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RESUMEN

Las aguas residuales de la industria del chocolate contienen grandes cantidades de
solidos totales (ST), alta demanda bioguimica de oxigeno (DBO) y demanda quimica
de oxigeno (DQO), por ello la produccion y la eliminacion de sus efluentes siguen
siendo una cuestién probleméatica. En la presente investigacion se evalué la
biodepuracion de aceites y grasas de efluentes liquidos de la industria chocolatera,
mediante bioabsorcion de la microalga Chlorella vulgaris. Para lo cual se disefio e
implemento un sistema de flujo continuo empacado con Chlorella vulgaris que
consistié de un contenedor de efluente, sedimentador y un bioreactor tubular.
Chlorella vulgaris demostro alta resistencia y capacidad de bioabsorcion de aceites y
grasas de efluentes de la industria chocolatera, promoviendo su transformacion a
formas menos toxicas. La eficiencia de depuracion para efluentes de industria
chocolatera fue de 94% de aceites y grasas, también presentd 96% de reduccién en
la demanda quimica de oxigeno (DQO), una reduccién del 93% en la demanda
bioquimica de oxigeno (DBO), 87% de reduccion en solidos suspendidos totales
(SST) y 83% de reduccidon en solidos totales disueltos (STD). Los resultados
muestran que Chlorella vulgaris presenta un gran potencial para la biodepuracion de
grasas Y aceites en efluentes.

Palabras Claves: Aguas residuales, biodepuracion, bioabsorcién, Chlorella vulgaris.
bioreactor tubular.
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ABSTRACT

Wastewater from the chocolate industry contain large amounts of total solids (TS),
high biochemical oxygen demand (BOD) and chemical oxygen demand (COD), so
the production and disposal of effluents are still a problematic issue . In this research
the oils and fats biodepuration liquid effluent of the chocolate industry was assessed
by bio-absorption of the microalgae Chlorella vulgaris. For which it is designed and
implemented a continuous flow system packed with Chlorella vulgaris which
consisted of a container effluent settler and a tubular bioreactor. Chlorella vulgaris
showed high resilience and bio-absorption of oils and fats from effluent of the
chocolate industry, promoting its transformation into less toxic forms. The
purification efficiency for effluents chocolate industry was 94% of oils and fats, also
presented 96% reduction in chemical oxygen demand (COD), a reduction of 93% in
the biochemical oxygen demand (BOD), 87 % reduction in total suspended solids
(TSS) and 83% reduction in total dissolved solids (TDS). The results show that
Chlorella vulgaris has great potential for biodepuration of fats and oils in effluents.

Keywords: Wastewater, biodepuration, biosorption, Chlorella vulgaris. tubular

photobioreactor.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

El répido crecimiento de las industrias no sélo ha mejorado la productividad, sino
que también da lugar a la liberacién de sustancias téxicas en el medio ambiente,
creando riesgos para la salud y afecta seriamente la funcion normal de los
ecosistemas, la flora y la fauna. En los Gltimos afios, se ha prestado considerable
atencion a los residuos industriales, que suelen ser dados de alta en el suelo o en
diferentes cuerpos de agua. Esto es probable que resulte en la degradacion del
ambiente (Chhonkar, Datta, Joshi y Pathak, 2000).

Los materiales de desecho asociados con la industria de los alimentos, como los
residuos generados por la industria del chocolate contienen materia organica pesada,
es decir grasas, aceites, acidos grasos y compuestos nitrogenados (Healy, Bustos,
Solomon, Devine y Healy 1995). De todas las actividades industriales, el sector
alimentario tiene uno de los méas altos consumos de agua y es uno de los mayores

productores de efluentes por unidad de produccion.

Las aguas residuales de la industria del chocolate, causan serios problemas
ambientales debido a que descargan alto contenido de de grasas sin tratamiento o
parcialmente tratadas (Ganapathy, Baskaran y Mohan, 2011). Los nutrientes como el
nitrégeno presente en el efluente conducen a la eutrofizacion de las aguas receptoras
(Kushwaha, Srivastava y Mall, 2011).
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Las aguas residuales de la industria del chocolate merece una atencién especial, ya
que sus niveles de contaminantes potenciales suelen superar los niveles permisibles
para el agua residual doméstica (Meul, Nevens y Reheul, 2009). Este sector genera
gran volumen de agua residual y su contaminacion es principalmente organica.
Numerosos intentos se han hecho para resolver este problema por el proceso de lodos
activados, donde aguas residuales que contienen materia orgéanica se airea con

microorganismos para metabolizar la materia orgénica en suspensién y soluble.

Los nutrientes, principalmente nitrogeno y fésforo de aguas residuales podrian ser
reutilizados para el balance de nutrientes en tales procesos de tratamiento (Briao y
Tavares, 2007). Las aguas residuales de la industria del chocolate contienen grandes
cantidades de solidos totales y alta DBO y DQO (Beal & Raman, 2000; Diwani et
al., 2000). El reciclaje de estos componentes requiere el uso de cultivos capaces de
utilizar estos nutrientes. Efluentes de la industria del chocolate que contienen
azUcares disueltos, proteinas, y grasas son los principales contribuyentes a la carga

organica de estas aguas residuales (Beal & Raman, 2000; Diwani et al., 2000).

Debido a la presencia de alta carga organica, efluentes de industria del chocolate se
degradan rapidamente y agotan la DO (oxigeno disuelto) de los cauces receptores y
se convierten en un lugar de propagacion de insectos que pueden transmitir el
paludismo y otras enfermedades peligrosas como el dengue, y la fiebre amarilla (
Kumar y Desai, 2011). Los residuos también se caracterizan por un fuerte olor a

acido butirico y masas pesadas negras de lodos floculados (Briao y Tavares, 2007).

Las industrias del chocolate producen efluentes ricos en aceites y grasas que pueden
tener impactos negativos en los sistemas de tratamiento de aguas residuales, que con
frecuencia causan malos olores, obstruccion de tuberias y lineas de alcantarillado
(Becker, Koster, Popov, Markossian, Antranikian y Markl, 1991). La presencia de
nitrégeno en el efluente de productos de la industria de los alimentos es otro
problema importante que una vez convertido puede contaminar el agua subterranea

con nitrato (Ulery, Flynn y Parra, 2004).
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Varias técnicas fisicoquimicas han sido estudiadas por su aplicabilidad en el
tratamiento de las aguas residuales (Rodrigues, Xavier y Bernardes, 2007). Estos
incluyen principalmente la sedimentacion, aireacion, filtracion, flotacion,
desgasificacion, cloracidn, ozonizacion, neutralizacion, coagulacion e intercambio
ionico, etc. Varias limitaciones de los métodos fisicoquimicos que incluyen mayor
costo, tratamiento parcial, generacion de contaminantes secundarios, cantidad de
solidos mas altos y el uso de agentes quimicos, hacen que los métodos biologicos

sea una alternativa favorable para la eliminacion de contaminantes.

Para remediar los efluentes de la industria del chocolate y contribuir en la
conservacion del agua, tiene que ser desarrollada una tecnologia de tratamiento
eficiente y rentable. Las aguas residuales son generalmente tratados mediante
métodos bioldgicos tales como proceso de lodos activados, lagunas aireadas, filtros
percoladores, reactor discontinuo secuencial (SBR), reactor UASB vy filtros
anaerobios (Demirel, Yenigun, y Onay,2005). Muchas fabricas de productos
alimenticios en varios paises emplean sistemas de tratamiento biolégico continuo con

el fin de tratar las aguas residuales pero en Per( aln son inexistentes.

El proceso de inoculacién de microorganismos para degradar los materiales de
desecho en estanques de tratamiento ha aumentado rapidamente la practica en

muchos paises porque es econémico (Zamora, y Lit, 1995).

La bioremediacion es cualquier proceso que utiliza microorganismos Vvivos 0 Sus
enzimas, para devolver un ambiente contaminado a su condicion original. Como tal,
su utilizacion es de bajo costo, de poca tecnologia, como el uso de microorganismos
aislados del mismo efluente que generalmente tienen una alta aceptacion del pablico
y pueden ser utilizados in situ (Ojo, 2006). Constituye el uso de biota natural y sus
procesos para la reduccion de la contaminacion y los productos finales no son

peligrosos (Ahmedna, Marshall, Husseiny, Rao, y Goktepe, 2004).

El proceso de biodegradacion es una técnica bien establecida y de gran alcance para
el tratamiento de efluentes domésticos e industriales (E. Collern, 2003). El
rendimiento de un proceso biolégico es a menudo mayor a través de la

bioaumentacion de una o mas especies de microorganismos especializados con
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poblaciones microbianas que tienen una sorprendente capacidad para degradar

compuestos organicos como las grasas.

Para combatir las cargas ambientales en exceso, se necesitan tecnologias de
tratamiento de residuos organicos eficaces y seguros para el medio ambiente (Kelly y
Zhen, 2014). En Arequipa las diversas industrias generan residuos liquidos y solidos,
que son vertidos al medio ambiente con tratamientos deficientes y mayormente sin
ningln tratamiento, originando un gran impacto por contaminacion en el agua, y
suelo, cuyos productos estdn contaminados con concentraciones elevadas de materia

organica.

Es por ello que la presente investigacion se llevo a cabo la biodepuracion de grasas

de efluentes de la industria del chocolate usando Chlorella vulgaris.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
e Biodepurar grasas y aceites de efluentes de industria chocolatera, con la

microalga Chlorella vulgaris empacada en un sistema de flujo continuo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Caracterizar fisicoquimicamente los efluentes liquidos residuales de industria

chocolatera.

e Diseflar un sistema de flujo continuo empacado con la microalga Chlorella
vulgaris y evaluar su crecimiento para la depuracion de aceites y grasas de

industria chocolatera.

e Evaluar la concentracion residual de grasas y aceites, NOs, SO,~, STD, SST,
turbidez, DQO y DBO, en los efluentes tratados en sistema de flujo continuo
empacado con Chlorella vulgaris y determinar la eficiencia de depuracion del

sistema.
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HIPOTESIS

Dado que la microalga Chlorella vulgaris posee nutricion heterotréfica en presencia
de materia organica disponible, es probable que presente alta capacidad de
biodepuracion de grasas en efluentes industriales de la industria del chocolate, por
tanto pudiera ser utilizada empacada en un sistema continuo para la biodepuracion

de grasas y aceites en efluentes de la industria del chocolate.
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DEFINICION OPERACIONAL Y CONCEPTUAL DE LAS

VARIABLES

La siguiente tabla muestra las variables e indicadores que se evaluaron en la presente

investigacion:

Tabla 1 Descripcion de Variables Independientes y Dependientes

VARIABLES INDICADOR UNIDAD TIPO DE
VARIABLE/
ESCALA
Sistema de Agitacion Continua Recuento inicial de Cel/ml Cuantitativa
Empacado con la microalga la microalga Discreta/
Chlorella vulgaris Razon
(v. independiente)
Crecimiento de la microalga del Crecimiento de Cel./mL Cuantitativa
efluente de industria chocolatera =~ Chlorella vulgaris discreta/
tratado en el sistema de flujo Razon
continuo.
(v. dependiente)
Parametros fisicoquimicos del pH Unidades de pH Cuantitativa
efluente de industria chocolatera continua/
tratado en el sistema de flujo Intervalo
continuo.
(v. dependiente)
Temperatura °C Cuantitativa
continua/
Intervalo
Turbidez Unidades Cuantitativa
Nefelométricas Continua/ Razbn
(NTU)
Sélidos totales mg/L Cuantitativa
disueltos Continua/ Razbn
Sélidos mg/L Cuantitativa
suspendidos Continua/ Razbn
Demanda quimica  mg/L Cuantitativa
de oxigeno (DBO) Continua/ Razbn
Concentracion de mg/L Cuantitativa

grasas Y aceites

Continua/ Raz6én
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CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1. Las aguas residuales

Conforme los asentamientos humanos crecen y se desarrollan, aumenta la generacién
de desechos, estos pueden ser solidos, gaseosos Yy liquidos. Dentro de los desechos
liquidos tenemos principalmente aguas residuales domésticas y aguas residuales
industriales, generadas a partir de los diferentes usos del agua proveniente del agua
de abastecimiento (Metcalf and Eddy, 1995).

Las aguas residuales contienen una alta cantidad de materia organica que esta
compuesta de microorganismos patdgenos, sustancias peligrosas causantes de
enfermedades y que su descomposicién genera malos olores, contienen también
compuestos toxicos, ademas de nutrientes que sirve de alimento para la proliferacion
de plantas acuéticas (Metcalf and Eddy, 1995). Debido a esto surge la necesidad de
eliminar los agentes causantes de la contaminacién presentes en las aguas residuales
mediante un tratamiento adecuado, mejorando asi el nivel de saneamiento de una
comunidad.

La organizacion mundial de la salud (OMS) dentro de los objetivos de desarrollo del
milenio busca reducir para el 2015, a la mitad el porcentaje de personas que carecen
de acceso al agua potable y al saneamiento basico. Segun la OMS el saneamiento
basico es la tecnologia de mas bajo costo que permite eliminar el agua residual,
ademas de tener un medio ambiente limpio y sano tanto en la vivienda como en las
proximidades de los usuarios, como por ejemplo: Descarga (automatica o manual) a
cualquier lugar, Letrina de pozo sin losa/pozo abierto, Letrina de balde, Retrete
colgante/letrina colgante, Instalaciones publicas y compartidas. Segun el programa
de monitoreo de agua y saneamiento de la OMS y de la UNICEF en Latinoamérica el
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acceso al agua y al saneamiento todavia es insuficiente, solo el 77% de la poblacion
cuenta con un saneamiento adecuado, alrededor del 51% tiene cobertura al sistema
de alcantarillado pero unicamente el 10% del agua residual recolectada es dirigida a
una planta de tratamiento, del cual menos del 5% del aguas recibe tratamiento ya que

en muchos de los casos las plantas de tratamiento no funcionan adecuadamente.

2.2 Tratamiento de Agua Residual

Las aguas residuales generadas por las actividades de los asentamientos
poblacionales son recolectadas por diferentes sistemas de alcantarillado y en ultima
instancia son descargadas en cuerpos acudticos receptores. La complejidad sobre la
cantidad y calidad de los contaminantes que deben ser removidos para proteger el
medio ambiente y hasta qué grado, debe ser analizada en cada caso particular. Una
resolucion éptima para esta situacion debe hacerse en base de las diferentes
condiciones locales y las necesidades de cada poblacion, aplicando conocimientos
cientificos y consideraciones legales existentes (Metcalf and Eddy, 1995).

Lo que se busca con el tratamiento de aguas residuales es acelerar los procesos que
se generan en la autodepuracién de una masa de agua en la naturaleza, con el
objetivo de producir agua limpia o reutilizable en el ambiente y un residuo sélido
beneficioso para su disposicion final o reutilizacion (Piedrola, 2000).

El tratamiento de agua residual consiste basicamente en un conjunto de operaciones
fisicas, y procesos quimicos y biologicos, denominados también operaciones y
procesos unitarios respectivamente (Metcalf and Eddy, 1995) que tienen como
finalidad la eliminacion de los contaminantes presentes en el agua residual, con el
objetivo de preservar la salud publica, evitando enfermedades como diarrea, fiebre
tifoidea, paratifoidea, colera, hepatitis viral, amebiasis, giardiasis, entre otras, las
cuales estan directamente relacionadas con la presencia de microorganismos
patdgenos como bacterias, virus y parasitos en el agua residual (Rengel, 2000).
Ademas se logra proteger a los cuerpos de agua receptores y su ecosistema, logrando
disminuir el impacto negativo al medio ambiente (Mara, 2004).

Conforme los niveles de tratamiento aumentan, la calidad del agua tratada mejora
(Crites and Tchobanoglous, 2000). Basicamente se identifican cuatro niveles para el
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tratamiento del agua residual, estos son: preliminar, primario, secundario y terciario
(von Sperling, 2007).

2.2.1 Tratamiento preliminar o pre tratamiento: busca disminuir los s6lidos mas
gruesos como arenas, gravas, plasticos y otros materiales flotantes, con la
finalidad de proteger las instalaciones y funcionamiento de las mismas; y
reducir condiciones indeseables relacionadas con la apariencia estética de las
plantas (Rengel, 2000).

2.2.2 Tratamiento primario: remueve, mediante operaciones fisicas tales como
tamizado y sedimentacion, los sélidos suspendidos y un pequefio porcentaje de
materia organica (von Sperling, 2007).

2.2.3 Tratamiento secundario: elimina materia organica biodegradable y sélidos
suspendidos mediante procesos quimicos y biolégicos, ademas reduce la
concentracion de compuestos nitrogenados y uniformiza las cargas organicas
para tratamientos posteriores (Rengel, 2000).

2.2.4 Tratamiento terciario o avanzado: remueven nutrientes como nitrégeno y
fosforo mediante una combinacion de procesos y operaciones unitarias (Metcalf
and Eddy, 1995). Si bien con el tratamiento del agua residual se logra disminuir
la capacidad infecciosa de ésta y se mejora efectivamente la calidad del efluente
antes de que sea vertido al cuerpo receptor; existen ciertos problemas que en
una planta de tratamiento se pueden generar, entre los mas frecuentes tenemos
los impactos ambientales relacionados con los malos olores que afectan a la
poblacion aledafa a la planta depuradora y la disposicion final de los lodos
provenientes de las unidades de tratamiento (Metcalf and Eddy, 1995). Por lo
que es necesaria la correcta disposicion y de ser necesario la reutilizacion tanto
de los lodos como del efluente, analizando previamente su calidad y los
requerimientos para que puedan ser reutilizadas.

En la actualidad se dispone de varias tecnologias para el tratamiento del agua
residual, dentro de ellas cabe destacar: los sistemas de lodos activados
convencionales, zanjas de oxidacion, biofiltros, humedales artificiales, lagunas de
estabilizacion (Waste Stabilisation Ponds) (WSP), lagunas de algas de alta tasa (High
Rate Algal Pond) (HRAP), entre otras. De estas tecnologias se destacaran los
sistemas de tratamiento WSP y HRAP, ya que en estos se genera una alta produccion

de microalgas que son aprovechadas para la remocion de nutrientes.
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2.3 Sistemas de tratamiento de aguas residuales

Las investigaciones sobre los sistemas para el tratamiento de aguas residuales,
realizadas en la década de 1940 han permitido su desarrollo como una alternativa de
tratamiento de bajo costo (Crites and Tchobanoglous, 2000), por lo que actualmente
es una de las tecnologias mas utilizadas por industrias, pueblos y ciudades de paises
en vias de desarrollo (Shilton, 2005). Ademas estos sistemas pueden funcionar de
forma independiente o0 en combinacion con otros sistemas de tratamiento (Crites and
Tchobanoglous, 2000).

Los sistemas lagunares poseen una profundidad variable, en donde se incluye la
eliminacién de s6lidos mediante sedimentacion, ademas de procesos de desinfeccion,
reduccion de compuestos organicos (Demanda Bioquimica de Oxigeno DBO vy
Demanda Quimica de Oxigeno DQO) y en algunos casos, en donde se requiera un

tratamiento terciario, se remueven nutrientes y metales pesados (Shilton, 2005).

2.3.1 Tratamiento de aguas residuales mediante algas: el tratamiento de aguas
residuales mediante algas fue por primera vez propuesto en la década de 1960
por el profesor William Oswald en la Universidad de California en Berkeley.
Estas fueron originalmente disefiadas para maximizar la produccion de algas en
un ambiente totalmente aerdbico (von Sperling, 2007; Mara, 2004). Sin embargo
en los dltimos afios se han aprovechado para el tratamiento de aguas residuales
ya que eliminan nutrientes debido a la asimilacion de las microalgas, amoniaco
por la volatilizacién y fosfato mediante sedimentacion (Park et al., 2010; Craggs
et al., 2003).

La microbiologia de los sistemas de tratamiento de agua residual es compleja y muy
variada. Los procesos microbiolégicos que se llevan a cabo en estos sistemas son de
mucha importancia ya que juegan un papel importante para la desinfeccion del agua
residual.

Es importante conocer sobre la microbiologia existente en el agua residual, ya que
esta contiene microorganismos que pueden causar enfermedades, ademéas en la
mayoria de tratamientos de agua residual intervienen procesos microbioldgicos
(Mara, 2004).

En los sistemas lagunares existen condiciones adecuadas para el desarrollo de
microalgas, debido a la alta presencia de luz, Nitrégeno inorganico (amonio y

nitratos) y fésforo, ademas de metales pesados, que pueden causar eutrofizacion en
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los cuerpos receptores. Por lo que los cultivos de microalgas constituyen un
tratamiento que ofrece remover de manera altamente eficiente los nutrientes y
metales pesados, ademas de producir biomasa con alto contenido de lipidos que
posteriormente se puede utilizar para numerosos propositos (Abdel-Raouf et al.,
2012) aparte de la depuracion de aguas residuales como:

e Obtencidn de sustancias de interés quimico-farmacéutico,

e Ultilizacion en alimentos tanto animal como humano,

e Utilizacion como fertilizantes

e Produccion de biocombustible

2.4. Biologia de las algas

Las microalgas se encuentran presentes en todos los ecosistemas, tanto acuaticos
como terrestres, lo que implica una gran variedad de especies que viven en diferentes
condiciones ambientales (Richmond, 2004). Estas representan una de las formas de
vida mas antigua que se conoce, son plantas primitivas que no poseen raices, tallo ni
hojas (Brennan and Owende, 2010) . Las algas pueden ser células procariotas o
eucariotas.

Las procariotas 0 cyanobacterias no presentan un nucleo definido, sino que su
material celular se concentra en una region del citoplasma denominada nucleoide,
ademaés carecen de mitocondrias, aparato de Golgi, flagelos y son méas parecidos a
bacterias que a algas. Las eucariotas a diferencia de las procariotas son células que
tienen un nucleo definido, en donde se localiza el material genético. Estas deben su
color a la clorofila, carotenoides y xantofilas presentes en su estructura;

las méas importantes son las algas verdes o Chlorophyta, algas rojas o Rhodophyta y
diatomeas o Bacillariophyta (Ruiz Martinez, 2011; Brennan and Owende, 2010)

Las algas por su forma de sintetizar los compuestos pueden ser autétrofas o
heterétrofas. Las autdtrofas requieren Unicamente de compuestos inorganicos como
CO2, sales y luz para su crecimiento; en cambio las heterétrofas no son fotosintéticas
por lo que requieren de una fuente externa de compuestos organicos, nutrientes y una
fuente de energia; sin embargo existen ciertos géneros que pueden ser mixotroficos,
es decir que tienen la capacidad de realizar la fotosintesis y adquirir nutrientes

organicos exdgenos (Brennan and Owende, 2010).
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2.5 Crecimiento de microalgas

El crecimiento microbiano estd influenciado por condiciones fisicas y quimicas,
como la concentracion de sustrato o de otros factores limitantes que pueden reducir
la tasa de crecimiento. Cada especie y subespecie de microalgas tienen sus
caracteristicas propias con respecto a ciertas condiciones de crecimiento, asi como
productividades méximas alcanzadas en diferentes configuraciones de cultivos (Ruiz
Martinez, 2011; Richmond, 2004).

Segun Lee and Shen (2004) las fases de crecimiento (ver Figura 1) que se desarrollan
en un cultivo de microalgas son:

a) Fase de latencia o adaptacion: esta se observa en la fase inicial del crecimiento,
con frecuencia ocurre un retardo en el desarrollo de las células, debido al ajuste
fisiolégico por los cambios en las condiciones de nutrientes o del medio de cultivo.
b) Fase Exponencial: llamada también fase de crecimiento acelerado, en la cual las
celulas se han adaptado a su nuevo entorno, comienzan a multiplicarse y crecen de
forma exponencial.

c) Fase de crecimiento lineal: conforme el cultivo va creciendo se produce una
disminucion de nutrientes, cambios de pH y alteracion de otros factores como
consecuencia del incremento de la poblacion (Romo Pifiera, 2002). La biomasa
empieza a acumularse a una tasa constante, el crecimiento se hace lineal y la energia

ya no se produce para la sobrevivencia de las células.
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d) Fase estacionaria: en esta ya no se observa una division celular neta, es decir que
el nimero de células alcanzado se mantiene constante por cierto periodo de tiempo
debido al balance entra la natalidad y la mortalidad que presenta el cultivo.

e) Fase de muerte: en esta fase las células empiezan a morir, aunque pueden durar
en la fase estacionaria semanas e incluso meses (Romo Pifiera, 2002).

.

Densidad Celular

Tiempo

Figura 1. Curva de crecimiento de un cultivo de microalgas. 1) Fase de latencia; 2) Fase
exponencial; 3) Fase de crecimiento lineal; 4) Fase estacionaria; 5) Fase de muerte
(Fogg and Thake, 1987).

2.5.1 Tasa de crecimiento: el crecimiento de microalgas depende del factor
limitante del crecimiento, este es aquel que esta presente en cantidades mas
proximas al minimo critico necesario para estos microorganismos. Debido a esto
es importante conocer las condiciones 6ptimas y los limites de tolerancia de las
microalgas para todos o el mayor nimero de parametros. Sin embargo, estas
condiciones o limites para un parametro, generalmente cambian cuando un
segundo parametro fluctda, por lo que la influencia de un conjunto de
parametros crea una determinada respuesta en el crecimiento de las microalgas
(Romo Pifiera, 2002).

Teoricamente la maxima tasa de crecimiento de un cultivo de microalgas debe ser
igual a la tasa méaxima de fotosintesis. Sin embargo la productividad de microalgas se
ve limitada por factores como: la concentracion de nutrientes, intensidad de luz, pH 'y

temperatura (Richmond, 2004).
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2.5.2 Tiempo de duplicacion y tasa especifica de crecimiento: cuando el
ambiente del cultivo es favorable y todos los nutrientes necesarios para el
crecimiento de las células estan presentes en una cantidad suficiente para el
crecimiento, es decir, a concentraciones suficientemente altas de modo que
cambios menores no afectan significativamente la velocidad de reaccion, la
mayoria de las algas unicelulares se reproducen asexualmente (Richmond,
2004).

El tiempo requerido para que las algas consigan duplicarse se denomina tiempo de
duplicacion (td). También se denomina tiempo de generacion, ya que es el tiempo
necesario para crecer y producir una generacion de células, matematicamente se
describe en la Ec.2.2 (Richmond, 2004).

2°N, = 21N, = 22N, — 23N, — 2"N,

En donde:
NO = Numero inicial de células

n = Ndmero de duplicaciones

2.5.3 Parametros que influyen en el crecimiento de las algas: como todo
organismo Vvivo, las condiciones fisicas tienen gran influencia en el crecimiento
de las microalgas. Cada especie tiene un particular intervalo de temperatura,
intensidad de luz, salinidad, pH, nutrientes, diéxido de carbono y oxigeno para
la produccién de un maximo crecimiento (Romo Pifiera, 2002).

2.5.3.1 Luz

La luz es uno de los pardmetros que mayor incidencia tiene en el crecimiento y
productividad de microalgas, debido a que el crecimiento de los microorganismos
fotosintéticos es proporcional a la intensidad de la luz recibida, en donde se puede
observar que a intensidades de luz baja se obtiene bajas tasas de crecimiento
(Alcéntara et al.); mientras que este se acelera con el aumento de la luz pudiendo
llegar a la saturacion, alcanzando asi la tasa de crecimiento maxima (Is); si se
incrementa la intensidad de la luz por encima de este punto (lh) provocarda una
disminucidn en la tasa de crecimiento, ocasionando la muerte celular debido a la
fotoinhibicion. Aunque se han encontrado diversos estudios que sostienen que a altas
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intensidades de luz la produccion de polisacaridos en las células tiende a aumentar
(Ruiz Martinez, 2011; Richmond, 2004).

Las algas son microorganismos que convierten la energia luminica en metabdlica
mediante la fotosintesis, esta energia luminica puede ser recibida de forma natural en
ciclos de dia y noche; o artificial, que a su vez puede ser de forma continua o
discontinua en ciclos alternados de luz y obscuridad (Romo Pifiera, 2002).

2.5.3.2 Agitacion

La agitacion asegura la distribucion de los gases y de la luz, ademaés esta facilita el
transporte de las células, evita la sedimentacion y la adherencia de las microalgas en
la base o paredes del reactor, asi como ayuda a homogenizar el pH. Sin embargo
existen especies que no toleran una agitacion fuerte debido a que son sensibles al
estrés hidrodinamico (Ruiz Martinez, 2011).

2.5.3.3 Temperatura

La productividad de las algas se acelera cuando la temperatura del medio en el que se
encuentran aumenta, aunque lo recomendable seria llegar a una temperatura 6ptima,
ya que por encima de esta, la produccion celular disminuye debido al incremento de
la respiracion y fotorespiracion de las algas (Park et al., 2010). El rango de
temperaturas en el que las microalgas pueden desarrollarse es muy amplio, ademas
difiere entre las distintas especies, la Chlorella por ejemplo puede crecer en un rango
de 5y 42°C (Ruiz Martinez, 2011). Las bajas temperaturas inducen a la acumulacion
celular de polioles y aminoéacidos o derivados de aminoacidos que podrian contribuir

a la sensibilidad o tolerancia de microalgas a la refrigeracion (Richmond, 2004).

2.5.3.4 pH

El pH puede afectar muchos de los procesos bioquimicos asociados con el
crecimiento y metabolismo de las algas, incluso la disponibilidad de los iones de
Nitrégeno como nutrientes. El rango de pH generalmente varia entre 8 y 10, aunque
para la produccion en masa el pH recomendable esta alrededor de 8.2 y 8.7, valores
de pH excesivamente bajos o altos disminuye la productividad (Ruiz Martinez, 2011;
Park et al., 2010).
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2.5.3.5 Nutrientes

- Carbono: A diferencia de las plantas terrestres, el CO2 presente en la atmosfera no
resulta suficiente para cultivos de produccion de alto rendimiento. En los sistemas de
tratamiento de agua residual la presencia de CO, depende de la oxidacion de
compuestos organicos como las bacterias. Sin embargo el contenido de CO; en el
agua residual doméstica no es suficiente para una 6ptima produccion de algas. Por lo
que la adicion de CO; es una técnica altamente eficiente, ademas el control de pH a
través de burbujeo directo de CO, en el medio de cultivo es el mejor y mas
conveniente método para control de pH y al mismo tiempo el suministro de CO, para
cultivos en masa de alto rendimiento (Park et al., 2010; Richmond, 2004).

El bicarbonato o carbonato también es una fuente de carbono, su comportamiento se

detalla en la siguiente reaccion:

EHCGE —* CG; + Hgo + CO:
HCO, < CO, + OH

€O, + H,0  CO, + 20H

Sin embargo en esta reaccion se acumula el radical hidroxilo, lo que provoca un
aumento gradual de pH (Richmond, 2004).

- Nitrégeno: El nitrégeno es el nutriente mas importante que contribuye a la
produccion de biomasa, después del carbono. Ademas es un factor critico para la
regulacion del contenido lipidico celular de las microalgas. Sin embargo en exceso
puede disminuir el crecimiento celular (Park et al., 2010).

El contenido de nitrogeno en las células de las microalgas generalmente oscila entre
1-10% de biomasa, puede variar segin la especie y de la disponibilidad de este. La
fuente nitrégeno puede ser suministrada como nitrato (NO3), amonio (NH4) o urea
(Richmond, 2004).

- Fésforo: El fosforo es esencial para el crecimiento de las algas, asi como para
varios procesos como la transferencia de energia, biosintesis de acidos nucleicos, etc.
El contenido de fésforo en las células estéa alrededor del 1% de la biomasa; ademas es
uno de los factores mas importantes para el crecimiento de las algas en biotecnologia
y puede ser suministrado como orto-fosfato (PO4). El suministro de fdsforo
influencia a la composicién de la biomasa producida, especialmente en el contenido
de lipidos y carbohidratos (Richmond, 2004).
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2.6. Diversidad de las algas

Existe una amplia diversidad de especies de algas y cyanobacterias en sistemas de
tratamiento lagunar. Comdnmente su concentracion esta por debajo de los 200 mg/l
en términos de sélidos suspendidos secos y pueden estar en un rango de 104 a 106
células por ml (Alvarado, 2013). Los géneros y las especies que predominan en las
lagunas de tratamiento se desarrollan en funcion de la carga organica que estas
reciben, sin embargo una alta carga organica provoca que la diversidad de especies
disminuya.

Los principales tipos de algas encontradas en los sistemas lagunares son:

- Algas verdes (Chlorophyta) Este tipo de algas le dan el caracteristico color verde
a la laguna, predominando los géneros: Chlorella y Chlamydomonas. Las
Chlamydomonas son usualmente las primeras en desarrollarse, predominan en
periodos frios y poseen flagelos, lo que ayuda a su movilidad optimizando su

posicion con relacion a la incidencia de la luz (von Sperling, 2007a).

2.6.1 Caracteristicas de la microalga Chlorella vulgaris: Chlorella aparecio en la
Tierra hace aproximadamente 1.5 0 2 mil millones de afios. Es un alga verde
unicelular de agua dulce; de forma esférica, cerca de 2-10 micras de diametro
gue es extensamente encontrada en lagos y pantanos por todo el mundo. El
nombre Chlorella proviene del griego Chloros, que significa verde, y del latin
ella, que significa cosa pequefia (M.W. Beyerinck, 1890).

Es un alga unicelular de color verde, de forma esférica, con un diametro que es entre
100 y 1.000 veces menor a 1 mm (Figura 2), posee un cloroplasto delgado parietal
con o sin pirenoides. Los unicos elementos reproductores que se les conocen son las
autoesporas. El color verde lo obtiene de los cloroplastos, que son las estructuras
encargadas de realizar la fotosintesis. Gracias a la fotosintesis, que es el proceso por
el que adquiere carbono de la atmosfera (como elemento vital para su crecimiento y
desarrollo) forma parte de la base de la cadena alimenticia (Madigan, M., 2002).

Se reproduce muy rapidamente y de forma asexual. Para eso precisa el carbono que
obtiene de la fotosintesis, agua, luz y pequefias cantidades de minerales. Debido a su
rapido crecimiento, se estudia la posibilidad de que sea utilizada para producir
biodiesel. Contiene grandes cantidades de proteinas, vitamina C, betacaroteno y
vitaminas B (B1, B2, B6 y B12). Es utilizada para fabricar suplementos alimenticios,
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productos cosméticos contra el envejecimiento, para estimular el sistema inmune y

para la desintoxicacion de metales pesados (Madigan, M., 2002).

Figura 2. Cultivo de Chlorella vulgaris (100X). Fuente: Obtencién de protocolos para el

aislamiento, cultivo y extraccién de ADN de Chlorella vulgaris (Montes J., 2012).

2.6.2 Taxonomia de Chlorella vulgaris: la microalga Chlorella vulgaris
taxondémicamente (M.W. Beyerinck, 1890) se encuentra clasificada de la
siguiente manera:

Reino: Protista
Division: Chlorophyta
Clase: Chlorophyceae
Orden: Chlorococcales
Familia: Oocystaceae
Género: Chlorella
Especie: Chlorella vulgaris

2.6.3 Usos potenciales de Chlorella vulgaris: comparada con otras plantas, la
microalga Chlorella tiene una alta concentracion de clorofila, asi que su
capacidad de fotosintesis es muchas veces mayor que la de otras plantas.
Chlorella vulgaris puede dividirse en cuatro células cada 20 horas (Kanno y
Kazie, 2005).

En el curso del tiempo, el uso continuo del alga bajo condiciones controladas ha sido
importante, con diversas posibilidades econdmicas. La investigacién con la

microalga ha demostrado que la biomasa puede ser usada para aplicaciones, como
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son: alimento para animales, biofertilizantes, condicionador del suelo, alimento de
los acuarios o puede ayudar a resolver problemas de salud publica, por medio de la
purificacion bioldgica de las aguas negras de las ciudades (Kanno, oshihiro. Uyamay
Kazie, 2005).

Chlorella esta siendo investigada como un nuevo recurso alimenticio (ya que una
celula de Chlorella contiene cerca de 50% de proteinas, 5% de clorofila y un gran
numero de vitaminas y carotenos) para utilizarse en las poblaciones humanas pobres
de todo el mundo y para proveer comida y oxigeno en viajes al espacio y en
submarinos (Lee, 1995). Segun se ha documentado, posee beneficios terapéuticos,
como la capacidad de desintoxicar al organismo de metales pesados como el Hg, el
Cd y el Pb entre otros quimicos, que son contaminantes agregados a insecticidas o
plasticos. Ademas se piensa que posee la capacidad de prevenir el cancer (Konishi et
al., 1996).

Las investigaciones sobre el cultivo de microalgas revisten gran importancia dada su
amplia aplicacion biotecnologica y comercial. En tal sentido, se han utilizado los
cultivos discontinuos por su relativo facil manejo, para determinar la cinética de
crecimiento y los parametros que influyen en el desarrollo poblacional de las
microalgas (Abalde et al.1995).

Sin embargo, el uso de los medios de cultivo sintéticos ha incrementado
sustancialmente el valor economico para la produccién de la biomasa de estos

microorganismos (Gonzélez et al. , 1999).

2.6.4 Parametros del cultivo de Chlorella vulgaris: un cultivo tiene tres
diferentes componentes: un medio de cultivo contenido en un recipiente
adecuado; las algas creciendo en el medio y aire, para permitir el intercambio
de dioxido de carbono entre el medio y la atmdsfera.

Los parametros més importantes que regulan el crecimiento de las algas son
principalmente entre otros la luz, el pH, la turbulencia, la salinidad y la temperatura
(Barsanti et al., 2006).
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a) Temperatura: La mayoria de la especies de microalgas toleran temperaturas
entre 16 y 27°C, aunqgue esto puede variar de acuerdo a la composicién del
medio de cultivo o la especie cultivada. Un valor intermedio de 18-20°C es
frecuentemente empleado. Temperaturas por debajo de los 16°C pueden
retardar el crecimiento, mientras que aquellas por arriba de los 35°C son
letales para cierto nimero de especies (Barsanti et al., 2006).

b) Luz: Como en las plantas, la luz es la fuente de energia que promueve las
reacciones fotosintéticas en las algas. Aqui, la intensidad, la calidad espectral

y el fotoperiodo deben ser considerados (Barsanti et al., 2006).

c) pH: El rango del pH para la mayoria de las especies de algas cultivadas es
entre 7 'y 9, siendo el rango 6ptimo 8.2-8.7. Para mantener un pH aceptable es

necesario airear el medio de cultivo (Barsanti et al., 2006).

d) Aireacion: La aireacion es necesaria para prevenir la sedimentacion de las
algas, para asegurar que todas las células de la poblacién estan igualmente
expuestas a la luz y los nutrientes, y para mejorar el intercambio de gases
entre el medio de cultivo y el aire (Barsanti et al., 2006).

2.6.5 Procedimiento para la evaluacion de la tasa de crecimiento mediante
recuento celular:

a) Preparacion de la muestra: Con una pipeta volumétrica de 1 ml, se toma una
muestra del medio de cultivo de microalgas del bioreactor, previamente
agitado debido a que las células tienden a pegarse en las paredes y en el fondo
de este (ver Figura 3a). Posteriormente se diluye la muestra con agua destilada
en un matraz aforado hasta obtener un volumen de 10 ml, es decir una
dilucion de 1:10 (ver Figura 3b), con la finalidad de facilitar el recuento

celular en la camara de Newbauer la cual se especifica a continuacion.
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(a) Toma de muestra (b) Muestra diluida

Figura 3. Preparacion de la muestra

b) Céamara de Newbauer: Presenta dos camaras las cuales estan rodeadas por
dos canales longitudinales y un canal transversal central, con el que forman
una depresion en forma de H, Figura 4a, ademas de dos canales longitudinales
externos. En cada camara esta grabado un cuadrado de 9 mm2, que se dividen
en 9 cuadriculas de 1 mm2 cada una y esta a su vez se encuentran divididas

en cuadriculas mas finas (Romo Pifiera, 2002), como se muestra en la Figura

4b).

0. 100mm
Tiefe CE
Depth

Profondeur

0.0025mm?

Figura 4. Camara de Newbauer
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c) Recuento celular: Para realizar el recuento celular en la Camara de
Newbauer, se coloca el cubreobjetos sobre la cAmara de Newbauer, luego se
introduce entre la camara y el cubreobjetos la muestra de microalgas mediante
una pipeta (ver Figura 5a), controlando que no exista aire en el interior y que
el cubreobjetos no se deslice sobre la cdmara, es decir que no exceda ni falte
muestra liquida. Luego se coloca la camara de Newbauer en la bandeja del
microscopio, y se enfoca la muestra usando el lente magnificador 40x, hasta

lograr una imagen nitida de las células (ver Figura 5b).

(a) Colocacion de la muestra en la camara

de Neubauer (b) Recuento celular

Figura 5. Recuento celular

Segun la técnica de recuento celular con Hematocitometro o caja de Newbauer
expuestas en Bastidas (2011) se cuentan las células presentes en los cuatro extremos
de una de las cAmaras de Newbauer, estos son I, I, Il 1V, (ver Figura 6a) siguiendo
la forma de un zigzag (ver Figura 6b). Por convencion si las células tocan el limite
superior o el limite izquierdo de la cuadricula, las células deben contabilizarse, por el
contrario si las células tocan el limite inferior o el limite derecho, estas no deben
contabilizarse. Para determinar el nimero de células presentes en determinada

muestra, se hace un promedio de las células contabilizadas en las cuatro cuadriculas.
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(a)

Figura 6. Recuento a) Conteo en cuatro cuadriculas; b) Recuento en zigzag

Para la determinacion de la concentracion de ceélulas de microalgas presentes en el
bioreactor, primero se calcula el volumen de muestra que queda entre el cubreobjetos
y una cuadricula de 1 mm2 de seccion de la camara de Newbauer.

d) Analisis de tasas de crecimiento: A partir de los analisis de los recuentos
celulares se obtienen las tasas de crecimiento en cada fase del cultivo.

2.7. Determinacion de los parametros fisico-quimicos de calidad de las aguas
Al hablar de calidad de aguas sean para su vertido, tratamiento de depuracion,
potabilizacién o cualquier otro uso, es imprescindible determinar una serie de
parametros fisico-quimicos mediante métodos normalizados, con objeto de conocer
si el valor de estos parametros se encuentra dentro del intervalo que marca la
legislacion vigente. En el presente trabajo se resumen los pardmetros mas
comUnmente estudiados, indicando la norma o normas mediante las cuales debe
procederse a la determinacion de los mismos.
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2.7.1 Parametros fisico-quimicos

2.7.1.1 Soélidos totales:

Los solidos totales es la suma de los sélidos disueltos y en suspension que la
muestra de agua pueda contener. Se puede decir que las aguas naturales son un

conjunto de agua con solidos disueltos y suspendidos (figural4).

2.7.1.2 Sélidos disueltos:
Los sélidos disueltos lo constituyen las sales que se encuentran presentes en el agua

y que no pueden ser separados del liquido por algin medio fisico, tal como:
sedimentacion, filtracién, etc. La presencia de estos sélidos no es detectable a simple
vista, por lo que se puede tener un agua completamente cristalina con un alto
contenido de sélidos disueltos.

La presencia de estos solidos solo se detecta cuando el agua se evapora y quedan las
sales residuales en el medio que originalmente contiene el liquido.

Analiticamente se miden pesando la capsula con las sales residuales, unas vez que el
agua ha sido evaporada, y conociendo el peso neto de la capsula es posible
determinar la cantidad de sélidos disueltos por diferencia de peso. También es
posible cuantificar los sdlidos disueltos midiendo la conductividad del agua: los
solidos disueltos se encuentran en forma de cationes y aniones, por lo que éstos como
particulas con carga pueden conducir la corriente eléctrica, y asi pueden ser
cuantificados indirectamente, con cierta precision, midiendo la conductividad del
agua como se describe posteriormente

2.7.1.3 Sélidos en suspension:
Los solidos en suspension es el material que se encuentra en fase sélida en el agua en

forma de coloides o particulas sumamente finas, y que causa en el agua la propiedad
de turbidez. Cuanto mayor es el contenido de sélidos en suspension, mayor es el
grado de turbidez. A diferencia de los s6lidos disueltos, estos pueden separarse con
mayor o menor grado de dificultad por procesos mecanicos como son la
sedimentacion y la filtracion. Analiticamente se determinan pasando un volumen

medido de una muestra de agua a través de una capsula la cual tiene una membrana o
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filtro con poros de 0.2 micrones donde son retenidos los sélidos suspendidos, cuando
se filtra la muestra de agua.

Las particulas o sélidos suspendidos se componen de material organico e inorgénico.
El material organico es principalmente algas o microorganismos y el inorganico son:

arcillas, silicatos, feldespatos, etc.

SOLIDOS TOTALES

N

SOLIDOS DISUELTOS SOLIDOS
) SUSPENDIDOS
SALES INORGANICAS
SOLUBLES
s I ~
SOLIDOS SOLIDOS
VOLATILES FIJOS
AN A S
MATERIAL ORGANICO MATERIAL INORGANICO

Figura 7. Solidos disueltos y suspendidos en sus diferentes formas (Romo Pifiera, 2002).

2.7.1.4 Soélidos volatiles y no volatiles:
En los sélidos suspendidos se tiene material organico e inorganico. La materia

organica es susceptible de separarse por calcinacion de la muestra. Para esto, la
capsula que retiene los solidos suspendidos se calcina a 550°C y el material organico
se volatiliza en forma de bioxido de carbono y agua. EI material inorganico es inerte
y no volatil, por lo que es retenido en la capsula y por diferencia de peso se pueden
cuantificar los sélidos volatiles y no volatiles.

2.7.1.5 Turbidez:
Es la capacidad que tiene la materia finamente dividida o en estado coloidal de

dispersar la luz. La turbidez es una caracteristica que se relaciona con el contenido de
solidos finamente divididos que se presentan en el agua. Sus unidades son NTU's
(Neophelometric Turbidity Units).
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Un agua turbia estéticamente es desagradable y es rechazada por el consumidor. La
turbidez del agua es un parametro de importancia no solo porque es una caracteristica
de pureza en el agua a consumir. También la turbidez interfiere en procesos de
tratamiento de las aguas como es en la desinfeccion con agentes quimicos o con
radiacion ultravioleta, disminuyendo la efectividad biocida de éstos lo cual

representa un riesgo en el consumidor.

2.7.1.6 Temperatura:
La temperatura es un parametro fisico de suma importancia para los ecosistemas

hidraulicos, aunque no es parte de las caracteristicas de calidad del agua potable.
Cuando la temperatura aumenta, disminuye la concentracion de oxigeno disuelto y si
las aguas son deficientes en oxigeno, esto puede ocasionar la muerte de especies
acudticas, especialmente peces. También, la contaminacion térmica puede causar
trastornos en ecosistemas acuaticos ya que en algunos casos el rango de temperatura

de estos, es sumamente restringido.

2.7.1.7 Demanda bioguimica de oxigeno:
La Demanda Bioquimica de Oxigeno DBO, es una de las pruebas mas importantes

para medir los efectos contaminantes de un agua residual, pero también es un
parametro de importancia en aguas potables. La DBO es definida como la cantidad
de oxigeno requerida por las bacterias, para estabilizar la materia organica
biodegradable, bajo condiciones aerobias. Por materia biodegradable se entiende o se
interpreta como la materia organica que sirve como alimento a los microorganismos
y que proporciona energia como resultado de su oxidacion.

La DBO es ampliamente utilizada para determinar el grado de contaminacién en
materia organica biodegradable, en aguas residuales domésticas e industriales. Esta
prueba es una de las mas importantes en el control de contaminacion en aguas, por lo
que las agencias de regulacion de la contaminacién le dan suprema importancia.
También la DBO es imprescindible al estimar y disefiar reactores y equipo para la
digestion aerdbica de las aguas residuales a depurar. Para esta prueba se mide la
cantidad de oxigeno que requieren las bacterias aerobias cuando consumen la materia

organica biodegradable presente en el agua residual que se analiza. Para esto se
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inocula con bacterias aerobias la muestra de agua a analizar, y después de cinco dias
se mide la concentracion de oxigeno residual.

La cantidad de oxigeno consumido se determina midiendo el oxigeno disuelto al
inicio y al término de la prueba.

Se ha tomado como tiempo de biodegradacion de la muestra un tiempo de 5 dias.
Generalmente este es el tiempo que se requiere para que las bacterias digieran la
materia organica biodegradable. También, debido a la baja solubilidad del oxigeno,
en muestras con altos valores de DBO es necesario tomar alicuota de la muestra para
asegurar que el oxigeno disuelto inicialmente, sea suficiente para la biodegradacion
completa.

También para esta prueba se requiere que la temperatura se mantenga constante a

25°C durante los cinco dias de incubacion.

2.7.1.8 Demanda quimica de oxigeno:
Este otro tipo de prueba consiste en determinar la cantidad total de materia organica,

en términos de la cantidad de oxigeno que se requiere para oxidar ésta a didxido de
carbono y agua. Para esto se efectua la oxidacién de dicha materia organica
utilizando agentes fuertemente oxidantes en un medio acido.

Debido a las condiciones tan drasticas empleadas en la oxidacion, practicamente toda
la materia organica es oxidada a biéxido de carbono y agua. Substancias que no son
faciles de digerir biologicamente como por ejemplo la lignina, son oxidadas
completamente como resultado de los oxidantes empleados y debido a esto los
valores de Demanda Quimica de Oxigeno DQO son siempre mayores a la DBO, en
un agua residual especifica.

La forma de llevar a cabo esta prueba es tomando una alicuota de la muestra y
agregandole un volumen especifico de solucion de dicromato de potasio valorado.
Bajo condiciones acidas, a una temperatura de 150°C y en presencia de un
catalizador la materia organica es completamente oxidada a biéxido de carbono y
agua. Midiendo el dicromato de potasio consumido y de acuerdo a la relacion
estequiométrica, es posible determinar el oxigeno consumido por la muestra

analizada, este oxigeno requerido es la DQO.
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La medicién de DQO y DBO en una muestra de agua, esta directamente relacionado
con su grado de contaminacion, asi como con la naturaleza de la materia que
compone los desechos solidos, ya que a través de esta prueba es posible estimar que
proporcion del total de la materia organica es biodegradable. Esto es de gran
importancia en el proceso de digestion aerdbica, puesto que de antemano se conoce
cual es el minimo residual de materia organica en un agua de desecho.

Al igual que la DBO, la DQO en aguas potables debe ser sumamente baja y es un

parametro a determinar cuando la calidad del agua es incierta.

2.7.1.9 pH:
El potencial hidrogeno o pH, es un parametro de suma importancia tanto para aguas

naturales como aguas residuales. El rango de pH en el cual pueden interactuar los
ecosistemas y sobrevivir las especies que lo conforman, esta sumamente restringido,
por lo cual si este valor es alterado, los procesos biolégicos que normalmente se
Ilevan a cabo pueden ser perturbados y/o inhibidos y las consecuencias son adversas.
Por definicién pH es el logaritmo inverso de la concentracion de i6n hidrogeno

2.7.1.10 Aceites y grasas:
Los aceites y grasas en los vertidos liquidos generan dos tipos de problemas a la hora

de la depuracion de las aguas residuales, disminucion de la mojabilidad de los
solidos en suspension impidiendo, con ello su sedimentacion, y formacién de una
pelicula que recubre los microorganismos encargados de la biodegradacion,
impidiendo con ello la captacion de oxigeno por los mismos y disminuyendo su
poder depurador. El contenido de grasas y aceites es generalmente pequefio en
vertidos urbanos, siendo su presencia un indicio de vertido industrial, y causando
graves problemas a los sistemas de depuracion.

La determinacién de grasas y aceites de efluentes acuosos se efectla por extraccion
en caliente o con un disolvente organico no miscible con el agua, a partir de un
volumen conocido del agua a analizar acidulada a pH< 2, evaluando la cantidad
presente por pesada, una vez eliminado el disolvente de la fase orgénica, 0 mediante
espectroscopia infrarroja, por comparacion con curvas de calibrado.
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2.8 Las aguas residuales de la industria de los alimentos

La industria de alimentos, genera grandes cantidades de efluentes liquidos, sélidos y
gaseosos, que emergen no solo de las operaciones de tratamiento, sino también de su
tratamiento y eliminacién (por ejemplo, grasas y aceites). La composicion y cantidad
de residuos agroindustriales depende mucho de la fuente de materias primas, asi
como la naturaleza de los productos, pasos, operaciones, y procesamiento. En
general, los residuos de procesamiento de alimentos consisten en grandes cantidades
de material organico (hidratos de carbono, proteinas, grasas, aceites, etc.), con altos
valores de DBO, DQO y solidos suspendidos. Debido a su alto contenido de
nutrientes, los desechos agroindustriales tienen un alto potencial de causar graves

problemas de contaminacion, si no se maneja o se trata adecuadamente.

En general, la contaminacion del agua es el problema méas grave en muchas
agroindustrias, ya que los desechos sdlidos tienen una oportunidad mucho mayor
para la recuperacion o la utilizacion, por ejemplo el uso de residuos para la
produccion de. El agua se usa cominmente en el procesamiento de alimentos como
un ingrediente, para el lavado de la materia prima, vapor de proceso, refrigeracion y
limpieza. ElI volumen de agua utilizada, los tipos y la concentracion de los

contaminantes son extremadamente variables, incluso en el mismo sector.

2.9 La industria de fabricacion del chocolate

El Chocolate, se elabora de la fruta del arbol de cacao y se usa como un ingrediente
para bebidas y diversos tipos de productos de confiteria (Orhon et al. 1995). La
composicion nutricional de los granos de cacao organico se muestra en la tabla 2. El
componente predominante es la manteca de cacao, la cual puede ser extraida del
grano. Los granos de cacao también contienen un porcentaje bajo de agua, con la
cual se puede generar la pasta de cacao. La torta de cacao se mezcla en una maquina
de amasar se calienta con los otros ingredientes tales como azUcar, manteca de cacao,
leche en polvo, grasas vegetales, lecitina, leche condensada y aromas (Collazos,
1996).
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Tabla 2. Composicion del Cacao por cadal00g (Collazos, 1996).

COMPUESTO PROMEDIO
Energia 456 Kcal
Agua 3.6¢g
Carbohidratos 34.79
Grasas 46.39
Proteinas 12 g
Fibra 8.6¢g
Calcio 106 mg
Fosforo 537 mg
Hierro 3.6 mg
Vitamina Ba (Tiamina) 0.17 mg
Vitamina B2 (Riboflavina) 0.14 Mg
Vitamina C (Acido ascérbico) 3mg
Vitamina A (Retinol) 2 mcg

La industria de fabricacién de chocolate de aguas residuales puede caracterizarse
como no téxico porque esta desprovisto de compuestos peligrosos, pero con alto
contenido de solidos totales (ST) de 649mg/L, demanda bioguimica de oxigeno
(DBO) de 4910 mg/L y demanda quimica de oxigeno (DQO) de 6220 mg/L (Beal y
Raman, 2000;. Diwani et al, 2000; Orhon et al. 1995) ver tabla 3. Posiblemente, los
residuos de aditivos son los principales contribuyentes a la carga organica de estas
aguas residuales. Este sector genera grandes cantidades de agua residual que contiene
altas concentraciones de materiales organicos fécilmente biodegradables
caracterizados por grasas, aceites y solidos en suspensién como cascaras de cacao
(M Esparza et al, 2013). Estos residuos no pueden almacenarse durante largos
periodos de tiempo ya que generan olor si no son correctamente operados y

mantenidos (Esparza et al, 2013).
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Tabla 3. Caracterizacion de las aguas residuales de la industria del chocolate

(Beal y Raman, 2000).

Reference
Parameter Unit (El-Gohary (Orhon (Diwani (Ozturk & Altinbas,

etal, 1999) | etal, 1995) | etal., 2000) 2008)
COoD mg/L 4475 2840-6220 5000 19900
COD . g1uble mg/L - 2500-5400 - -
BOD mg/L 2200 1840-4910 3200 -
TKN mg/L 100 33-55 - -
TP mg/L 17,2 8,6-65 - -
TSS mg/L 649 260-440 177 1050
V55 mg/L 490 - - -
pH - - 45,1 6 -
Oil and grease | mg/L 367 - - -
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CAPITULO IlI

MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo de la investigacion se adquirié un cultivo axénico de la microalga
Chlorella vulgaris de muestras aisladas de aguas provenientes de efluentes residuales
del Laboratorio de Biologia Acuética de la Escuela de Biologia de la Universidad
Nacional de San Agustin, para después evaluar su crecimiento en condiciones de
fotobioreactor tipo panel, en funcion del tiempo, mediante la implementacién de un
sistema de flujo continuo empacado con Chlorella vulgaris para evaluar la capacidad

de bioabsorcion de grasas en efluentes industriales de la industria chocolatera.

3.1 TIPO DE INVESTIGACION
La presente investigacion corresponde a una investigacion de tipo experimental

(causa — efecto) y longitudinal ya que se realizara evaluaciones periodicas.

3.2 LUGAR DE EJECUCION

Los cultivos de la microalga Chlorella vulgaris se llevaron a cabo en las
instalaciones del laboratorio del area de Biologia Acuatica de la Escuela Profesional
y Académica de Biologia de la Universidad Nacional de San Agustin, la
implementacion del sistema de flujo continuo empacado con la microalga se realizo

en las instalaciones del laboratorio de la Universidad Catolica Santa Maria.

3.3 MATERIALES
Para la ejecucion del trabajo se utiliz6 material bioldgico, quimico, equipos, entre

otros, que a continuacién se detalla:
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3.3.1 Equipos:
e  Espectrofotometro visible, 22PC, 340-1000 nm. (Kert Lab)

e  Centrifuga, de 30 000 RPM, (Kert Lab)

e  Termometro ambiental, 0-100 °C, (Hanna)

e  pHmetro, (Hanna).

e  Microscopio, 042B, 10X, 20X, 40X y 100X, (Labor Tech).
e  Camara de Newbauer, (Boheco).

e  Aireadores,

e  Termostato, (Kyntel).

e Microscopio estéreo, ZTXE (Labor Tech).

e  Autoclave, 280DH, 24 L. (Kert Lab)

e Balanza analitica de 0.1 mg - 3000 gr. (Digital Precision).
e  Fluorescentes de 30 watts.

3.3.2 Material de vidrio:

e Matraces Erlenmeyer de 250ml, (Boheco).
e Pipetas de 2 y 10ml, (Kyntel).
Vasos de precipitado de 500ml (Kyntel).
e Pipeta de 10 ml, (Kyntel).
e Pipetade 1 ml, (Boheco).
e Tubos de ensayo, 12x75 mL borosilicato (Giardino).

e Probeta de 250 ml, (Kyntel).
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e Probeta de 500 ml, (Kyntel).

e Tubos de ensayo

3.3.3 Reactivos:

. NaHAsO; qg.p. (Merck).

e NaHCOs;, q.p. (Merck).

e MgS0O,4.7H,0, g.p. (Sigma).
o FeS04.2H50, q.p (Merck).
e KCI, q.p. (Merck).

o (NH4)2SOy4, q.p. (Sigma).

e K;HPO,.3H,0 p.a. (Merck).
e CaCl,.2H,0, g.p. (Merck)

e (CaS0,4.2H,0, g.p. (Merck).
e Agua destilada.

e HCLO,1N,p.a. (Sigma)
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3.4 METODOS

3.4.1 Obtencidn de muestras de Chlorella vulgaris.

La microalga verde Chlorella vulgaris, fue proporcionada por el Dr. Antonio
Lazarte Rivera, responsable del Area de Coleccion de Cultivos de Microalgas del
Laboratorio de Biologia Acuatica, de la Escuela de Biologia, Universidad Nacional
de San Agustin. La identificacion fue certificada por el Herbarium Arequipensis
(HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin. (Anexo 2)

3.4.2 Muestreo y obtencion de aguas residuales de industria chocolatera.

La obtencion de las muestras de efluente de grasas y aceites se obtuvieron de una
industria chocolatera, las muestras fueron colectadas en frascos estériles de 2L,
debidamente rotulados y posteriormente incubados a temperatura a 4°C para evitar
cualquier cambio fisico-quimico en el efluente antes de su analisis de grasas y
aceites, STD, SST, DBO, DQO, SO4~, NO3".

3.4.3 Mantenimiento del cultivo y evaluacién del crecimiento Chlorella vulgaris

en condiciones controladas de fotobioreactor tipo panel.

Para la obtencion de biomasa de Chlorella vulgaris, se tomaron 2 litros del indculo
de cultivo puro que fue transferido a un fotobioreactor de 15 L de capacidad (Fig.8)
para su crecimiento utilizando el medio de cultivo BBM (Medio Basal Bold) que
presenta la siguiente composicién en g/L: NaNO 3, 0,75 g; CaCl,- 2H , O, 0,02
g; MgSQO, - 7H ,0, 0,07 g; K, HPO,, 0,07 g; De NaCl, 0,02 g; KH ,PO,4, 0,17 g; 6
ml de solucion traza: (Na, EDTA 2H, 0, 0,75 g; FeCl3- 6H, O, 0,097 g; de
MnCl, - 4H,0, 0,041 g; de ZnCl,, 0,005 g; de CoCl,- 6H, 0O, 0,002 g vy
NaMoO 4 - 2H , O, 0,0049). El cultivo se mantuvo a pH 7.2, temperatura promedio
de 25°C, con aireacion continua mediante bombas de aire y fotoperiodo de 12 horas
de luz /12 horas de oscuridad mediante 2 fluorescentes de 30 watts. La concentracion
de algas (densidad) se determind utilizando una camara de Newbauer bajo un
microscopio optico.
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1. Ranel de vidrio

2. Aireadores

3. Orificio de ingreso de
medio de cultivo

4. Alga

5. LLave de cosecha

Figura 8. Esquema de fotobioreactor para la obtencion de biomasa de Chlorella
vulgaris.

3.4.4 Disefio del sistema de flujo continuo empacado con Chlorella vulgaris a
escala de laboratorio para la depuracion de aceites y grasas de la industria

chocolatera.

Para la implementacion del sistema de flujo continuo se utiliz6 un contenedor de
efluente de material plastico transparente de capacidad de 20 L, conectado mediante
una llave reguladora de flujo de 40 mL/min a un sedimentador de sélidos de 22 cm
de ancho, 10cm de alto y 30 cm de largo conteniendo 1.5 L de cultivo de microalga
Chlorella vulgaris. El sedimentador con la microalga se mantuvo con aireacion
mediante una bomba de 5 watt de potencia. Cada sedimentador estuvo conectado a
un bioreactor tubular de 30 cm de alto y 9 cm de diametro, conteniendo 500 mL de
cultivo de microalga Chlorella vulgaris que fue mantenido con agitacion en paletas

como se muestra en la figura 9.
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Motor

Bioreactor
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S

Llave de toma
de muestra

Figura 9. Esquema del sistema de Flujo continuo

3.4.5 Evaluacion del crecimiento de Chlorella vulgaris empacada en el sistema de

flujo continuo para la depuracion de aceites y grasas de la industria chocolatera.

Para la evaluacion del crecimiento de Chlorella vulgaris empacada en el sistema de
flujo continuo para la depuracion de aceites y grasas de la industria chocolatera se
realizaron recuentos mediante camara de Newbauer y microscopio Optico a 20X.
Toméandose 1 mL de muestra del efluente del sistema de flujo continuo al cual se le
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afiadio 9 mL de agua destilada (dilucion 1:10) en un tubo de ensayo, para el recuento
de cada muestra se contaron 4 campos de la camara de Newbauer, a la sumatoria de
los campos se multiplico por 16 (total de campos) y por 10 por ser la dilucion
utilizada, la evaluacion del crecimiento se realizé periédicamente cada 7 dias hasta

28 dias de evaluacion.

3.4.6 Determinacion de la concentracion residual de grasas y aceites, DBO,
DQO, STD, SST, NO3™, SO4~ y turbidez, de efluentes de industria chocolatera
tratados en el sistema de flujo continuo empacado con Chlorella vulgaris.

La evaluacion de grasas y aceites, DBO, DQO, STD SST, NOj3, SO4™ y turbidez, se
realiz6 a partir de muestras del efluente de la industria chocolatera después de
sometido a tratamiento en un sistema de flujo continuo empacado con Chlorella
vulgaris, las evaluaciones se realizaron periodicamente mediante los siguientes

protocolos:

3.4.6.1 Determinacion de aceites y grasas.

Se recolecto 250 mL de muestra de la superficie del efluente en un frasco de vidrio
de boca ancha y tapa de cubierta de politetrafluoroetileno. La muestra se preservo
por acidificacion con &cido clorhidrico 1:1 a un valor de pH menor a dos y
refrigeracion a 4°C. La determinacion de aceites y grasas se realizé segin el método
5520 de Soxhlet (Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
USA APHA WDC 2005 19th ed. 1995 Pp 5-34). El procedimiento es el siguiente.

a) Se mide el pH de las muestras, el cual debe ser menor de 2, se utiliza acido
clorhidrico 1:1 generalmente para muestras de un pH menor a 8 es suficiente
adicionar unos 5ml de HCI 1:1 0 2ml de H2SO4 1:1.1

b) Preparar los matraces ( 250ml ) del equipo soxhlet introduciéndolos a la
estufa a una temperatura de 103°C - 105°C, enfriar en desecador y pesarlos,
repetir el procedimiento hasta obtener el peso constante de cada uno de los
matraces.

c) Preparar el material filtrante colocando un papel filtro en el embudo Biichner,
colocar el embudo en un matraz Kitazato y agregar 100 mL de la suspension
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de tierra de diatomeas-silice sobre el filtro, aplicar vacio y lavar con 100 mL
de agua.

d) Transferir el total de la muestra acidificada al embudo Biichner preparado
aplicando vacio hasta que cese el paso de agua. Medir el volumen de la
muestra.

e) Con ayuda de unas pinzas, transferir el material filtrante a un cartucho de
extraccion. Limpiar las paredes internas del embudo y el frasco contenedor de
la muestra, asi como la parte interna de la tapa del frasco con trozos de papel
filtro previamente impregnados de disolvente (hexano) tener cuidado en
remover la pelicula de grasa y los sélidos impregnados sobre las paredes;
colocar los trozos de papel en el mismo cartucho. Secar el cartucho en una
estufa a 103°C -105°C por un periodo de 30 min. Transcurrido este periodo
colocar en el equipo Soxhlet.

f) Adicionar el volumen adecuado de hexano al matraz de bola previamente
puesto a peso constante y preparar el equipo Soxhlet. Evitar tocar con las
manos el cartucho y el matraz de extraccion, para ello usar pinzas o guantes
de latex. Colocar el equipo de extraccion sobre la parrilla de calentamiento,
conectar los seis extractores en serie compartiendo el agua de enfriamiento.
Encienda cada parrilla a distintos tiempos ( para evitar una baja de voltaje)

g) Controlar la temperatura del reflujo y extraer a una velocidad de 20 ciclos /
hora durante un periodo de 4 horas. Una vez terminada la extraccion, y en el
altimo ciclo deje que el solvente quede en el cuerpo de extraccion y un poco
(15ml) con la grasa en el matraz de bola, suspenda el calentamiento y eleve el
equipo de extraccion para que no este en contacto con la parrilla. Deje enfriar
por 15 minutos y evapore el disolvente en la campana extractora o recupérelo
en el mismo extractor.

h) Una vez que el matraz de bola este con la grasa libre de disolvente se coloca
en el desecador hasta que alcance la temperatura ambiente

i) Pesar el matraz y determinar la concentracion de grasas y aceites recuperables
mediante:

GRASAS Y ACEITES (mg/L) = (B-A) / V
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Donde:
A = es el peso inicial del matraz de extraccion (mg)
B = es el peso final | del matraz de extraccion (mg)

V =es el volumen de la muestra, en litros

3.4.6.2 Determinacion de la demanda bioguimica de oxigeno (DBO).

La demanda bioquimica de oxigeno (DBO) corresponde a la cantidad de oxigeno
consumido para la degradacion bioquimica de la materia organica contenida en la
muestra, durante un intervalo de tiempo especifico y temperatura determinada.

La determinacién se realizd segun (Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater USA APHA WDC 2005 19th ed. 1995 Pp 5-34).

La muestra se recolecto en envases de pléstico. Se tomo la muestra y se llend el
frasco evitando airear, hasta el borde superior sin cadmara de aire. Luego se realizo el
andlisis inmediatamente antes de 24 horas de la recoleccion.

La muestra o una dilucién adecuada de la misma, se incubo por 5 dias a 20°C en la
oscuridad. Se midié la concentracion de oxigeno disuelto antes y después de la
incubacion. El consumo de oxigeno correspondiente a la demanda bioquimica de
oxigeno se calculé mediante la ecuacion.

DBO5, mg/L = (ODi - ODf)x VIT

Donde:

ODi = concentracion de oxigeno disuelto inicial (medido luego de la dilucion)

ODf = concentracion de oxigeno disuelto final

V = capacidad de la botella de DBO, (300 mL)

T = mL de muestra tomados para la dilucion

Los resultados se expresaron en mg de oxigeno consumido/L

La evaluacion de la DBO se realizd 2 veces al inicio del experimento y a los 21 dias

de evaluacion.

3.4.6.3 Determinacion de la demanda quimica de oxigeno (DQO).

La demanda quimica de oxigeno (DQO) es la medida de oxigeno equivalente a la
materia organica que es susceptible a ser oxidada por un oxidante quimico fuerte, en

condiciones especificas de temperatura y tiempo. La determinacion se realiz6 segin

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

Gl :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

(Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater USA APHA WDC
2005 19th ed. 1995 Pp 5-34). La muestra fue oxidada con una cantidad conocida de
dicromato de potasio en exceso, en medio acido y con catalizadores. El dicromato de
potasio remanente fue determinado espectrofotométricamente a 600 nm y se calculd
segun la ecuacion:

DQO, mg O2/L =C x 10/T

Donde:

C =mg O2/L de la muestra leidos de la curva de calibracién

T = mL de muestra tomada para el ensayo

Los resultados se expresan en mg de oxigeno consumido/L.

La evaluacion de la DQO se realizé 2 veces al inicio del experimento y a los 21 dias

de evaluacion.

3.4.6.4 Determinacion de nitratos (NOgy)

La determinacion se realizé segun (Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater USA APHA WDC 2005 19th ed. 1995 Pp 5-34). Se recolecto 200
mL de la muestra en envases de plastico sin camara de aire y se cerrd
herméticamente. La concentracion de nitrato se determind mediante una curva de
calibracién. Se prepararon soluciones estandares de nitrato en un rango entre 0 y 7
mg N/L por dilucién de la solucion intermedia de nitrato. Se midi6 la absorbancia de
los estandares a 220 y 275 nm contra un blanco de agua. Se grafico la Absorbancia
corregida vs concentracion de nitrato. La absorbancia corregida se calculé mediante:
Abs. nitratos = ( Abs220 - Abs275)

La evaluacion de (NO3’) se realizd 2 veces al inicio del experimento y a los 21 dias

de evaluacion.

3.4.6.5 Determinacion de sulfatos (S04°)

La determinacion se realizé segun (Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater USA APHA WDC 2005 19th ed. 1995 Pp 5-34), se colocd 10 ml de
la muestra de efluente tratado en un matraz Erlenmeyer de 50 ml, se afiadié 1 ml de
la solucién acida acondicionadora, se mezcl6 bien y se agregé 0.5 g de BaCl, . 2H,0

para después agitar durante 1 minuto. Se Transfiri6 la muestra a una celda de 1 cm
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del espectrofotometro, para después leer la absorbancia a una longitud de onda de
420 nm dentro de los 2 minutos siguientes. Se obtuvo las ppm de SO,~, de acuerdo
con la lectura de absorbancia de la muestra. La evaluacién de (SO4°) se realiz6 2

veces al inicio del experimento y a los 21 dias de evaluacion.

3.4.6.6 Determinacién de la turbidez

La turbidez es una medida de la propiedad éptica que causa dispersion y absorcién

de la luz con disminucion de la transmision en linea recta. La determinacion se
realizd segun en unidades de turbidez nefelométrica, (NTU) (Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater USA APHA WDC 2005 19th ed. 1995 Pp
5-34). Se realiz6 la calibracion del equipo de acuerdo al manual de instrucciones.
Una vez calibrado con la solucién de 40 NTU, se procedio a las lecturas de turbidez
de las diferentes muestras. La turbidez se registro en NTU (Unidades Nefelométricas
de Turbidez). La evaluacion de la turbidez se realizd 2 veces al inicio del
experimento y a los 21 dias de evaluacion.

3.4.6.7 Determinacion del pH.

Fue determinado directamente cada dos dias mediante un pH metro digital Hanna, la

evaluacion del pH se realiz6 cada siete 7 dias hasta los 21 dias de evaluacion.

3.4.6.8 Determinacion de los solidos suspendidos totales (SST).

La determinacion se realizé por gravimetria. Se midio con una probeta, un volumen
adecuado de la cantidad seleccionada de la muestra previamente homogeneizada. Se
filtr6 la muestra a través del crisol Gooch preparado anteriormente aplicando vacio,
se lavo el disco tres veces con 10 mL de agua, dejando que el agua drene totalmente
en cada lavado. Se suspendié al vacio y se dejo secar el crisol en la estufa a una
temperatura de 103°C a 105°C durante 1 h. Se seco el crisol, se dejo enfriar en un
desecador a temperatura ambiente y se determind su peso hasta alcanzar peso
constante. La evaluacién de los (SST) se realiz6 2 veces al inicio del experimento y a

los 21 dias de evaluacion.
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3.4.6.9 Determinacion de los solidos totales disueltos (STD).

Se determind por diferencia de pesos mediante la ecuacién: STD = ST- SST

3.4.7 Determinacion de la eficiencia de biodepuracion de aceites y grasas del
efluente de industria chocolatera por el sistema de flujo continuo empacado con

Chlorella vulgaris.

La eficiencia fue medida en porcentaje a partir de la concentracion residual de aceites
y grasas del efluente de industria chocolatera después de sometido al sistema de flujo
continuo empacada con Chlorella vulgaris mediante:

Grasas y aceites (%) = [GAR] (mg/L) x100/ [GARI] (mg/L)

Eficiencia (%)= 100% - GAR (%).

Donde:

GAR= Grasas y aceites residual

GARI= Grasas Yy aceites inicial

3.5 ANALISIS Y PROCESAMIENTO DE DATOS

El andlisis y procesamiento de datos se realizo mediante el célculo de promedios y
desviaciones estandar, para observar las diferencias entre evaluaciones se aplico la
prueba estadistica de comparacion de ANOVA vy la prueba de especificidad multiple
de Tukey para determinar la diferencias entre evaluaciones, también se efectuaron

gréaficos de barras y de tendencia segun el tiempo para las variables evaluadas.
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3.6 FLUJOGRAMA DE ACTIVIDADES.

Muestreo del efiuents de industria chocolatera

Caracterizacitn fisico-quimica def efuente
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Cuttivo de Chiorella vulgaris con el efluente de | | Recuento celular de

la industria chocolatera Chiorelia vuigarts
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de flujo continuo empacado con Chlorella vulgaris
Evaluacion de | idad de bioabsorcié .o :
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residual de grasas /aceites y parametros fisicoquimicos.
Recuento celular de Determinacién de la eficiencia a partir

Chlorella vulgaris de la concentracién

residual de grasas /aceites.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Muestreo y obtencion de aguas residuales de industria chocolatera.

Las muestras de efluente de grasas y aceites se obtuvo de una industria chocolatera,
las muestras fueron colectadas en frascos estériles de 2L, debidamente rotulados y
posteriormente incubados a temperatura a 4°C para evitar cualquier cambio fisico-
quimico en el efluente antes de su anélisis de grasas y aceites, STD, SST, DBO,

DQO, SO4~, NO5;” como se muestra a continuacion:

Figura 10. Muestreo y obtencién de aguas residuales de industria chocolatera. A) Toma
de muestra del colector principal de una industria procesadora de chocolate, B)
muestra del efluente de industria chocolatera colectada, de consistencia lechosa color
crema, sin presencia de olor desagradable

4.2 Caracterizacion fisicoquimica de los efluentes liquidos residuales de
industria chocolatera antes del tratamiento.

Del efluente de la industria chocolatera se determind la concentracion de aceites y
grasas, NOs', SO,~, DQO, STD, SST, turbidez y DBO cuyos valores se muestran a

continuacion:
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Tabla 4. Concentracion de pardmetros fisico-quimicos del efluente de industria
chocolatera.

PARAMETROS VALOR
ACEITES Y GRASAS (mg/L) 2634.00
DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO (DQO mg/L) 7001.67
DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO (DBO5 mg/L) 3184.00
TURBIDEZ (NTU) >461
NO3z (mg/L) 5.28
STD (mg/L) 10058
SST (mg/L) 4168
S04 (mg/L) 36

El analisis de grasas y aceites, DBO, DQO y SST de agua residual de la industria de
chocolate sobrepasan los limites maximos permisibles de efluentes para vertidos a
cuerpos de agua, ya que los limites maximos de DBO, DQO y SST son 100, 200,
150 mg/L respectivamente (MINAN 2010). Por los datos obtenidos de la muestra de
agua residual de la industria de chocolate, esta tiene muchas materia organica
susceptible de ser oxidada por los microorganismos (Grady et al., 1994).

Por lo tanto se infiere que las muestras de agua residual de la industria de chocolate

contienen fuentes de carbono organico en cantidades capaces de sustentar el cultivo
heterotréfico de Chlorella vulgaris (Grady et al., 1994).
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4.3 Mantenimiento del cultivo y evaluacion del crecimiento Chlorella vulgaris en
condiciones controladas de fotobioreactor tipo panel.

La obtencion de biomasa que se utilizo para el tratamiento de grasas y aceites se
inicié con 2 litros de in6culo de cultivo puro. El inoculo junto con 13L de medio de
cultivo BBM (Medio Basal Bold) fue transferido a condiciones de fotobioreactor
tipo panel de 15L (Figura 11). Los pardmetros del cultivo fueron pH 7 vy
temperatura de 25°C. El crecimiento del cultivo de Chlorella vulgaris en
fotobioreactor se realizé durante 15 dias periodo en el cual se alcanzo la fase de
crecimiento lineal. La cosecha del cultivo de Chlorella vulgaris se realizé durante
esta fase y no en la fase estacionaria con el fin de permitir una continuidad en el
crecimiento durante el tratamiento de grasas y aceites. La densidad de Chlorella

vulgaris en el dia 15 (fase de crecimiento lineal) fue de 3125000 cel /ml.

Figura 11. Mantenimiento del cultivo y evaluacion del crecimiento de Chlorella vulgaris
en condiciones controladas de fotobioreactor tipo panel

Se muestra en la figura el cultivo axénico de Chlorella vulgaris a temperatura de 25
°C y pH 7.6 el cual se mantuvo en un fotobioreactor con aireacion continua usando
bombas de aire durante 15 dias con fotoperiodo de 12 horas de luz / 12 horas de
oscuridad mediante 2 fluorescentes de 30 watts, donde se obtuvo un crecimiento de
3125000 cel./mL
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4.4. Caracterizacion y operacion del sistema de flujo continuo empacado con
Chlorella vulgaris a escala de laboratorio para la biodepuracién de aceites y
grasas de la industria chocolatera.

El sistema flujo continuo consistio de un contenedor de efluente de material plastico
transparente con capacidad de 20 L en el cual se deposité el efluente de la industria
de chocolate (Figura 12a). El contenedor con el efluente se conectd6 mediante una
Ilave de paso a un sedimentador de 6 L de volumen que presenta 2 rejillas de acero
(Figura 12b y 12c) y este a su vez se conect0 a un reactor tubular de 2 L mediante
otra llave de paso (Figura 12d).

Cada sedimentador se cargd con inoculo de 1.5 L de cultivo de microalga Chlorella
vulgaris con densidad de 3125000 cel /ml, mientras que cada bioreactor tubular se
cargd con 500 mL de cultivo de microalga Chlorella vulgaris con densidad de
3125000 cel /ml. La velocidad de flujo que se obtuvo fue de 40 mL/min y la
velocidad del agitador de paletas fue de 35 rpm. El sistema estuvo provisto de un
termometro ambiental y pHmetro, registrandose periodicamente la temperatura, pH,
funcionamiento éptimo de la circulacién del fluido y condiciones del cultivo, la

capacidad total del sistema de flujo continuo fue de 16 L.

Figura 12. Sistema de flujo continuo empacado con Chlorella vulgaris. a) Sistema de
flujo continuo de Chlorella vulgaris en funcionamiento. b) Sedimentador cargado con
efluente. ¢) Sedimentador cargado con efluente y biomasa de Chlorella vulgaris d)
Fotobioreactor antes de ser cargado con efluente y biomasa de Chlorella vulgaris.
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4.5. Evaluacién del crecimiento de Chlorella vulgaris empacada en el sistema
de flujo continuo.

La evaluacion de temperatura, pH y crecimiento del cultivo en el en el sistema de
flujo continuo durante los 28 dias de evaluacién, se muestran a continuacion:

Tabla 5. Parametros del cultivo de Chlorella vulgaris empacada en el sistema de flujo
continuo seguin tiempo de evaluacion.

TIEMPO DE PARAMETROS DEL CULTIVO DE Chlorella
EVALUACION vulgaris
(dias)
pH Temperatura Crecimiento

(°C) (Cel/ml)

0 DIAS (inoculo) 7.6 25 3125000

7DIAS 8.2 24 2100000

14 DIAS 8.8 24 3300000

21 DIAS 9.2 25 4362500

28 DIAS 9.2 25 5425000

La tabla 5 muestra los parametros del cultivo de Chlorella vulgaris hasta los 28 dias
de evaluacion. El pH de la muestra antes de tratar fue de 7.6. Después de iniciado el
tratamiento con el cultivo mediante el uso de Chlorella vulgaris se observé un
aumento del pH (ligeramente alcalino) y fue aumentando progresivamente después
del tratamiento hasta alcanzar un pH de 9.2 a los 28 dias que duro el estudio (tabla 5

y figura 13).

El efluente que se utilizo para el cultivo del alga fue sin ningin ajuste de pH o de
acondicionamiento, ya que C. vulgaris podria adaptarse al efluente y producir
biomasa mediante nutricidn heterotréfica en este medio. En cultivos con microalgas
utilizadas en el tratamiento primario de aguas residuales también se ha descrito un

incremento del pH desde 7 a valores superiores a 9 (Lau y col. 1995).
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Figura 13. pH del cultivo de Chlorella vulgaris empacada en el sistema de flujo continuo
segun tiempo de evaluacion.

El pH de aguas residuales de las industrias alimentarias depende de la naturaleza del
producto final y puede variar de 6,6-12,2 (Alvarez-Manteos et al., 2000) y segln
(Passeggi, Lopez y Borzacconi, 2009) de 4,7 a 11. El efluente que indica
condiciones acidas podria tener un efecto adverso sobre la microflora del suelo
(Bako, Chukwunonso y Adamu, 2008).

27

23

TEMPERATURA (°C)

22

0 7 14 21 28
TIEMPO DE EVALUACION (dias)

Figura 14. Temperatura del cultivo de Chlorella vulgaris empacada en el sistema de
flujo continuo seguin tiempo de evaluacion.
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Se muestra una disminucion de la temperatura del cultivo de Chlorella vulgaris
empacada en el sistema de flujo continuo, desde los 7 a 14 dias con 24°C en relacion
a la temperatura inicial de 25°C del inoculo, para después registrar un aumento a los
21 dias y mantenerse a los 28 dias de evaluacion en 25°C (figura 14). La temperatura
promedio fue de 25°C y este parametro solo depende de las condiciones ambientales
durante el desarrollo de la investigacion.

En cuanto a la temperatura De Bashan, (2008) registr6 un valor de 36.6°C durante el
verano (agosto) del 2003 en el agua residual de industria lactea, lo cual supera en la
temperatura media registrada en el presente trabajo. Posiblemente el crecimiento de
C. vulgaris se vea afectado en los extremos mas altos de temperatura de este rango
ya que este organismo es una especie nativa de aguas templadas con temperaturas de
19.7 a 28°C (Gonzalez et al., 1997). Otras especies del genero Chlorella como C.
sorokiniana podrian ser utilizadas en el tratamiento de aguas en condiciones altas del

rango de temperatura (De Bashan, 2008).

6.0x10°

5.0x10° /

4.0%105 //
3.0x10° .\\/
2.0x108

1.0x10°%

DENSIDAD CELULAR (Cel./mL)

DENSIDAD CELULAR (Cel./mL) = 3089285.71 - 204557.82 (TIEMPO) + 28589.65 (TIEMPO)’ + 540.573 (TIEMP 0)°

0 7 14 21 28
TIEMPO DE EVALUACION (dias)

Figura 15. Crecimiento del cultivo de Chlorella vulgaris empacada en el sistema de flujo
continuo seguin tiempo de evaluacion.
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Se muestra una disminucion de la densidad celular del cultivo de Chlorella vulgaris
empacada en el sistema de flujo continuo, a los 7 dias con 2100000 cel./mL en
relacién a la densidad inicial de 3125000 cel./mL del indculo, para después registrar
un aumento hasta los 28 dias de evaluacion alcanzando una densidad de 5425000
cel./mL. (Figura 15 y Figural6). La densidad celular del cultivo de Chlorella
vulgaris empacada en el sistema de flujo continuo en funcion al tiempo se describe
mediante un modelo matematico cubico donde la Densidad Celular = 3089285.71 —
294557.82(tiempo) + 28589.65(tiempo)® + 540.57(tiempo)?, del que se interpreta que
por cada dia de tratamiento, inicialmente se presenta una disminucion en la densidad
de 294557 (cel/mL), para luego aumentar en un doble del tiempo inicial en 28589
(cel/mL) y finalmente en tres veces tiempo inicial alcanzar un aumento de 540
(cel/mL).

Figura 16. Recuento de Chlorella vulgaris en camara de Newbauer a 10X. a) Recuento
de Chlorella vulgaris del grupo control. b) Recuento de Chlorella vulgaris a los 7dias de
exposicion al efluente. c) Recuento de Chlorella vulgaris a los 14 dias de exposicion al
efluente. d) Recuento de Chlorella vulgaris a los 21 dias de exposicién al efluente.
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La disminucién en la densidad inicial y su repentino incremento después del dia 7,
podria deberse al mecanismo de adaptacion de C. vulgaris al efluente con materia
organica, ya que supone un cambio de nutricion autétrofa (condiciones de
fotobioreactor con medio de cultivo inorganico) a nutricion heterotrofa (presencia de

compuestos organicos, como grasas Yy aceites).

Los resultados mostraron que el cultivo de C. vulgaris aumento su biomasa en
condiciones heterotroficas durante la evolucion del tratamiento. Se obtuvieron
resultados similares para los productos lacteos de tratamiento de aguas residuales por
la microalga Botryococcus (Shen et al., 2008) y Chlamydomonas polypyrenoideum
(Kothari et al., 2013). En un estudio por Ummalyma y Rajeev, (2014) sobre el
cultivo del alga Chlorococcum sp. en residuos lacteos esta microalga crecié mejor y
acumuldé més lipidos bajo cultivo heterétrofos (residuos lacteos) en comparacién con
cultivo mixotrofico. Mientras que la produccion de biomasa fue de 0,8 g / | para

cultivo mixotrofico, se incremento a 1,94 g / L en cultivo heterotrofico.

Recientemente, la micro alga C. polypyrenoideum logro acumular el 42% de su peso
celular seco como lipidos cuando se cultivan en efluentes lacteos (Kothari et al.,
2013). Las microalga oleaginosa C. vulgaris tiene tipicamente un contenido medio
total de lipidos de 25% en condiciones fototrofas normales y puede elevarse a 55%
cuando se cultivan bajo condiciones de estrés o heterotrofia (Xu et al, 2006; Hu et al,
2008).
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4.6. Evaluacion de la concentracién residual de grasas y aceites en los efluentes
tratados en sistema de flujo continuo empacado con Chlorella vulgaris.

Tabla 6. Concentracion residual de grasas y aceites de efluentes de la industria
chocolatera segun tiempo de evaluacion del efluente en el sistema de flujo continuo
empacado con Chlorella vulgaris.

EVALUACION CONCENTRACION REMOCION DIFERENCIAS DIFERENCIAS

RESIDUAL DE DE GRASAS DE LA DE LA
GRASASACEITES Y ACEITES  REMOCION  REMOCION DE
X+ (mg/L) (%) DE GRASAS Y GRASAS Y
ACEITES ACEITES
(%)
EFLUENTE 2634.00 +7.21 0 - -
7 DIAS 404.00 + 5.57 84 2230 85
14 DIAS 261.00 £5.19 90 143 5
21 DIAS 135.00 +£5.29 94 126 4
ANOVA F= 122945 (P>0.01)

La tabla 6, muestra los promedios y desviaciones estandar de la concentracion de
grasas Yy aceites presente en el efluente de la industria chocolatera al inicio y cada 7
dias de evaluacion después de ser sometido a tratamiento en un sistema de flujo
continuo, siendo la concentracion inicial del efluente 2634.00 + 7.21 (mg/L), y a los
21 dias se presentd una concentracion de 135.00+£5.29 (mg/L). Se muestra también el
porcentaje de remocion de grasas y aceites del efluente de la industria chocolatera,
alcanzandose un porcentaje de remocion del 94% a los 21 dias de evaluacion por
efecto del sistema de flujo continuo empacado con Chlorella vulgaris. También se
muestra la prueba estadistica de comparacion de ANOVA, la que presentd un
estadistico de Fhiser F=122945 que indica que existe diferencias altamente
significativas (P<0.01) en la concentracion de grasas y aceites presente en los

efluentes de una industria chocolatera en los diferentes tiempos de evaluacion. Las
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diferencias en la remocién de la remocién de grasas y aceites muestran que la
maxima remocion se presentd a los 7 dias de evaluacion con 85% de remocion (2230
mg/L), mientras que a los 20 dias se presentd la minima remocién con 4% (126
mg/L). Los datos de la evaluacién en los meses de enero, febrero, marzo se muestran

en Anexos (pag. 85)

3000

135

EFLUENTE 14 DIAS 21 I:I)IAS

CONCENTRACION DE GRASAS Y ACEITES (mg/L)

Figura 17. Comparacion de la concentracion residual de grasas y aceites de efluentes de
la industria chocolatera segun tiempo de evaluacion del efluente en el sistema de flujo
continuo empacado con Chlorella vulgaris.

La figura 17 muestra la prueba de comparacién multiple de TUKEY la cual muestra
la presencia de cuatro grupos (a, b, ¢ y d), siendo la concentracion del efluente el que
presenté mayor concentracion de grasas y aceites con 2634mg/L (d), mientras que la
menor concentracion de grasas y aceites del efluente de la industria chocolatera se
presentd a los 21 dias de tratamiento en el sistema de flujo continuo empacado con
Chlorella vulgaris con 135 mg/L (Figura 17 y Figural8).
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Figura 18. A) Remocion porcentual de grasas y aceites de efluentes de la industria
chocolatera seguin tiempo de evaluacion en el sistema de flujo continuo empacado con
Chlorella vulgaris y grafico comparativo de la degradacion de grasas y densidad
celular.

La figura muestra la remocion porcentual de grasas y aceites de efluentes de la
industria chocolatera, presentandose la mayor remocién a los 7 dias de evaluacion
con 85% de remocidn, a los 14 dias de evaluacion se presentd 5% de remocion de
grasas y aceites, mientras que a los 21 dias de evaluacion se presentd el menor
porcentaje de remocion de grasas y aceites de los efluentes de la industria
chocolatera con el sistema de flujo continuo empacado con Chlorella vulgaris con
4% de remocién. La mayor remocion se produce a los 7 dias de evaluacion cuando

junto con una menor densidad celular de Chlorella vulgaris (figurals8).
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Figura 19. Comparacion de la concentracion residual de grasas y aceites de efluentes de
la industria chocolatera segun tiempo de evaluacion del efluente

Las microalgas se caracterizan por soportar elevadas concentraciones de nutrientes,
presentan una actividad metabolica elevada, contribuyen con la oxidacion bacteriana,
tienen capacidad de resistir variaciones ambientales, presentan estrategias
fisioldgicas para exhibir un crecimiento mixotréfico y una interaccion favorable
microalga-bacteria (Salazar, 2005). Entre otras estrategias fisiologicas de estos
microorganismos, se encuentran la capacidad de producir enzimas degradadoras de
compuestos organicos en las aguas residuales, a fin de generar sustratos mas
asimilables para su crecimiento y metabolismo. Esto significa, que la carga organica
en estos efluentes puede ser degradada por esta maquinaria enzimatica; con lo cual la
DBO5 es removida en funcion del tiempo y actividad metabolica de bacterias y
microalgas (Hosetti y Patil 1992). En un estudio de evaluacion de microalgas y de
bacterias productoras de exoenzimas se encontrd que Chlorella, Scenedesmus y
Oocystis, producen lipasas, mostrando mayor actividad lipasa comparada a otras
microalgas y cianobacterias evaluadas (Rodriguez, 2010). Las lipasas o enzimas
lipoliticas son usadas para la hidrdlisis de grasas, se caracterizan por intervenir la
interface agua/lipido y dada su alta especificidad respecto al tipo y posicion
especifica del residuo del acido graso, tiene aplicaciones en el tratamiento de aguas
residuales (Khan y col. 2003; Singh y col. 2006). En un estudio donde utilizaron
aislados de cuatro cepas de bacterias para tratamiento de efluentes de residuos de la
industria de la leche, alcanzaron reducciones de aceites y grasas de 44.70, 15.10,
37.41 y 59.13%, menor al alcanzado en la presente investigacion de 94% (tabla 6), a
pesar que en los trabajos previos reportados se alcanzé mayor degradacion después
de una filtracion y aireacion previa del efluente, mientras que en la filtracion en el
sistema de flujo continuo implementado en la presente investigacion se realizo
mediante sedimentadores. La remocion significativa de residuos de aceite de oliva se
ha reportado en sistemas de tratamiento de residuos industriales y realizado por
filtros de arena, con una concentracién de 7.5 mg.L™ a la entrada y de 0.3 mg.L™, a
la salida, obteniéndose una reduccién del 96% con la participacién de las algas
Lyngbia, Microcoleus chthonoplastes, Phormidium corium, Phormidium sp.,
Oscillatoria salina, Plectonema terebrans y Aphanocapsa sp., en asociacion con
bacterias heterotréficas (Safonova y col. 2004). La mayor remocién de aceites y
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grasas y la disminucion de la densidad celular de Chlorella vulgaris en la primera
semana posiblemente se dio porque durante los primeros dias la microalga consumid
rapidamente la mayor cantidad de grasas lo que condujo a un aumento rapido del pH
(Figura 13) que trajo como consecuencia la muerte de muchas células de Chlorella

vulgaris que se vio reflejado en una baja densidad celular (Figura 18 ).

4.7 Evaluacion de la concentracion residual de NO3', SO4-, STD, SST, turbidez,
DQO Y DBO, en los efluentes tratados en sistema de flujo continuo empacado

con Chlorella vulgaris.

La evaluacion de los parametros fisico-quimicos, se realizaron secuencialmente cada
7 dias a partir de muestras tomadas a la salida del sistema de flujo continuo
empacado con Chlorella vulgaris en envases estériles y debidamente rotulados, la
turbidez mostro valores >461 FNU hasta la tltima evaluacion, los resultados de los

demas parametros se muestran a continuacion:
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Figura 20. A) Concentracion de NO3  segun tiempo de evaluacion presente en el
efluente del sistema de flujo continuo empacado con Chlorella vulgaris y grafico
comparativo de la concentracion de NO3'y densidad celular.

Se muestra los valores de NO3™ hasta los 21 dias de evaluacion, siendo el valor de
NOs" del efluente de la industria chocolatera 5.28 mg/L, aumentando minimamente
hasta 5.60 mg/L a los 21 dias de evaluacion, el aumento de la concentracion de NO3

en funcién al tiempo se describe mediante un modelo matematico lineal Y= 5.30 +
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0.015X, del que se describe que por cada dia de tratamiento en el sistema de flujo
continuo la concentracion de NO3 aumenta en 0.015 mg/L. (Figura 18).

En diversos estudios se ha demostrado, altas eficiencias en la remocion de nitrogeno
de aguas residuales. Asi, efluentes de granjas de cerdos con alta carga de nutrientes e
inoculadas con las microalgas Microspora willeana, Ulothrix ozonada,
Rhizoclonium hieroglyphicum y Oedogonium sp. han reportado una remocion del
90%, equivalente a una cantidad mayor a 1000mg.I"* de nitrégeno total (Kebede y
col. 2006). Por otro lado, Chacén y col. (2006); encontraron remociones de nitrégeno
amoniacal (100%) en aguas residuales urbanas cultivadas con Chlorella sp. y
Scenedesmus sp. Entre otros trabajos, Andrade, (2007) también reporto remociones
de 95,49% y de 99,78% nitrégeno amoniacal y de nitratos de aguas residuales con
Scenedesmus sp.

En cuanto a las diferentes fuentes de nitrégeno existentes en los medios de cultivo, se
ha descrito una asimilacion preferencial por las algas en el siguiente orden (NH4")>(
NO2)>(NO3")>Nitrogeno organico simple (como urea y aminoacidos). Es decir, la
microalga consumira en primer lugar el NH4" en funcion del grado de reduccion de
las diferentes fuentes de nitrégeno, debido al gasto energético requerido para asimilar
las fuentes més oxidadas (Lau y col. 1995; Morales, 1996). Por lo tanto la posible
causa del aumento de nitrato en la presente investigacion podrian deberse a que
Chlorella vulgaris utiliza preferentemente nitrato inorganico bajo la forma de NH4"
antes que nitrato organico originado por la degradacién de la materia organica en
aminoacidos presentes en el efluente de la industria del chocolate. EI aumento de pH
en los cultivos ejercen influencia en la precipitacion de nutrientes, tales como el
nitrato y sulfato, en consecuencia disminuyan la disponibilidad de los mismos para
las microalgas, (Abalde y col. 1995). Por la tanto es posible que el aumento de pH en
el cultivo con agua residual de la industria chocolatera condujo a la precipitacion de
del nitrato haciendo menos disponible su asimilacién por Chlorella vulgaris). Otra
causa del aumento de nitrato en el efluente del sistema de flujo continuo podria
deberse a la presencia de nitrato y también fosfato en la composicion del medio de
cultivo BBM (Medio Basal Bold) proveniente del inoculo de C. vulgaris.
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Figura 21. Concentracion de SO, segun tiempo de evaluacion presente en el efluente
del sistema de flujo continuo empacado con Chlorella vulgaris y grafico comparativo de
la concentracion de SO, y densidad celular.

Se muestra los valores de SO, hasta los 21 dias de evaluacién, siendo el valor de
SO,” del efluente de la industria chocolatera 36 mg/L, aumentando hasta 330 mg/L,
representando un aumento de 10 veces la concentracion inicial a los 21 dias de
evaluacion, el aumento de la concentracion de SO4™ en funcién al tiempo se describe
mediante un modelo matematico lineal Y= 58.05 + 13.65X, del que se describe que
por cada dia de tratamiento en el sistema de flujo continuo la concentracién de SO4~
aumenta en 13.65 mg/L (Figura 20). La posible causa del aumento de sulfatos podria
ser la presencia de exoenzimas y proteasas de algas y bacterias asociadas en los
tratamientos de aguas residuales que degradan las grasas y proteinas liberando
sulfatos al medio aumentando la concentracion de este (Abalde y col. 1995). El
aumento de pH en los cultivos con agua residual de la industria chocolatera, también
podrian ejercer influencia en la precipitacion de sulfatos, en consecuencia
disminuyan la disponibilidad de los mismos para las microalgas, (Abalde y col.
1995). Al igual que el nitrato el aumento del fosfato también podria deberse al efecto
del medio de cultivo BBM (Medio Basal Bold).
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Figura 22. Concentracion de STD segun tiempo de evaluacion presente en el efluente
del sistema de flujo continuo empacado con Chlorella vulgaris y grafico comparativo de
la concentracién de los STD y densidad celular.

Se muestra los valores de STD hasta los 21 dias de evaluacion, siendo el valor de
STD del efluente de la industria chocolatera 10058 mg/L, disminuyendo hasta 1732
mg/L a los 21 dias de evaluacion, representando una reduccion del 83% (Figura 21).
La disminucién de la concentracion de STD en funcion al tiempo se describe
mediante un modelo matematico lineal Y= 9433.55 - 386.56X, del que se describe
que por cada dia de tratamiento en el sistema de flujo continuo la concentracion de
STD disminuye en 386.56 mg/L.

Shruthi et al., (2012) inform6 una reduccion de 73% en STD del efluente de
procesamiento de caucho mediante el uso de Pseudomonas sp. Los contenidos
organicos junto con otros iones minerales de los efluentes podrian haber sido
utilizadas por los microorganismos para causar reduccion global de sélidos totales

que también demuestra la eficiencia en la eliminacién de nutrientes.

Shruthi et al., (2012) reporto la reduccién de 68,8% en STD en efluentes de
transformacion de caucho utilizando Pseudomonas sp. Gaikwad et al. También se
habia informado de un méximo de reduccién de 74,36% en STD mediante consorcios
microbianos de varias especies bacterianas Pseudomonas , actinomicetos, Bacillus,

Staphylococcus y Streptomyces, menor al obtenido por la presente investigacion de

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =-2  DESANTA MARIA

83% lo que indicaria una alta reduccion de la materia orgéanica e inorganica mediante
el sistema de flujo continuo empacado con Chlorella vulgaris, ya que la presencia de
alto nivel de solidos suspendidos totales y sélidos disueltos totales es debido a la
materia organica e inorganica presente en el efluente. Un gran nimero de solidos se
encuentra disuelto en las aguas naturales, las mé&s comunes son el carbonato,
bicarbonatos, cloruros, sulfatos, fosfatos y nitratos de calcio, magnesio, sodio,
potasio, hierro, magnesio, etc. Un alto contenido de STD reduce la utilidad de agua

para beber, con fines industriales y de riego.
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Figura 23. Concentracion de SST segun tiempo de evaluacion presente en el efluente
del sistema de flujo continuo empacado con Chlorella vulgaris y grafico comparativo de
la concentracién de los SST y densidad celular.

Se muestra los valores de SST hasta los 21 dias de evaluacion, siendo el valor de
SST del efluente de la industria chocolatera 4168 mg/L, disminuyendo hasta 530
mg/L a los 21 dias de evaluacion, representando una reduccion del 87% (Figura 22).
La disminucion de la concentracion de SST en funcion al tiempo se describe
mediante un modelo matematico lineal Y= 3895.15 - 168.90X, del que se describe
que por cada dia de tratamiento en el sistema de flujo continuo la concentracion de
SST disminuye en 168.90 mg/L. Shruthi et al., (2012) informé de un 75% de
reduccion de SST del efluente de procesamiento de caucho utilizando Pseudomonas
sp.. Gaikwad et al., (2014) también reporto un maximo de reduccion de 79,76% en
SST mediante consorcios microbianos de varias especies bacterianas a saber
Pseudomonas, actinomicetos, Bacillus, Staphylococcus y Streptomyces, menores en
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comparacion a la reportada en la presente investigacion con 87% de reduccion
obtenido por efecto del sistema de flujo continuo, representando una reduccion
eficaz. Las altas concentraciones de solidos en suspension pueden causar muchos
problemas para la vida acuatica y es un parametro importante utilizado para evaluar
la intensidad de las aguas residuales domésticas y para determinar la eficiencia de la
unidad de tratamiento (Renu, 1998). Los SST mediante el aumento de la turbidez
reducen la penetracion de la luz y también puede obstruir las branquias de los peces (
Ashok, Srivastava y Renu,1998; Baruah, Sharmay Borah, 1993).

8000.00 80x10%

Dao - 000
"' (7001.67 mg1L) == DENSIDAD CELULAR
\ =& DBO -+ DBO

6.0x10%

6000.00

4000.00

2000.00 Y=6495.75- 313.19X
¥Y=2961.21 - 137.92X

0 T 14 21 28

40x0° 1362884 mg1L)

(3184.00 mg1L)

CONCENTRACION (mgiL)

(1942.42 mgiL)

20108 1698.70 mg/L)

DENSIDAD CELULAR (Cel./mL)

0.00

EVALUACION (dias) TIEMPO DE EVALUACION (dias)

Figura 24. Concentracién de la DQO y DBO segun tiempo de evaluacion presente en el
efluente del sistema de flujo continuo empacado con Chlorella vulgaris y grafico
comparativo de la concentracion de DQO, DBO'y densidad celular.

Se muestra los valores de la DQO y la DBO hasta los 21 dias de evaluacion, siendo
el valor de la DQO del efluente de la industria chocolatera 7001.67 mg/L,
disminuyendo hasta 256 mg/L a los 21 dias de evaluacion, representando un 96% de
reduccion (Figura 23). La disminucion de la concentracion de la DQO en funcion al
tiempo se describe mediante un modelo matematico lineal Y= 6495.75 - 313.19X,
del que se describe que por cada dia de tratamiento en el sistema de flujo continuo la
concentracion de la DQO disminuye en 313.19 mg/L. También se muestra los
valores de la DBO hasta los 21 dias de evaluacion, siendo el valor de la DBO del
efluente de la industria chocolatera 3184.00 mg/L, disminuyendo hasta 213.40 mg/L
a los 21 dias de evaluacién, representando un 93% de reduccién, la disminucién de la
concentracion de la DBO en funcion al tiempo se describe mediante un modelo
matematico lineal Y= 2961.21 - 137.92X, del que se describe que por cada dia de
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tratamiento en el sistema de flujo continuo la concentracion de la DBO disminuye en
137.92 mg/L.

La demanda bioguimica de oxigeno es ampliamente utilizado como un indicador de
la calidad del agua. La disminucion significativa en los valores de DBO podria estar
asociado con el consumo de material organico por Chlorella vulgaris y otro
microbios como una fuente de alimento de estos, la reduccion considerable de la
DQO y DBO también ha sido reportado por Das y Santra (2010), Gaikwad et al,
(2014) de las aguas residuales mediante el uso de aislados bacterianos. Como la
mayoria de las industrias del sector alimentario genera aguas residuales fuertes
caracterizadas por la DQO y DBO altas que representan su contenido organico
elevado (Orhon, Gorgun, Germirli y Artan, 1993), estos valores altos en DBO y de
DQO es debido a las grasas, nutrientes, lactosa, detergentes, agentes desinfectantes,
azucares y sales inorganicas. Se estima que alrededor del 2% del total de los
productos procesados delos alimentos se desperdicia en los desagues (Munavalli y
Saler, 2009; Kolhe, Ingale y Bhole, 2009). Aunque el alto crecimiento de microbios
consume el oxigeno presente en el sistema de tratamiento continuo junto con una
aireacion constante demuestra ser una ser una razon importante para la reduccion de
DBO en el tratamiento. por lo tanto la eliminacién de la materia organica y los

nutrientes de las aguas residuales es un aspecto importante del tratamiento bioldgico.

La DBO es un indicador de contenido bioldgicamente degradable. Segin Ummalyma
y Rajeev, (2014), en un estudio de cultivo de Chlorococcum sp. en residuos lacteos,
la DBO se redujo gradualmente desde un valor inicial de 37 mg /L, a7 mg /L
durante el crecimiento en el efluente, después de 15 dias de incubacion, proporciono
una reduccion de 82%. Resultados similares de eficiencias de remocién con 88% y
89 % para la DQO y DBO respectivamente, desde aguas residuales industriales
utilizando Chlorella vulgaris, fue reportado por Azeez, (2010). Aparte de la
reduccion de la DQO y DBO de manera significativa, Chlorella vulgaris también

podria eliminar rapidamente el mal olor del efluente.

Porwal, Mane y Velhal (2014) encontré que después de un periodo de aireacion de
48 horas la eficiencia de la reduccion mayor de 52% en la DBO, mientras que el
efluente filtrado causo méas reducciones en los valores de DBO de hasta 85.15%,
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resultado menor al obtenido mediante el sistema de flujo continuo de 93% de
remocion (Figura 27), ocasionado principalmente por la aireacion aplicada en cada
componente del mismo. Los resultados obtenidos del estudio de cuatro aislados
bacterianos por Porwal, Mane y Velhal, (2014) después de la filtracion del efluente
alcanzo un méaximo de 85% en la DQO, menor al obtenido al cabo de 21 dias de
evaluacion en el sistema de flujo continuo empacado con Chlorella vulgaris de 96%
(figura 27). La reduccion de los valores de DQO podria ser debido a mas cantidad de
nutrientes presentes en la forma de materia organica disuelta utilizado para el
crecimiento de los cultivos (Porwal, Mane y Velhal, 2014). Nuestros resultados
estan de acuerdo con la reduccién de la DQO visto por Guillén-Jimenez et al (2000),
donde se encontré la maxima reduccion de DQO de hasta el 65-70%. Similar
disminucion de la DQO de las aguas residuales de productos lacteos (99,9%) fue
reportado por Cosa y Okoh (2014) con el consorcio de dos especies marinas que
pertenecen a Ocenobacillus y Halobacillus. Chatterjee y Pugaht (2013) también
reporto de 67,1% y 48,3% de reduccion de DQO de las aguas residuales lacteas con
el uso de dos cepas bacterianasde Neisseria sp. y Citrobacter sp. Vida et al., (2007)
también informd la reducciéon de DQO de 70,7% y 69,5% mediante el uso de dos
aislamientos bacterianos. La DQO de las aguas residuales de las industrias de los
alimentos esta influenciada principalmente por la leche, crema, suero y grasa (G.
Wildbrett, Bewertung 1998).

La produccion de biomasa en Chlorella vulgaris se basa en la rapida utilizacion de
la materia orgéanica en el efluente y puede debe considerarse como un medio
atractivo, eficiente y respetuoso del medio ambiente para el tratamiento de estas
aguas residuales, ya que ademas de la eliminacion de materia organica ( grasas y
aceites), el cultivo de algas afiade valor al proceso mediante la generacion de
productos de valor comercial como biogas, biocombustibles y bioetanol a partir de

la biomasa algal.
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CONCLUSIONES

De la presente investigacion podemos concluir que:

PRIMERA: EIl sistema de flujo continuo fue &ptimo para el crecimiento y

bioabsorcion de grasas y aceites en efluentes de la industria chocolatera.

SEGUNDA: Chlorella vulgaris demostro alta resistencia y capacidad de bioabsorcion

de aceites y grasas en efluentes de la industria chocolatera.

TERCERA: Chlorella vulgaris presento buen crecimiento y presenta un gran
potencial para la biodepuracion de grasas y aceites en efluentes de la industria

chocolatera, alcanzando un 96% de biodepuracion a los 21 dias de evaluacion.
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RECOMENDACIONES

o Evaluar la remocidon de aceites y grasas de efluentes industriales de diferente

origen, como por ejemplo la industria lactea y curtiembres.

o Probar la remocion de aceites y grasas mediante biomasa de Chlorella
vulgaris inmovilizada en diferentes materiales, empacada en el sistema de

flujo continuo.

. Probar la remocion de aceites y grasas mediante un consorcio de algas en el

sistema de flujo propuesto.

o Evaluar la concentracion y tipo de aceites y grasas bioabsorbidos por la

biomasa de Chlorella vulgaris.

. Ensayar la remocion de otros contaminantes en el sistema de flujo propuesto,

controlando las velocidades de flujo.

o Determinar la toxicidad mediante un bioindicador de contaminacion previa

prueba de sensibilidad.
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ANEXO 1
PANEL FOTOGRAFICO

Inoculo de Chlorella vulgaris para su propagacion
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2L de inoculo de Chlorella vulgaris antes de su transferencia a

fotobioreactor en panel.

Vista de Chlorella vulgaris en fase de crecimiento lineal en fotobioreactor.
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Vista de Chlorella vulgaris en fase de crecimiento, empacada en el

sistema de flujo continuo para la depuracién de aceites y grasas.

Registro del pH en el sedimentador
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Evaluacion del crecimiento de Chlorella vulgaris mediante recuento en
camara de Newbauer antes del inicio del tratamiento.

Registro del crecimiento de Chlorella vulgaris mediante recuento en
camara de Newbauer después del tratamiento con el efluente.
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Muestra del efluente con la microalga antes del andlisis fisicoquimico
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ANEXO 2
ANALISIS DE LABORATORIO

FISICOQUIMICOS INICIAL
TIEMPO DE TURBIDEZ NO3- SD SST SO4= DQO DBO (mg/L) ACEITES Y
EVALUACION (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) GRASAS
(FTU)
(mg/L)
Efluente >461 5.28 10058 4168 36 7001.67 | 3184.00 2634
7 dias de eval. >461 5.44 5895 2349 183 3628.84 | 1698.70 404
14 dias de eval. >461 5.52 3813.5 | 1439.5 | 256.5 | 1942.42 956.05 261
21 dias de eval. >461 5.6 1732 530 330 256.00 213.40 135

CONCENTRACION DE GRASAS Y ACEITES SEGUN TIEMPOS DE EVALUACION

PARA LOS MESES DE ENERO-FEBRERO-MARZO

CONC. GRASAS Y ACEITES (mg/ L)
REPETICION
EFLUENTE | 7 DIAS | 14 DIAS | 21 DIAS
lra 2628 399 267 133
2da 2632 410 258 131
3ra 2642 403 258 141
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Laboratorios Analiticos del Sur

Parque Industrial Rio Seco C-1 Cerro Colorado
Arequipa Perd / Apartado 2102

Telf: (054) 443294 Fax: (054) 444582 www.laboratoriosanaliticosdelsur.com

INFORME DE ENSAYO LAS-15-01182

Pig: 0”2
Hoja de datos
Sehores: Angie Ortiz Aguitar
Las Begonias 103 Socabaya Arequiga
Atencién: Angie Ortz Aguilar
Proyecto: Tosis
Nro de muestras: 1
Toma de muestra realizado por: ~ Cllente: Angga Ortiz Agdlar
Registro de muestreo:  033-15
| Fecha de recepcidn:  04103/2015
Fecha de ensayo: 0402015
Fecha de emisidn: 05072015
Condiciones de recepcion de fa muestra: Muostra dedidamente Consonvada
Observacioms Datos proporcionados por e clente
Metodo de ensayo aplicado
848 Ensayo de Sulfatos en agua SMEWW. 22 th Ed. 4500-504-2 Part. E. Turtidicnetric Method.
839 ASTM D 3857 - 09 Método de ensayo estandar para nilrato en agua
345 SOidos Disuelios en agua por gravimetia: SMEWW. 22 stEd. Part-2540 C. Toral Dissolved Solids Dried 2t 180 °C
346 Determinacion de Solidos Suspendidos en aguas SMEWW. 228 Ed. hem 2540-Solkds D. Total Suspended Soids Dried at 103 - 105 C
848 Ensayo de Sufalos on agua SMEWW. 22 th ES. 4500-504-2 Pant, E. Turtudimedric Method.
Punto de muesireo yo Fechade | Horade
Codint. # Nombre de muestra Matriz de la muestra Lugar de U inkiode | Iniciode
Esto/ Noste muestreo | muestreo
Agua Residusl Industrial - | Agua Residual - Agua Residual : 2 »
AG15000074 . Parque Industial / Arequips | No proporcionado por el chente | 2402115 | 0300 pm
o

"<Valor numérico” = Limite de deteccion del método, "<Valor Numérico™ = Limite de cuantificacion del método.

Los resultados de los ensayos no deben ser utili Como una certificacién de ¢ <on normas de producto o como certificado del sistema de calidad
de ia entidad que lo produce. Los resultados p! dos solo estan relach ala of

Esta terminantemente prohibida Ia reproduccion parcial o total de este documento sin la au(onza&én ésuira de LAS. Cuaiquier enmienda o correccion en el
contenido del presente documento o anuia,

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE : - UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Reglamento de la Colidad del Agua para Consumo Humano

ANEXO H
LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES DE PARAMETROS DE
CALIDAD ORGANOLEPTICA
Parémetros Unidad de medida Limite méximo permisible

1. Olor - Aceptable
2. Sobor Aceptable
3. Color UCV escola Pt/Co 15
4. Turbiedad UNT 5
5. pH Valor de pH 65 085
6. Conductividad {25°C) umho/cm 1 500
7. Sdblidos totales disueltos mgL! 1000
8. Cloruros mg Ci- L 250
9. Suifatos mg SO«* L} 250
10. Dureza totol mg CaCOs L 500
11. Amoniaco mg N L 1S
12. Hierro mg Fe L! 0.3
13. Manganeso mg Mn L 0.4
14. Aluminio mg Al L-1 0.2
15. Cobre mg Cu L 20
16. Zinc mg In Lt 3.0
17. Sodic mg Na L 200

UCV = Unidad de color verdadero
UNT = Unidod nefelométrica de turbiedad
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FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD
Ui San José SIN Unacoto CAMPUS UNNVERSITARIO H-2047205 R + 51 54 251210 ANEXO 1166

UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

odupe (®Mipeww ucsmedupes o Apido. 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO

N° DE INFORME: ANA03C15.001576A

Nombre del Cliente
Direccién del Cliente

: ANGIE ORTIZ AGUILAR
: LAS BEGONIAS 103 BELLAPAMPA SOCABAYA

RUC : NO CORRESPONDE

Condicién del Muestreado : POR EL CLIENTE

Descripcion : AGUA RESIDUAL (1° EVALUACION)
Tamaiio de muestra 1250 mL

Fecha de Recepcion : 03/03/2015

Fecha de Inicio del Ensayo : 03/03/2015

Fecha de Emisién de Informe  : 09/03/2015

Pagina :1de1

L ANALISIS FISICO - QUIMICO:

ANALISIS RESULTADO
DETERMINACION DE ACEITES Y GRASAS (mg/L)
Método 5520e Soxhlet Extraction Method Standars Methods For The 404.0
Examination Of Water And Waste Water Usa Apha Wdc 2005 19th Ed 1995 Pp :
5-34
OBSERVACIONES:
Esle documento al ser emitido sin &l simbolo de acreditacidn, no s& encuentra deniro del marco de la acrecitackin otorgada por INDECOPI-
SNA
YO ¥
AR Ao,
a9
§¥ 2
g3 - %ﬁ
__..._-—‘-7"‘ 3 5,?
penamon" :\‘w'n Ramire? %» ff‘&
(i CQ',DA 00628\ ccc o -0t™
MTON
sepe DELASO
Los Itad idos en el informe se relaci 3las Este d no

debe ser reproducido, sin autorizacion escrita oel Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
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- Laboratorios Analiticos del Sur

Parque Industrial Rio Seco C-1 Cerro Colorado
Arequipa Pert / Apartado 2102

Telf: (054) 443294 Fax: (054) 444582 www.laboratoriosanaliticosdelsur.com

INFORME DE ENSAYO LAS-15-01182

05/03/2015
Hoja de resultados

Pag.: 22

811 “

Cadigo
Interno Nombre do Musstra Tubide S0k
* F1u moll
Agua Residual industrial
AG 15000074 Chocolalera *>461 330

“<Valor numérico” = Limite de deteccién del método, “<Valor Numérico = Limite de cuantificacién del método.
Los resultados de Ios ensayos no deben ser utilizados como una certificacién de conformidad con normas de producto o como cerificado del sistema de calidad
dela entidad que 1o produce. Los resultados presentados solo estan relacionados a la muestra ensayada.

Esté terminantemente prohibida la reproduccién parcial o total de este documento sin ka autorizacidn escrita de LAS. Cualquier enmienda o correccidn en el
contenido del presente documento lo anula.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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INFORME DE ENSAYO LAS-15-00246

Pag: 172
Hoja de datos
Sedores: Angle Ortiz Aguilar
Direccidn: Las Begonias 103 Bellapampa Socabaya Arequipa
Atencidn: Angie Ortiz Aguiiar
Proyecto: Tesis
Nro de muestras: 1
Toma de muesira realizado por:  Cliente: Angle Ortiz Aguitar
Registro de muestreo:  007-15
Focha de recepcion: 130172015
Fecha de ensayo: 130172015
Fecha de emision: 150172016
Condiciones de recepcion de a muestra: Muestra debidaments conservacdaa 10C
[ S Catos 3t por ¢l chente
Metodo de ensayo aplicado
811 Método & yo para ks 1 de Turbidez en agua
539 ASTM D 3867 - 09 Método de ensayo estandar para nilrato en agua
245 Soidos Disuelios en agua por gravimetria: SNEWW. 22 stEd Part-2540 C. Total Dissolved Solids Dried at 180 °C
846 ( 30 de Sobdas S MWWAmEG.MWO.TMWWWxiw—IOS‘C
843 Ensayo de Sukaes en 3yua SMEWW. 22 th Ed. 4500-S04-2 Pant. E. Turtidimetric Method.
Punto de ¥ Fechade | Horade
Codint. & Noenbre de muestra Matsiz de a muestra Lugar di U inicio de Inicio de
Este I Norte muestreo | muestreo
Agua Residual industrial | Agua Residual - Agua Residual A
AG15000015 c o Tdustial Parque Industrial / Arequipa | No proporcionado por el clente | 1001/15. | 10:00 a.m.
i e
| SRR

“<Valor numérico’ = Limite de deteccién del método, *<Valor Numérico” = Limite de cuantificacién del método.

Los resultados de los ensayos o deben ser utiizados como una certificacion de conformidad con normas de producio o como certificado dei sistema de calidad
de la entidad que lo produce. Los rosultados presentados solo ostén relacionados a la muestra ensayada.

Esta terminar P da la rep i6n parcial o total de este documento sin la autorizacion escrita de LAS. Cualquier enmienda o commeccion en el
contenido del presente documento lo anula.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD
(T8 s-msummuwmmmmom. + 5154 251210 ANEXO 1168

oot 0 Agido. 1360
INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA15A15.001536
Nombre del Cliente : ANGIE ORTIZ AGUILAR
Direccion del Cliente : LAS BEGONIAS 103 BELLAPAMPA SOCABAYA
RUC : NO CORRESPONDE
Condicion del Muestreado : POR EL CLIENTE
Descripcion : AGUA RESIDUAL
Tamafio de muestra : 1000 mL
Fecha de Recepcioén : 15/01/2015
Fecha de Inicio del Ensayo : 15/01/2015
Fecha de Emision de Informe  : 22/01/2015
Pagina :1det

I ANALISIS FISICO -~ QUIMICO:

ANALISIS RESULTADO |
'DETERMINACION DE LA DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO (DQO mgiL) 700167 |
| NMX -AA-030-SCF1-2001 S £ |
DETERMINACION DE ACEITES Y GRASAS (mg/L) |
Metodo 5520e Soxhlet Extraction Method Standars Methods For The 2634.00 |
Examination Of Water And Waste Water Usa Apha Wdc 2005 19th Ed 1995 Pp X i
5-34 i
. ANALISIS MICROBIOLOGICO:
ANALISIS RESULTADO |
DETERMINACION DE LA DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO EN AGUAS |
NATURALES, RESIDUALES (DBOS ppm) 3184,00 ;
Y RESIDUALES TRATADAS - METODO DE PRUEBA NMX-AA-028-SCF1-2001 |

OBSERVACIONES:

E3ie Socumento 3l Sec emiDEO S of SIMBOIO de ACreGtacidn, NG 58 encuentra Cenizo Jel MATCo 02 13 acredtackdn clorgada por INDECOPE-
SNA

! s 5 N
QF Ru,i;io A. Ab(nl Ramirez oy fi{
JEFE DE mwru«mmo LECC %%r._,m o’
Los Htad idos en el p informe se tel, e a las Este documento no

debe ser reproducido, sin autonzacién escrita del Laboratorio de Ensayo y Comvos de Calidad

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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b, San José SN “—MI~5‘H2§|2‘0~“1‘
= 0 Agido. 1350
mm PERU
INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA03C15.001576B

Nombre del Cliente : ANGIE ORTIZ AGUILAR
Direccion del Cliente : LAS BEGONIAS 103 BELLAPAMPA SOCABAYA
RUC : NO CORRESPONDE
Condicién del Muestreado : POR EL CLIENTE
Descripcion : AGUA RESIDUAL (2° EVALUACION)
Tamaiio de muestra 1250 mL
Fecha de Recepcion : 03/03/2015
Fecha de Inicio del Ensayo : 03/03/2015
Fecha de Emision de Informe  : 09/03/2015
Pagina :1de1

| I ANALISIS FISICO ~ QUIMICO:

ANALISIS RESULTADO
DETERMINACION DE ACEITES Y GRASAS (mg/L)
Método 5520e Soxhlet Extraction Method Standars Methods For The 261.0 |
Examination Of Water And Waste Water Usa Apha Wdc 2005 19th Ed 1995 Pp A |
5-34 J
OBSERVACIONES:
Este documento al ser emitido sin el simbolo ¢ acreditacidn, no $& encuentra dentro del marcs de la acredRacidn ctorgada por INDECOPE-
SNA
Qg,"':?w*; A
O
§4~" Q
g 2
........ e f
BF Rlcardo/A. Abril Ramm." LS
QF C?:cmm 00624
JE8€ DE LABORATORIO LECC
Los itad enelp informe se rek e a las ensayadas, Este documento no

debe ser reproducido, sin autorizacion escrita de! Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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Arequipa Pert / Apartado 2102

o Laboratorios Analiticos del Sur

Telf: (054) 443294 Fax: (054) 444582 www.laboratoriosanaliticosdelsur.com

INFORME DE ENSAYO LAS-15-00246

1§/01/201
Hoja de resultados gkt
Pég.: 212
811 53 245 ‘845 "848
G Turbidez NO3- $0 ST $04=
Interno Nombre de Muostrs
' FIu molL mgit mglL mglL
AG15000015 WR’”‘“‘C"M 461 528 10058 4168 %
> 7
> 7 i
7
n T

“<Valor numérico” = Limite de deteccién dei método, “*<Valor Numérico’ = Limite de cuantificacién del método.
Los resultados de los ensayos no deben ser utifizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como certificado del sistema de calidad
de [a entidad que lo produce. Los resultados presentados solo estan relacionados a la muestra ensayada.

Esta terminantemente prohibida la reproduccidn parcial o total de este documento sin la autorizacidn escrita de LAS. Cualquier enmienda o correccidn en el
contenido del presente documento lo anula.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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ms—a—.uu—ummmm-oﬂumnm1m
2 mboratoricdesnsayofSucm edy pe ucsmedupe D Apido. 1350

@w
AREQUIPA - PERU
INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA03C15.001576C

Nombre del Cliente : ANGIE ORTIZ AGUILAR
Direccién del Cliente : LAS BEGONIAS 103 BELLAPAMPA SOCABAYA
RUC : NO CORRESPONDE
Condicién del Muestreado : POR EL CLIENTE
Descripcion : AGUA RESIDUAL (3" EVALUACION)
Tamafo de muestra : 250 mL
Fecha de Recepcién : 03/03/2015
Fecha de Inicio del Ensayo : 03/03/2015
Fecha de Emision de Informe  : 09/03/2015
Pagina t1de1

L ANALISIS FISICO - QUIMICO:

ANALISIS RESULTADO
DETERMINACION DE ACEITES Y GRASAS (mgiL)
Método 5520e Soxhlet Extraction Method Standars Methods For The 135.0
Examination Of Water And Waste Water Usa Apha Wdc 2005 19th Ed 1995 Pp ¥
5-34
DETERMINACION DE LA DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO (DQO mgiL) 256.0
NMX -AA-030-SCF1-2001 2
.  ANALISIS MICROBIOLOGICO:

ANALISIS RESULTADO
DETERMINACION DE LA DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO EN AGUAS
NATURALES, RESIDUALES (DBOS ppm) Y RESIDUALES TRATADAS - 2134
METODO DE PRUEBA NMX-AA-028-SCF1-2001

OBSERVACIONES:
Este documento &l ser emitido sin &l Simbolo de acreditacién, No 5@ encuentra dendro del marco de la acredtacidn otorgada por INDECOPI

SNA

1
° o

g ;g
QF. R#rdoA £%nl Ramirez %%“:”

QFDA
JEFE JE LABORATORIO LECC

enel informe se d Unicamente a las muestras ensayadas. Este documento no
debe ser reproducido, sin 60 escrita del L de Ensayo y Control de Calidad

Los

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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TELF.: 284372
DEPARTAMENTO

ACADEMICO DE BIOLOGIA
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ACADEMICA CS. DE
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DEPARTAMENTO ACADEMICO
DE CS. DE LA NUTRICION

7

e m——
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ESCUELA PROFESIONAL Y
ACADEMICA ING. PESQUERA
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DE INGENIERIA PESQUERA
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA

CONSTANCIA N° 031-2015-HUSA

El Director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional
de San Agustin de Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que las muestras depositadas en el laboratorio de
Biologia Acuatica para su determinacion taxonémica
corresponde a la especie:

Chlorella vulgaris (M.W.,,Bey’erinck,1 890)

Se expide la presente a solicitud del interesado para los fines
que se estimen convenientes.

Arequipa 5 febrero del 2015.

&)
»

MeMaﬁﬁo Herrg;fg

DIRECTOR.. BV
Herbarium Areqvipense (HUSA)'

SEQuIPh

AV. DANIEL A. CARRION S/N - APARTADO 23 - Telefax: (054) 237755

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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ANEXO 3
RECUENTOS Y EVALUACIONES

Registro de parametros del cultivo de Chlorella vulgaris en los efluentes tratados en
sistema de flujo continuo.

Monitoreo de parametros

TIEMPO DE pH Temperatura (C) Recuento (Cel/ml)
EVALUACION
(dias)
Dia 0 (inoculo) 7.6 25 3125000

Dia 4 7.9 25

Dia 6 8.2 25

Dia 10 8.4 25

Dia 12 8.3 25

Dia 17 8.7 23

Dia 20 9.2 23

Dia 23 8.9 24

Dia 27 9.0 25

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




