/L 3 5,44 52,00
Sulfatos mg/L 55 35 36,36

pH 8,3 8,1 2,41

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la tabla 28- 4 se muestra los porcentajes de reduccion de los parametros Fisicoquimicos de la

CCM3 con respecto a la muestra matriz.
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Tabla 28-4: Andlisis de la Fase 1 CCM3

PARAMETRO UNIDAD VALOR RESULTADO i ) PE
INICIAL REMOCION

Mercurio mg/L 0,042 0,0140412 66,57

Cobre mg/L 2,79 1,8371 34,15

Plomo mg/L 0,37 0,0085 97,70

Nitratos mg/L 3 6,12 62,67

Sulfatos mg/L 55 26 52,73

pH 8,3 7,61 8,31

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la tabla 29-4 se muestra los porcentajes de reduccion de los parametros Fisico —Quimicos de

la CCM4 con respecto a la muestra matriz.

Tabla 29-4: Andlisis de la Fase 1 CCM4

PARAMETRO UNIDAD VALOR RESULTADO v . PE
INICIAL REMOCION

Mercurio mg/L 0,042 0,0148247 64,70

Cobre mg/L 2,79 1,3436 51,84

Plomo mg/L 0,37 0,0219 94,08

Nitratos mg/L 3 3,4 20,00

Sulfatos mg/L 55 22 60,00

pH 8,3 8,21 1,08

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

La CCML tuvo una mayor disminucion en la concentracion de metales pesados 91,65 % para el
Mercurio y 95% para el Cobre y 77,84% para el Plomo; la CCM4 siendo la celda control que en
su configuracion no tiene biocatalizador Pleurococcus sp, tuvo mayor disminucién en el Plomo
con un porcentaje de 94,08%, en relacion a la Muestra Matriz y mayor en comparacion con las
CCM1, CCM2, CCM3.
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llustracion 14-4: Grafico de la remocién de metales pesados en la primera fase
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la tabla 30-4 se muestra los resultados de los andlisis fisicoquimicos y su porcentaje de

reduccién en la CCML1 al finalizar la segunda fase

Tabla 30-4: Andlisis de la Fase 2 CCM1

PARAMETRO UNIDAD VALOR RESULTADO ¥0 DE i
INICIAL REMOCION

Mercurio mg/L 0,042 0,014598 65,24
Cobre mg/L 2,79 0,9834 64,75
Plomo mg/L 0,37 0,3039 17,86
Nitratos mg/L 3 1,82 39,33
Sulfatos mg/L 55 41 25,45

pH 8,3 7,87 5,18

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.
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En la tabla 31-4 se muestra los resultados de los andlisis fisicoquimicos de la CCM2 en la fase 2

y el porcentaje de remocion con respecto a la muestra matriz.

Tabla 31-4: Andlisis de la Fase 1 CCM2

PARAMETRO UNIDAD VALOR RESULTADO % REMOCION
INICIAL

Mercurio mg/L 0,042 0,007688 81,70
Cobre mg/L 2,79 0,9488 65,99
Plomo mg/L 0,37 0,039 86,14
Nitratos mg/L 3 2,04 32,00
Sulfatos mg/L 55 38 30,91

pH 8,3 8 3,61

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la tabla 32- 4 se muestra los porcentajes de reduccion de los parametros Fisicoquimicos de la
CCM3 con respecto a la muestra matriz.

Tabla 32-4: Andlisis de la Fase 2 CCM3

VALOR .
PARAMETRO UNIDAD RESULTADO % REMOCION

INICIAL
Mercurio mg/L 0,042 0,0045077 89,27
Cobre mg/L 2,79 0,6046 78,33
Plomo mg/L 0,37 0,0463 87,49
Nitratos mg/L 3 1,12 62,67
Sulfatos mg/L 55 42 23,64
pH 8,3 7,51 9,52

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la tabla 33-4 se muestra los porcentajes de reduccion de los parametros Fisico —Quimicos de

la CCM4 con respecto a la muestra matriz.
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Tabla 33-4: Andlisis de la Fase 2 CCM4

PARAMETRO UNIDAD VALOR RESULTADO % REMOCION
INICIAL

Mercurio mg/L 0,042 0,0011569 97,25
Cobre mg/L 2,79 0,13 95,34
Plomo mg/L 0,37 0,0185 95,00
Nitratos mg/L 3 1,84 38,67
Sulfatos mg/L 55 36 34,55

pH 8,3 7,61 8,31

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

En la ilustracion 15-4 se observa que la CCM4 tuvo una mayor disminucién en la concentracién
de metales pesados 97,25 % para el Mercurio y 95,34% para el Cobre y 95% para el Plomo; la
CCML tuvo menor disminucién en el Plomo con un porcentaje de 17,86%, en relacion a la

Muestra Matriz
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lustracion 15-4: Porcentaje de Remocion de Metales Pesados en las CCM Fase 2
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.
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4.7. Resultados del Analisis microbioldgico inicial

4.7.1. Aerobios en agua

La muestra de agua inicial de la minera de oro de Nambija contenia mayor porcentaje de

microorganismos aerobios que anaerobios.

Tabla 34-4: Conteo de aerobios en la muestra agua inicial

Dilucion Numero de Colonias ~ Observacion
102 186 Colonias blancas
103 101 Colonias blancas
10* 12 Colonias blancas
10° 1 Colonias blancas
106 No existe crecimiento

107 No existe crecimiento

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

4.7.2. Anaerobios en agua

La muestra de agua inicial de la minera de oro de Nambija contiene microorganismos anaerobios

en menor cantidad.

Tabla 35-4: Conteo de anaerobios en muestra de agua inicial

Dilucion Numero de Colonias Observacion
102 96 Colonias blancas
103 46 Colonias blancas
10+ 4 Colonias blancas
10° 3 Colonias blancas
10° No existe crecimiento
107 No existe crecimiento

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

4.7.3. Aerobios en suelo

La cantidad de microorganismos anaerobios en el suelo es menor que la de anaerobios, puede ser

por la falta de oxigeno del suelo.
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Tabla 36-4: Conteo de Aerobios en la muestra de suelo inicial

Dilucion Numero de Colonias Observacion

Colonias blancas y unas
102 21 muy grandes que no se

pueden contabilizar

Colonias blancas

103 20

pequefias

Colonias blancas muy

10+ 19

pequefias
10° 17 Colonias blancas
10 1  Colonia blanca grande
107 No existe crecimiento

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

4.7.4. Anaerobios en suelo
La cantidad de colonias aerobias provenientes de los sedimentos de la mineria del oro son mayores
que la de aerobios, lo cual es muy util en la configuracion de la camara anddica de las celdas de

combustible microbiana.

Tabla 37-4: Conteo de Anaerobios de la muestra de suelo inicial

Dilucion Numero de Colonias Observacion

Colonias amarrillas, naranjas,

102 351 blancas filamentosas y una
rosada

10 278 Colonias blancas filamentosas,
colonias amarillas y naranjas.

10+ 140 Colonias blancas y amarillas

10° 62 Colonias blancas y amarillas

10° 10 Colonias blancas

107 6 Colonias blancas

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

4.8. Resultados del anélisis microbiol6gico final

Se realizo un andlisis microbioldgico al final de la experimentacion en tres diluciones 102, 103y

10 para el conteo de microorganismos en las celdas de combustible microbianas.
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4.8.1. Aerobios y anaerobios en el agua

Tabla 38-4: Conteo de aerobios y anaerobios en agua en la CCM1

UFC
Dilucion UFC aerobios Observacion ) Observaciones
anaerobios
Colonias amarrillas y Colonias blancas
102 56 . )
blancas filamentosas y amarillas
Colonias blancas
103 38 filamentosas y colonias 13 Colonias blancas
amarillas
10+ 12 Colonias blancas 7 Colonias blancas

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

Tabla 39-4: Conteo de aerobios y anaerobios en agua en la CCM2

UFC
Dilucién UFC aerobios Observacién ) Observaciones
anaerobios
Colonias amarrillas y Colonias blancas
102 82 ) ]
blancas filamentosas y amarillas
Colonias blancas .
) ] Colonias blancas
103 56 filamentosas y colonias 28 )
) y amarillas
amarillas
) Colonias blancas
10+ 21 Colonias blancas

y amarillas

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

Tabla 40-4: Conteo de aerobios y anaerobios en agua en la CCM3

UFC
Dilucion UFC aerobios Observacion ) Observaciones
anaerobios
Colonias amarrillas y Colonias blancas
10?2 77 _ 61 _
blancas filamentosas y amarillas
Colonias blancas )
) ] Colonias blancas
103 48 filamentosas y colonias 33 )
) y amarillas
amarillas
) Colonias blancas
10* 15 Colonias blancas 11

y amarillas

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.
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Tabla 41-4: Conteo de aerobios y anaerobios en agua en la CCM4

UFC
Dilucion UFC aerobios Observacion ) Observaciones
anaerobios
Colonias amarrillas y Colonias blancas
102 69 ) 52 )
blancas filamentosas y amarillas
Colonias blancas )
) ] Colonias blancas
103 36 filamentosas y colonias 29 )
] y amarillas
amarillas
) Colonias blancas
10+ 8 Colonias blancas ]
y amarillas
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.
4.8.2. Aerobios y anaerobios en suelo
Tabla 42-4: Conteo de aerobios y anaerobios en suelo en la CCM1
- -7 - -7 UFC -
Dilucion UFC aerobios Observacion ) Observaciones
anaerobios
Colonias blancas,
102 2 Colonias blancas 185 amarillas, naranjas y
rosadas
No existe ) Colonias blancas y
103 o Colonias blancas 79 ]
crecimiento naranjas
No existe ) Colonias blancas y
10+ o Colonias blancas 31 )
crecimiento naranjas
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.
Tabla 43-4: Conteo de aerobios y anaerobios en suelo en la CCM2
- -7 - -7 UFC -
Dilucion UFC aerobios Observacion ) Observaciones
anaerobios
) Colonias blancas y
102 6 Colonias blancas 201 _
naranjas
] Colonias blancas y
103 1 Colonias blancas 105 )
naranjas
No existe ) Colonias blancas y
10* o Colonias blancas 47 ]
crecimiento naranjas

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.
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Tabla 44-4: Conteo de aerobios y anaerobios en suelo en la CCM3

UFC
Dilucion UFC aerobios Observacion ) Observaciones
anaerobios
Colonias blancas,
1072 4 Colonias blancas 195 amarillas, naranjas
y rosadas
No existe ) Colonias blancas y
107 o Colonias blancas 79 _
crecimiento naranjas
No existe ) Colonias blancas y
10* o Colonias blancas 26 ]
crecimiento naranjas
Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.
Tabla 45-4: Conteo de aerobios y anaerobios en suelo en la CCM4
- -7 - -7 UFC -
Dilucion UFC aerobios Observacion ) Observaciones
anaerobios
Colonias blancas,
102 5 Colonias blancas 243 amarillas y
naranjas
) Colonias blancas y
103 1 Colonias blancas 113 )
naranjas
No existe ) Colonias blancas y
10* o Colonias blancas 54 )
crecimiento naranjas

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.

4.9. Caracteristicas morfoldgicas de las colonias aisladas

En la tabla 46-4 se observa las caracteristicas morfologias y fenotipicas de las colonias aisladas
de las celdas de combustible microbianas

Tabla 46-4: Caracteristicas morfoldgicas

Morfologia | Consistencia Color Tincion de Gram Foto

Gram + €0COoS

Circular Cremosa Amarillo




Gram + €0CoSs

Circular Cremosa Naranja

Gram + €0Cos
Irregular Cremosa Rosa
Rizoide Membranosa Blanca

Realizado por: Cuadrado, J.; Rodriguez, G., 2022.
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CAPITULO V

5. MARCO PROPOSITIVO

5.1.Propuesta

Durante la investigacion que se desarroll6 por 22 dias a escala de laboratorio, se pudo evidenciar
gue el aumento de la concentracion del sustrato generaba una mayor actividad microbiana y esto
podia evidenciarse en el voltaje producido por las CCM, puesto que la CCM3, que tenia una
mayor concentracion del sustrato, generé mayor voltaje en comparacion con las CCM1, CCM2
Y CCM4 y también, a través de los céalculos de remocion de metales pesados se pudo evidenciar
gue fue el sistema mas eficiente.

Se debe de tener en cuenta que al implementar una escala piloto existiria un aumento del volumen
de la celda, el area de la membrana y la distancia entre electrodos al existir una relacion
proporcional con la generacién del voltaje. La minera vierte sus aguas residuales después del
proceso de extraccion a un punto de descarga cercano a una quebrada, por lo que la propuesta
seria implementar tanques de almacenamiento para estas aguas residuales e implementar a escala
piloto dentro de este tanque varias CCM que pueda dar abasto para el caudal de agua residual
generada por el proceso minero.

Cabe destacar que para poder implementar la escala piloto antes descrita se deberia de realizar
estudios del caudal de agua residual generada por dia para de esta forma se pueda obtener datos
reales y poder realizar las dimensiones de los tanques de almacenamiento y posterior las medidas
necesarias de las CCM para cada tanque y de esta forma poder tener un mejor resultado y

biorremediar el agua residual generada en la mineria.
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CONCLUSIONES

e Se gener0 bioelectricidad en celdas de combustible microbiana de cdmara Unica a partir de
aguas residuales provenientes de la mineria aurifera y con relaves de esta industria. Las CCM
asistidas con microalgas Pleurococcus sp en su catodo demostraron tener éxito en la
generacién de bioelectricidad en comparacion a la celda control, la microalga utilizo el diéxido
de carbono producido en la cdmara anddica para su proceso de fotosintesis y produccion
oxigeno que facilita las reacciones de reduccion de los iones.

o Se aisld la microalga Pleurococcus sp y se identifico morfol6gicamente, evidencidndose una
mayor tasa de crecimiento celular en el medio de cultivo BG-11.

e Se demostrd que, debido a la variacion de voltajes generados en las celdas de combustible
microbianas, existe una influencia de la microalga Pleurococcus sp como biocatalizador, tanto
en el ciclo uno y dos las CCM1, CCM2, y CCM3 tienen una produccion de voltaje mayor que
la CCM4 en un 31,6% y 21,35 %. En la segunda fase alcanzo su mayor estabilizacion en la
cual la curtosis de la CCM2 y CCM3 fue mayor debido a que hubo una mayor concentracion
de datos de voltaje en torno a la media.

o Se evalud el comportamiento de los metales pesados Mercurio, Cobre y Plomo en cada una de
las CCM demostrandose una disminucidn significativa en su concentracion, durante la primera
fase: se obtuvo una remocion en la CCM1 del 92 % en Mercurio y 95% en Cobre; y la CCM4
un 94% en Plomo. Durante la segunda fase la CCM4 tuvo mayor remocion del 97 %, 95,3%
y 95% para Mercurio, Cobre y Plomo respectivamente, los metales pesados pasaron a un

estado no toxico en el agua.
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RECOMENDACIONES

¢ Siendo el Ecuador un pais megadiverso en especies de microalgas se recomienda realizar mas
investigacion de los cuerpos hidricos y las especies que estos albergan, realizando una
identificacion morfoldgica y molecular.

o Se deberian de realizar estudios donde se utilicen consorcios de microalgas para la produccién
de bioelectricidad y la remocion de metales pesados.

e Monitorear periddicamente la calidad fisicoquimica de los efluentes de la industria minera ya
gue estas contienen altas concentraciones de metales pesados que afectan la calidad de vida

humana y del ecosistema.
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ANEXOS
ANEXO A: AISLAMIENTO Y CULTIVO DE MICROALGAS Pleurococcus sp
Cultivo de Microalga Pleurococcus sp

Toma de muestras en la Laguna de Rodeococha




Aislamiento de la especie Pleurococcus sp en agar BG11




ANEXO B: PREPARACION DEL ANODO Y CATODO
Preparacion de la biopelicula de microalgas Pleurococcus sp.

Fibra de carbono en remojo




Anodo de las CCM en microscopia de barrido electronico 1300x




ANEXO C: CONSTRUCCION Y MONITOREO DE LAS CCM

Construccion de las celdas de combustible microbianas




ANEXO D: ANALISIS FISICOQUIMICOS
Digestion acida para anélisis fisicos quimicos de la fasel

Andlisis fisico-quimico del agua de las CCM en la fase 1

Digestion acida del agua obtenida en la fase dos para su posterior analisis fisicoquimico en la

fase dos.

Anélisis fisicoquimico del agua de las CCM en la fase 2



ANEXO E: CONTEO DE AEROBIOS Y ANAEROBIOS
Anaerobios en la dilucion 10 de la muestra de suelo




ANEXO F: RESULTADOS DE ANALISIS FISICOQUIMICOS
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ANEXO G: PRODUCCION DE VOLTAJE EN LAS CCM DURANTE LAS DOS FASES

GENERACION DE VOLTAJE EN LA FASE |
FECHA HORA CCM1 CCM2 CCM3 CCM4
20/5/2022 17:00:00 0,55 0,52 0,56 0,53
20/5/2022 18:00:00 0,55 0,51 0,55 0,53
20/5/2022 19:00:00 0,54 0,52 0,56 0,53
20/5/2022 20:00:00 0,53 0,52 0,56 0,53
20/5/2022 21:00:00 0,53 0,52 0,56 0,54
20/5/2022 22:00:00 0,53 0,52 0,56 0,54
20/5/2022 23:00:00 0,53 0,52 0,56 0,54
21/5/2022 0:00:00 0,53 0,52 0,56 0,55
21/5/2022 1:00:00 0,52 0,52 0,56 0,55
21/5/2022 2:00:00 0,53 0,53 0,56 0,55
21/5/2022 3:00:00 0,53 0,53 0,56 0,55
21/5/2022 4:00:00 0,53 0,54 0,56 0,55
21/5/2022 5:00:00 0,53 0,54 0,56 0,55
21/5/2022 6:00:00 0,54 0,54 0,56 0,55
21/5/2022 7:00:00 0,54 0,53 0,55 0,55
21/5/2022 8:00:00 0,54 0,54 0,55 0,56
21/5/2022 9:00:00 0,53 0,54 0,55 0,56
21/5/2022 10:00:00 0,54 0,54 0,56 0,56
21/5/2022 11:00:00 0,53 0,53 0,57 0,56
21/5/2022 12:00:00 0,53 0,52 0,56 0,56
21/5/2022 13:00:00 0,53 0,52 0,56 0,55
21/5/2022 14:00:00 0,53 0,52 0,55 0,55
21/5/2022 15:00:00 0,52 0,51 0,56 0,55
21/5/2022 16:00:00 0,52 0,51 0,56 0,55
21/5/2022 17:00:00 0,53 0,52 0,56 0,55
21/5/2022 18:00:00 0,53 0,53 0,57 0,54
21/5/2022 19:00:00 0,54 0,54 0,58 0,53
21/5/2022 20:00:00 0,53 0,54 0,58 0,53
21/5/2022 21:00:00 0,53 0,54 0,58 0,52
21/5/2022 22:00:00 0,53 0,54 0,58 0,53
21/5/2022 23:00:00 0,53 0,54 0,58 0,53
22/5/2022 0:00:00 0,53 0,54 0,59 0,54




22/5/2022 1:00:00 0,54 0,54 0,59 0,55
22/5/2022 2:00:00 0,54 0,55 0,59 0,55
22/5/2022 3:00:00 0,53 0,55 0,59 0,55
22/5/2022 4:00:00 0,54 0,55 0,59 0,55
22/5/2022 5:00:00 0,54 0,55 0,59 0,55
22/5/2022 6:00:00 0,54 0,56 0,58 0,54
22/5/2022 7:00:00 0,54 0,54 0,57 0,54
22/5/2022 8:00:00 0,54 0,55 0,57 0,55
22/5/2022 9:00:00 0,54 0,55 0,57 0,55
22/5/2022 10:00:00 0,54 0,56 0,57 0,54
22/5/2022 11:00:00 0,55 0,56 0,57 0,54
22/5/2022 12:00:00 0,55 0,56 0,57 0,54
22/5/2022 13:00:00 0,55 0,57 0,57 0,54
22/5/2022 14:00:00 0,54 0,55 0,58 0,54
22/5/2022 15:00:00 0,53 0,53 0,58 0,54
22/5/2022 16:00:00 0,53 0,52 0,57 0,54
22/5/2022 17:00:00 0,53 0,53 0,56 0,54
22/5/2022 18:00:00 0,53 0,54 0,57 0,54
22/5/2022 19:00:00 0,53 0,54 0,57 0,53
22/5/2022 20:00:00 0,53 0,54 0,58 0,55
22/5/2022 21:00:00 0,54 0,54 0,58 0,55
22/5/2022 22:00:00 0,54 0,55 0,58 0,55
22/5/2022 23:00:00 0,54 0,55 0,58 0,56
23/5/2022 0:00:00 0,54 0,55 0,58 0,56
23/5/2022 1:00:00 0,54 0,55 0,58 0,56
23/5/2022 2:00:00 0,54 0,55 0,58 0,56
23/5/2022 3:00:00 0,54 0,55 0,58 0,56
23/5/2022 4:00:00 0,54 0,55 0,58 0,56
23/5/2022 5:00:00 0,54 0,55 0,58 0,55
23/5/2022 6:00:00 0,54 0,55 0,58 0,56
23/5/2022 7:00:00 0,54 0,55 0,58 0,55
23/5/2022 8:00:00 0,54 0,55 0,58 0,55
23/5/2022 9:00:00 0,55 0,55 0,58 0,54
23/5/2022 10:00:00 0,55 0,55 0,58 0,54
23/5/2022 11:00:00 0,55 0,56 0,58 0,54




23/5/2022 12:00:00 0,55 0,56 0,59 0,54
23/5/2022 13:00:00 0,55 0,56 0,59 0,54
23/5/2022 14:00:00 0,55 0,56 0,59 0,54
23/5/2022 15:00:00 0,55 0,57 0,59 0,54
23/5/2022 16:00:00 0,56 0,57 0,59 0,54
23/5/2022 17:00:00 0,55 0,57 0,60 0,54
23/5/2022 18:00:00 0,55 0,57 0,60 0,54
23/5/2022 19:00:00 0,55 0,57 0,60 0,52
23/5/2022 20:00:00 0,55 0,56 0,60 0,52
23/5/2022 21:00:00 0,55 0,56 0,60 0,52
23/5/2022 22:00:00 0,56 0,55 0,60 0,53
23/5/2022 23:00:00 0,56 0,55 0,60 0,53
24/5/2022 0:00:00 0,57 0,55 0,60 0,54
24/5/2022 1:00:00 0,57 0,56 0,60 0,54
24/5/2022 2:00:00 0,57 0,56 0,60 0,55
24/5/2022 3:00:00 0,57 0,56 0,60 0,55
24/5/2022 4:00:00 0,57 0,56 0,60 0,55
24/5/2022 5:00:00 0,58 0,56 0,60 0,54
24/5/2022 6:00:00 0,59 0,57 0,59 0,54
24/5/2022 7:00:00 0,58 0,56 0,58 0,55
24/5/2022 8:00:00 0,58 0,55 0,57 0,53
24/5/2022 9:00:00 0,59 0,56 0,60 0,54
24/5/2022 10:00:00 0,58 0,54 0,59 0,55
24/5/2022 11:00:00 0,58 0,53 0,59 0,55
24/5/2022 12:00:00 0,58 0,52 0,58 0,54
24/5/2022 13:00:00 0,58 0,52 0,58 0,55
24/5/2022 14:00:00 0,57 0,52 0,57 0,54
24/5/2022 15:00:00 0,58 0,53 0,57 0,55
24/5/2022 16:00:00 0,58 0,53 0,57 0,54
24/5/2022 17:00:00 0,57 0,53 0,57 0,55
24/5/2022 18:00:00 0,57 0,54 0,57 0,54
24/5/2022 19:00:00 0,57 0,54 0,57 0,53
24/5/2022 20:00:00 0,58 0,55 0,58 0,53
24/5/2022 21:00:00 0,59 0,54 0,58 0,53
24/5/2022 22:00:00 0,59 0,54 0,58 0,54




24/5/2022 23:00:00 0,60 0,54 0,59 0,54
25/5/2022 0:00:00 0,60 0,54 0,59 0,55
25/5/2022 1:00:00 0,60 0,54 0,58 0,55
25/5/2022 2:00:00 0,60 0,54 0,59 0,55
25/5/2022 3:00:00 0,60 0,55 0,59 0,55
25/5/2022 4:00:00 0,61 0,55 0,60 0,55
25/5/2022 5:00:00 0,61 0,55 0,60 0,55
25/5/2022 6:00:00 0,61 0,55 0,60 0,55
25/5/2022 7:00:00 0,60 0,54 0,58 0,55
25/5/2022 8:00:00 0,60 0,53 0,57 0,55
25/5/2022 9:00:00 0,60 0,54 0,58 0,56
25/5/2022 10:00:00 0,60 0,54 0,58 0,56
25/5/2022 11:00:00 0,60 0,54 0,58 0,56
25/5/2022 12:00:00 0,60 0,54 0,58 0,56
25/5/2022 13:00:00 0,58 0,54 0,59 0,57
25/5/2022 14:00:00 0,58 0,54 0,59 0,58
25/5/2022 15:00:00 0,58 0,53 0,59 0,58
25/5/2022 16:00:00 0,59 0,53 0,58 0,58
25/5/2022 17:00:00 0,59 0,53 0,58 0,57
25/5/2022 18:00:00 0,58 0,54 0,58 0,56
25/5/2022 19:00:00 0,58 0,55 0,59 0,54
25/5/2022 20:00:00 0,57 0,54 0,59 0,53
25/5/2022 21:00:00 0,57 0,54 0,59 0,53
25/5/2022 22:00:00 0,58 0,54 0,59 0,53
25/5/2022 23:00:00 0,58 0,54 0,59 0,54
26/5/2022 0:00:00 0,58 0,54 0,59 0,54
26/5/2022 1:00:00 0,58 0,54 0,59 0,55
26/5/2022 2:00:00 0,58 0,54 0,59 0,56
26/5/2022 3:00:00 0,58 0,54 0,59 0,55
26/5/2022 4:00:00 0,59 0,54 0,59 0,55
26/5/2022 5:00:00 0,59 0,54 0,59 0,56
26/5/2022 6:00:00 0,59 0,54 0,59 0,54
26/5/2022 7:00:00 0,58 0,53 0,57 0,55
26/5/2022 8:00:00 0,58 0,52 0,57 0,56
26/5/2022 9:00:00 0,58 0,52 0,58 0,58




26/5/2022 10:00:00 0,58 0,53 0,58 0,59
26/5/2022 11:00:00 0,58 0,53 0,58 0,59
26/5/2022 12:00:00 0,58 0,54 0,59 0,57
26/5/2022 13:00:00 0,56 0,53 0,59 0,57
26/5/2022 14:00:00 0,56 0,53 0,58 0,57
26/5/2022 15:00:00 0,57 0,53 0,58 0,57
26/5/2022 16:00:00 0,57 0,53 0,58 0,58
26/5/2022 17:00:00 0,56 0,52 0,57 0,56
26/5/2022 18:00:00 0,56 0,52 0,57 0,56
26/5/2022 19:00:00 0,56 0,53 0,59 0,55
26/5/2022 20:00:00 0,55 0,53 0,59 0,55
26/5/2022 21:00:00 0,55 0,53 0,59 0,55
26/5/2022 22:00:00 0,56 0,53 0,59 0,55
26/5/2022 23:00:00 0,56 0,53 0,59 0,55
27/5/2022 0:00:00 0,56 0,53 0,59 0,56
27/5/2022 1:00:00 0,56 0,53 0,59 0,56
27/5/2022 2:00:00 0,56 0,53 0,60 0,56
27/5/2022 3:00:00 0,56 0,53 0,60 0,57
27/5/2022 4:00:00 0,56 0,53 0,60 0,57
27/5/2022 5:00:00 0,56 0,53 0,60 0,57
27/5/2022 6:00:00 0,56 0,53 0,60 0,55
27/5/2022 7:00:00 0,55 0,52 0,57 0,54
27/5/2022 8:00:00 0,55 0,50 0,57 0,57
27/5/2022 9:00:00 0,55 0,51 0,58 0,59
27/5/2022 10:00:00 0,55 0,51 0,58 0,58
27/5/2022 11:00:00 0,55 0,51 0,58 0,57
27/5/2022 12:00:00 0,55 0,52 0,58 0,57
27/5/2022 13:00:00 0,53 0,52 0,58 0,57
27/5/2022 14:00:00 0,52 0,52 0,57 0,57
27/5/2022 15:00:00 0,52 0,51 0,57 0,57
27/5/2022 16:00:00 0,53 0,50 0,57 0,58
27/5/2022 17:00:00 0,53 0,51 0,57 0,57
27/5/2022 18:00:00 0,53 0,51 0,57 0,55
27/5/2022 19:00:00 0,53 0,52 0,58 0,55
27/5/2022 20:00:00 0,52 0,52 0,58 0,54




27/5/2022 21:00:00 0,52 0,52 0,58 0,54
27/5/2022 22:00:00 0,52 0,52 0,59 0,54
27/5/2022 23:00:00 0,52 0,52 0,59 0,55
28/5/2022 0:00:00 0,53 0,53 0,59 0,54
28/5/2022 1:00:00 0,53 0,53 0,60 0,55
28/5/2022 2:00:00 0,52 0,52 0,59 0,56
28/5/2022 3:00:00 0,52 0,53 0,59 0,54
28/5/2022 4:00:00 0,51 0,53 0,59 0,55
28/5/2022 5:00:00 0,50 0,53 0,60 0,55
28/5/2022 6:00:00 0,49 0,53 0,59 0,56
28/5/2022 7:00:00 0,47 0,51 0,58 0,56
28/5/2022 8:00:00 0,45 0,50 0,57 0,56
28/5/2022 9:00:00 0,43 0,50 0,57 0,57
28/5/2022 10:00:00 0,43 0,50 0,57 0,58
28/5/2022 11:00:00 0,43 0,51 0,57 0,57
28/5/2022 12:00:00 0,45 0,53 0,56 0,57
28/5/2022 13:00:00 0,49 0,53 0,56 0,56
28/5/2022 14:00:00 0,52 0,54 0,56 0,56
28/5/2022 15:00:00 0,53 0,54 0,56 0,57
28/5/2022 16:00:00 0,54 0,55 0,56 0,57
28/5/2022 17:00:00 0,54 0,55 0,56 0,56
28/5/2022 18:00:00 0,53 0,55 0,57 0,57
28/5/2022 19:00:00 0,53 0,55 0,57 0,56
28/5/2022 20:00:00 0,53 0,54 0,57 0,56
28/5/2022 21:00:00 0,53 0,54 0,58 0,55
28/5/2022 22:00:00 0,53 0,54 0,58 0,54
28/5/2022 23:00:00 0,53 0,54 0,59 0,56
29/5/2022 0:00:00 0,53 0,55 0,59 0,56
29/5/2022 1:00:00 0,54 0,55 0,58 0,57
29/5/2022 2:00:00 0,53 0,55 0,59 0,57
29/5/2022 3:00:00 0,53 0,55 0,59 0,56
29/5/2022 4:00:00 0,53 0,55 0,59 0,56
29/5/2022 5:00:00 0,52 0,55 0,59 0,56
29/5/2022 6:00:00 0,52 0,54 0,59 0,56
29/5/2022 7:00:00 0,50 0,55 0,57 0,55




29/5/2022 8:00:00 0,49 0,54 0,57 0,57
29/5/2022 9:00:00 0,51 0,56 0,57 0,56
29/5/2022 10:00:00 0,54 0,55 0,57 0,58
29/5/2022 11:00:00 0,54 0,56 0,56 0,57
29/5/2022 12:00:00 0,56 0,53 0,57 0,58
29/5/2022 13:00:00 0,58 0,53 0,58 0,58
29/5/2022 14:00:00 0,58 0,51 0,59 0,58
29/5/2022 15:00:00 0,58 0,50 0,59 0,58
29/5/2022 16:00:00 0,58 0,49 0,59 0,58
29/5/2022 17:00:00 0,58 0,49 0,58 0,58
29/5/2022 18:00:00 0,58 0,50 0,58 0,57
29/5/2022 19:00:00 0,58 0,50 0,58 0,57
29/5/2022 20:00:00 0,57 0,50 0,58 0,57
29/5/2022 21:00:00 0,57 0,50 0,58 0,56
29/5/2022 22:00:00 0,57 0,51 0,58 0,57
29/5/2022 23:00:00 0,57 0,50 0,58 0,57
30/5/2022 0:00:00 0,57 0,51 0,58 0,56
30/5/2022 1:00:00 0,56 0,51 0,58 0,57
30/5/2022 2:00:00 0,56 0,50 0,59 0,57
30/5/2022 3:00:00 0,56 0,50 0,59 0,57
30/5/2022 4:00:00 0,56 0,51 0,59 0,57
30/5/2022 5:00:00 0,57 0,51 0,59 0,57
30/5/2022 6:00:00 0,58 0,51 0,59 0,57
30/5/2022 7:00:00 0,57 0,51 0,59 0,57
30/5/2022 8:00:00 0,57 0,51 0,59 0,56
30/5/2022 9:00:00 0,56 0,52 0,59 0,57




GENERACION DE VOLTAJE EN LA FASE I

FECHA HORA CCM1 CCM2 CCM3 CCM4
1/6/2022 12:00 0,32 0,55 0,54 0,42
1/6/2022 13:00 0,41 0,58 0,56 0,45
1/6/2022 14:00 0,45 0,61 0,57 0,47
1/6/2022 15:00 0,45 0,62 0,58 0,47
1/6/2022 16:00 0,44 0,64 0,59 0,48
1/6/2022 17:00 0,46 0,64 0,59 0,49
1/6/2022 18:00 0,47 0,65 0,59 0,49
1/6/2022 19:00 0,48 0,65 0,59 0,49
1/6/2022 20:00 0,49 0,65 0,59 0,49
1/6/2022 21:00 0,49 0,64 0,59 0,50
1/6/2022 22:00 0,50 0,64 0,59 0,50
1/6/2022 23:00 0,50 0,64 0,59 0,50
2/6/2022 0:00 0,51 0,64 0,60 0,51
2/6/2022 1:00 0,51 0,63 0,61 0,51
2/6/2022 2:00 0,51 0,63 0,61 0,52
2/6/2022 3:00 0,52 0,63 0,60 0,52
2/6/2022 4:00 0,51 0,62 0,60 0,52
2/6/2022 5:00 0,52 0,62 0,60 0,53
2/6/2022 6:00 0,52 0,62 0,61 0,53
2/6/2022 7:00 0,51 0,62 0,61 0,53
2/6/2022 8:00 0,52 0,62 0,59 0,53
2/6/2022 9:00 0,52 0,62 0,60 0,53
2/6/2022 10:00 0,51 0,61 0,60 0,53
2/6/2022 11:00 0,51 0,61 0,60 0,53
2/6/2022 12:00 0,50 0,60 0,60 0,52
2/6/2022 13:00 0,50 0,59 0,59 0,52
2/6/2022 14:00 0,50 0,60 0,59 0,52
2/6/2022 15:00 0,50 0,60 0,57 0,52
2/6/2022 16:00 0,50 0,59 0,56 0,52
2/6/2022 17:00 0,51 0,58 0,56 0,52
2/6/2022 18:00 0,52 0,58 0,55 0,51
2/6/2022 19:00 0,53 0,58 0,55 0,51




2/6/2022 20:00 0,53 0,58 0,55 0,52
2/6/2022 21:00 0,53 0,58 0,54 0,52
2/6/2022 22:00 0,54 0,58 0,54 0,52
2/6/2022 23:00 0,56 0,58 0,54 0,53
3/6/2022 0:00 0,55 0,58 0,54 0,53
3/6/2022 1:00 0,55 0,57 0,54 0,54
3/6/2022 2:00 0,57 0,58 0,55 0,54
3/6/2022 3:00 0,58 0,58 0,55 0,54
3/6/2022 4:00 0,59 0,57 0,55 0,54
3/6/2022 5:00 0,57 0,58 0,55 0,54
3/6/2022 6:00 0,59 0,58 0,56 0,54
3/6/2022 7:00 0,58 0,58 0,56 0,54
3/6/2022 8:00 0,54 0,58 0,55 0,54
3/6/2022 9:00 0,56 0,58 0,57 0,55
3/6/2022 10:00 0,56 0,58 0,57 0,55
3/6/2022 11:00 0,55 0,59 0,57 0,55
3/6/2022 12:00 0,55 0,60 0,57 0,56
3/6/2022 13:00 0,55 0,62 0,57 0,56
3/6/2022 14:00 0,53 0,63 0,56 0,54
3/6/2022 15:00 0,51 0,63 0,54 0,55
3/6/2022 16:00 0,51 0,62 0,53 0,55
3/6/2022 17:00 0,50 0,62 0,52 0,55
3/6/2022 18:00 0,49 0,61 0,53 0,55
3/6/2022 19:00 0,49 0,61 0,53 0,53
3/6/2022 20:00 0,50 0,60 0,52 0,48
3/6/2022 21:00 0,49 0,60 0,52 0,44
3/6/2022 22:00 0,48 0,60 0,49 0,41
3/6/2022 23:00 0,49 0,61 0,50 0,39
4/6/2022 0:00 0,48 0,61 0,51 0,38
4/6/2022 1:00 0,47 0,61 0,48 0,37
4/6/2022 2:00 0,46 0,61 0,46 0,38
4/6/2022 3:00 0,47 0,61 0,49 0,38
4/6/2022 4:00 0,47 0,61 0,50 0,37
4/6/2022 5:00 0,47 0,61 0,49 0,36
4/6/2022 6:00 0,49 0,61 0,49 0,38




4/6/2022 7:00 0,50 0,60 0,48 0,48
4/6/2022 8:00 0,50 0,61 0,49 0,50
4/6/2022 9:00 0,51 0,61 0,49 0,50
4/6/2022 10:00 0,51 0,61 0,49 0,50
4/6/2022 11:00 0,52 0,61 0,52 0,52
4/6/2022 12:00 0,52 0,60 0,53 0,52
4/6/2022 13:00 0,48 0,61 0,55 0,52
4/6/2022 14:00 0,48 0,61 0,55 0,53
4/6/2022 15:00 0,46 0,60 0,56 0,53
4/6/2022 16:00 0,46 0,59 0,55 0,53
4/6/2022 17:00 0,47 0,59 0,56 0,53
4/6/2022 18:00 0,47 0,60 0,57 0,53
4/6/2022 19:00 0,49 0,61 0,55 0,52
4/6/2022 20:00 0,50 0,61 0,54 0,51
4/6/2022 21:00 0,50 0,61 0,53 0,51
4/6/2022 22:00 0,51 0,61 0,52 0,50
4/6/2022 23:00 0,51 0,61 0,51 0,48
5/6/2022 0:00 0,52 0,61 0,52 0,45
5/6/2022 1:00 0,51 0,61 0,52 0,42
5/6/2022 2:00 0,51 0,62 0,52 0,40
5/6/2022 3:00 0,50 0,61 0,51 0,38
5/6/2022 4:00 0,50 0,61 0,52 0,36
5/6/2022 5:00 0,48 0,61 0,51 0,34
5/6/2022 6:00 0,49 0,61 0,50 0,35
5/6/2022 7:00 0,51 0,61 0,49 0,45
5/6/2022 8:00 0,52 0,62 0,52 0,48
5/6/2022 9:00 0,52 0,62 0,54 0,48
5/6/2022 10:00 0,52 0,62 0,54 0,50
5/6/2022 11:00 0,51 0,62 0,56 0,51
5/6/2022 12:00 0,51 0,61 0,58 0,52
5/6/2022 13:00 0,50 0,61 0,60 0,53
5/6/2022 14:00 0,46 0,61 0,61 0,53
5/6/2022 15:00 0,42 0,61 0,62 0,53
5/6/2022 16:00 0,39 0,61 0,61 0,54
5/6/2022 17:00 0,37 0,61 0,62 0,54




5/6/2022 18:00 0,35 0,61 0,62 0,54
5/6/2022 19:00 0,33 0,62 0,62 0,54
5/6/2022 20:00 0,31 0,62 0,63 0,54
5/6/2022 21:00 0,31 0,62 0,62 0,54
5/6/2022 22:00 0,30 0,62 0,61 0,54
5/6/2022 23:00 0,28 0,62 0,61 0,54
6/6/2022 0:00 0,27 0,62 0,61 0,54
6/6/2022 1:00 0,28 0,62 0,59 0,53
6/6/2022 2:00 0,27 0,62 0,59 0,53
6/6/2022 3:00 0,27 0,62 0,59 0,53
6/6/2022 4:00 0,27 0,62 0,59 0,53
6/6/2022 5:00 0,28 0,62 0,59 0,51
6/6/2022 6:00 0,26 0,62 0,61 0,53
6/6/2022 7:00 0,26 0,62 0,59 0,53
6/6/2022 8:00 0,28 0,62 0,58 0,52
6/6/2022 9:00 0,25 0,62 0,57 0,53
6/6/2022 10:00 0,22 0,63 0,57 0,54
6/6/2022 11:00 0,22 0,63 0,57 0,54
6/6/2022 12:00 0,23 0,62 0,57 0,54
6/6/2022 13:00 0,23 0,61 0,57 0,54
6/6/2022 14:00 0,25 0,60 0,57 0,54
6/6/2022 15:00 0,27 0,60 0,59 0,54
6/6/2022 16:00 0,24 0,61 0,59 0,54
6/6/2022 17:00 0,23 0,61 0,60 0,54
6/6/2022 18:00 0,23 0,61 0,60 0,54
6/6/2022 19:00 0,23 0,61 0,59 0,53
6/6/2022 20:00 0,25 0,61 0,58 0,52
6/6/2022 21:00 0,25 0,61 0,56 0,52
6/6/2022 22:00 0,25 0,61 0,55 0,51
6/6/2022 23:00 0,26 0,61 0,54 0,50
71612022 0:00 0,26 0,61 0,54 0,44
71612022 1:00 0,29 0,61 0,55 0,36
71612022 2:00 0,29 0,61 0,54 0,33
71612022 3:00 0,31 0,61 0,53 0,31
71612022 4:00 0,30 0,61 0,53 0,31




71612022 5:00 0,32 0,61 0,52 0,31
71612022 6:00 0,29 0,61 0,53 0,32
71612022 7:00 0,25 0,60 0,52 0,41
71612022 8:00 0,25 0,61 0,55 0,44
71612022 9:00 0,24 0,61 0,56 0,45
71612022 10:00 0,25 0,61 0,57 0,45
71612022 11:00 0,25 0,61 0,60 0,48
71612022 12:00 0,25 0,61 0,62 0,49
71612022 13:00 0,26 0,61 0,62 0,50
71612022 14:00 0,25 0,60 0,62 0,50
71612022 15:00 0,27 0,60 0,62 0,50
71612022 16:00 0,26 0,60 0,62 0,51
71612022 17:00 0,25 0,60 0,62 0,51
71612022 18:00 0,24 0,60 0,61 0,51
71612022 19:00 0,24 0,61 0,60 0,51
71612022 20:00 0,24 0,60 0,56 0,50
71612022 21:00 0,24 0,60 0,56 0,51
71612022 22:00 0,26 0,60 0,54 0,48
71612022 23:00 0,26 0,60 0,52 0,45
8/6/2022 0:00 0,28 0,60 0,54 0,33
8/6/2022 1:00 0,29 0,59 0,55 0,26
8/6/2022 2:00 0,27 0,59 0,54 0,24
8/6/2022 3:00 0,33 0,59 0,52 0,21
8/6/2022 4:00 0,28 0,58 0,52 0,21
8/6/2022 5:00 0,27 0,58 0,52 0,20
8/6/2022 6:00 0,29 0,59 0,52 0,20
8/6/2022 7:00 0,24 0,59 0,51 0,35
8/6/2022 8:00 0,23 0,59 0,52 0,40
8/6/2022 9:00 0,24 0,59 0,55 0,41
8/6/2022 10:00 0,20 0,60 0,54 0,50
8/6/2022 11:00 0,18 0,61 0,55 0,51
8/6/2022 12:00 0,15 0,60 0,55 0,52
8/6/2022 13:00 0,15 0,59 0,56 0,52
8/6/2022 14:00 0,16 0,58 0,55 0,52
8/6/2022 15:00 0,17 0,57 0,56 0,52




8/6/2022 16:00 0,16 0,58 0,58 0,52
8/6/2022 17:00 0,16 0,58 0,58 0,52
8/6/2022 18:00 0,16 0,58 0,59 0,51
8/6/2022 19:00 0,16 0,58 0,56 0,50
8/6/2022 20:00 0,17 0,58 0,54 0,48
8/6/2022 21:00 0,20 0,57 0,52 0,36
8/6/2022 22:00 0,20 0,57 0,53 0,27
8/6/2022 23:00 0,20 0,57 0,53 0,25
9/6/2022 0:00 0,20 0,57 0,53 0,20
9/6/2022 1:00 0,19 0,57 0,52 0,19
9/6/2022 2:00 0,20 0,56 0,51 0,18
9/6/2022 3:00 0,18 0,57 0,51 0,18
9/6/2022 4:00 0,18 0,56 0,51 0,18
9/6/2022 5:00 0,18 0,57 0,50 0,17
9/6/2022 6:00 0,19 0,56 0,48 0,17
9/6/2022 7:00 0,20 0,57 0,49 0,34
9/6/2022 8:00 0,18 0,57 0,49 0,41
9/6/2022 9:00 0,18 0,57 0,52 0,42
9/6/2022 10:00 0,17 0,57 0,55 0,44
9/6/2022 11:00 0,18 0,57 0,57 0,44
9/6/2022 12:00 0,18 0,58 0,60 0,46
9/6/2022 13:00 0,18 0,57 0,60 0,47
9/6/2022 14:00 0,19 0,57 0,61 0,48
9/6/2022 15:00 0,20 0,58 0,61 0,48
9/6/2022 16:00 0,19 0,57 0,61 0,47
9/6/2022 17:00 0,16 0,58 0,57 0,45
9/6/2022 18:00 0,12 0,60 0,55 0,47
9/6/2022 19:00 0,10 0,59 0,56 0,47
9/6/2022 20:00 0,10 0,59 0,56 0,46
9/6/2022 21:00 0,11 0,58 0,53 0,45
9/6/2022 22:00 0,11 0,59 0,54 0,25
9/6/2022 23:00 0,12 0,58 0,54 0,18
10/6/2022 0:00 0,13 0,58 0,53 0,17
10/6/2022 1:00 0,13 0,58 0,52 0,17
10/6/2022 2:00 0,14 0,58 0,52 0,16




10/6/2022 3:00 0,14 0,58 0,51 0,17
10/6/2022 4:00 0,15 0,58 0,52 0,15
10/6/2022 5:00 0,15 0,57 0,51 0,15
10/6/2022 6:00 0,15 0,58 0,52 0,15
10/6/2022 7:00 0,15 0,57 0,50 0,32
10/6/2022 8:00 0,14 0,57 0,49 0,38
10/6/2022 9:00 0,14 0,57 0,50 0,39
10/6/2022 10:00 0,13 0,70 0,54 0,40
10/6/2022 11:00 0,14 0,56 0,61 0,42
10/6/2022 12:00 0,13 0,55 0,59 0,42
10/6/2022 13:00 0,12 0,50 0,60 0,44
10/6/2022 14:00 0,12 0,51 0,61 0,45
10/6/2022 15:00 0,14 0,52 0,61 0,45
10/6/2022 16:00 0,13 0,53 0,58 0,45
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