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RESUMEN

Dada la creciente demanda por tratar residuos sélidos de distinta naturaleza, facilmente
disponibles, de composicion variable y de dificil degradacion es que se tiende a buscar

estrategias para el tratamiento de estos.

La presente investigacion tuvo como proposito construir y evaluar un reactor de digestion
anaerobica seca (DAS) para la degradacion de residuos solidos procedentes de la industria
textil mediante cepas fungicas queratinoliticas. La investigacion se realizd en las
instalaciones de la de la Universidad Catélica de Santa Maria y la planta IV de la empresa

Inca Tops S.A 'y fue financiada por Inndvate Perd.

Se aislaron 23 cepas flngicas a partir de muestras de los desechos sélidos generados en el
procesamiento de fibra de alpaca y lana de oveja de le empresa Inca Tops y del rumen de
vaca. Para determinar su capacidad de degradacion, cada una de las cepas fueron inoculadas
en medio basal salino (MBS) complementado con la fibra y se realizaron analisis
cuantitativos dando como resultado la seleccién de 5 cepas (P-X, P-1, P-2, MB-4 y MC-1),
estas se caracterizaron molecularmente obteniendo: Aspergillus sp., Fusarium oxysporum,
Aspergillus sp., Fusarium oxysporum, Fusarium sp. respectivamente.
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Se construy6 un reactor de digestion anaerdbica seca DAS experimental de 20 litros de
capacidad, y 11 L de capacidad efectiva, la configuracion de este se realizo teniendo en
cuenta lo siguiente: sistema bach de una etapa con recirculacién de influente, relacion del

influente y biomasa de 2:1 y temperatura mesofila.

La evaluacion del digestor anaerobio seco se realiz6 comparando la biomasa inicial y final,
después de trabajar durante 60 dias, dando como resultado una disminucion en el porcentaje
de solidos totales de 37.91 % a 28.82 %, solidos volatiles de 19.64 % a 15.71 %, demanda
quimica de oxigeno de 2080.19 mg/Kg a 1414.63mg/Kg y el pH de 7.35a 7.15

Palabras claves: Residuos solidos, digestion anaerdbica seca, reactor, cepas fungicas,

capacidad de degradacion

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~  DE SANTA MARIA

ABSTRACT
Given the growing demand for treating solid waste of different nature, easily available,
variable composition and difficult degradation is that you tend to seek strategies for the

treatment of these.

The purpose of the present investigation was to build and evaluate a dry anaerobic digestion
reactor (DAS) for the degradation of solid waste from the textile industry by keratinolytic
fungal strains. The research was conducted at the facilities of the Catholic University of
Santa Maria and the IV plant of the company Inca Tops S.A and was funded by Innévate

Peru.

23 fungal strains were isolated from samples of the solid waste generated in the processing
of alpaca fiber and sheep wool from the company Inca Tops and from the cow rumen. To
determine their degradation capacity, each of the strains were inoculated in basal saline
medium (MBS) supplemented with fiber and quantitative analysis was carried out, resulting
in the selection of 5 strains (PX, P-1, P-2, MB -4 and MC-1), these were molecularly
characterized obtaining: Aspergillus sp., Fusarium oxysporum, Aspergillus sp., Fusarium

oxysporum, Fusarium sp. respectively.
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An experimental DAS dry anaerobic digestion reactor with a capacity of 20 liters and an
effective capacity of 11 L was built. This configuration was made taking into account the
following: one-stage bach system with influent recirculation, influent and biomass ratio of
2: 1 and mesophyll temperature.

The evaluation of the dry anaerobic digester was performed comparing the initial and final
biomass, after working for 60 days, resulting in a decrease in the percentage of total solids
from 37.91 % to 28.82 %, volatile solids from 19.64 % to 15.71 %, demand Oxygen
chemistry of 2080.19 mg / Kg at 1414.63mg / Kg and the pH of 7.35to 7.15

Keywords: Solid waste, dry anaerobic digestion, reactor, fungal strains, degradation

capacity
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INTRODUCCION

El tratamiento de residuos sélidos se ha convertido en una prioridad politica en muchos
paises. Uno de los principales problemas de hoy en dia es hacer frente a una cantidad cada
vez mayor de residuos primarios de una manera ambientalmente aceptable. Los residuos
bioldgicos, es decir, los residuos organicos municipales, agricolas o industriales, asi como
los suelos contaminados. Tradicionalmente se han depositado en vertederos o incluso se han
vertido en el mar o lagos sin mucha preocupacion ambiental. En los Gltimos tiempos, los
estandares ambientales de la incineracion de residuos y el relleno controlado de la tierra han
mejorado gradualmente, y se han desarrollado nuevos métodos de clasificacion de residuos
y recuperacion de recursos / energia. El tratamiento de residuos bioldgicos mediante
procesos de digestion anaerdbica es, en muchos casos, la forma dptima de convertir los
residuos organicos en productos Utiles como la energia (en forma de biogas) y un producto
fertilizante. Otras opciones de manejo de desechos, como el relleno de tierras y la
incineracion de desechos organicos, se han vuelto menos deseables, y la legislacion, tanto
en Europa como en otros lugares, tiende a favorecer el tratamiento biol6gico como una

forma de reciclar los desechos organicos?.

Los residuos solidos en el Perd, producen aproximadamente 117.53 mil toneladas de
residuos textiles al afio, siendo una preocupacion el tratamiento de estos, es por ello, que la
nueva normativa ambiental, los incentivos tributarios y la iniciativa por parte del Estado, asi
como las nuevas tendencias como la economia circular, que a través de sus “4 R” que son:
(@) reusar, (b) reciclar, (c) recircular, y (e) reutilizar; mejoraria la calidad de vida de la
poblacion, garantizando los derechos y libertades de sus habitantes como el de vivir en un
ambiente sano y equilibrado, a las empresas dandoles las herramientas necesarias para
generar inversion, ademas de ser competitivos y agresivos en temas comerciales,
incorporando e implementando nociones como: (a) ecoefectividad, (b) economia verde, y
(c) etiqueta verde.

Los residuos sélidos necesitan un tratamiento biol6gico que requiere contacto entre
microorganismos y el sustrato, que en el presente caso, es el agua residual y la biomasa, y
los microorganismos aislados con capacidad queratinolitica presentes en el sistema; es por

ello que el interés de desarrollar reactores que permitan tratar nuevos sustratos ha aumentado
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dando como resultado diferentes tipos de sistemas como son los de crecimiento suspendido,

de pelicula fija 0 una combinacion de ambos?.

Al tratar los residuos solidos se realiza generalmente en condiciones himedas (materia prima
con una concentracion de sélidos entre 0.5 % y 15 %)? y seco (materia prima con

concentracion sélida mas del 20%3.

Los tratamientos de digestion anaerobia de los desechos orgénicos aceleran la
descomposicion natural del material organico en ausencia de oxigeno, si la temperatura, el

contenido de humedad y el pH se mantienen cercanos a los valores 6ptimos.

En la digestion anaerobia mas del 90 % de la energia disponible por oxidacién directa se
transforma en metano, consumiéndose s6lo un 10 % de la energia en el crecimiento
bacteriano frente a un 50 % consumido en el proceso aerobio®. Por otro lado, la masa restante

degradada por las bacterias puede utilizarse como abono para la fertilizacion de suelos®.

El presente trabajo tiene como objetivo principal la construccion de un reactor de digestion
anaerdbica seca DAS teniendo como base la digestion anaerobia y la materia organica
procedente de la industria textil Inca Tops mediante el uso de microorganismos anaerobios
con capacidad queratinolitica para la degradacion de desechos sélidos generados y de esta

manera aportar al desarrollo tecnoldgico regional y nacional.
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OBJETIVOS

General

Construir y evaluar un reactor de digestion anaerébica seca (DAS) para degradar residuos

solidos procedentes de la industria textil mediante cepas fungicas queratinoliticas.

Especificos
1. Aislar microorganismos nativos de residuos sélidos textiles y del rumen de la vaca
2. Seleccionar y caracterizar cepas fungicas con capacidad queratinolitica para la
degradacion de residuos solidos textiles.
3. disefiar y construir un reactor de digestién anaerdbica seca DAS para el tratamiento
bioldgico de residuos solidos textiles.

4. Evaluar la degradacion de la biomasa en el reactor de digestion anaerobica seca.
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HIPOTESIS
Si los residuos solidos procedentes de la industria textil presentan un alto contenido de

queratina en su composicion es posible utilizar cepas fungicas queratinoliticas en un reactor

de digestion anaerdbica seca para su degradacion.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1. Biorreactores

Los biorreactores son tanques construidos de diferentes formas, tamafios y materiales donde
se almacenan los residuos organicos como sobrantes de cocina, estiércol de animales y
humanos, material vegetal, etc. Estos elementos forman una mezcla que es descompuesta

bioldgicamente por microorganismos.

En el proceso de digestion se forma el biogas, por lo que el tanque debe disponer de algln
sistema que le permita capturarlo controlando su presion y evitando su mezcla con aire
atmosférico. Como resultado de la descomposicion biolégica, los residuos almacenados se
transforman en abono, el cual es de féacil absorcion para las plantas y tiene un alto contenido
de nitrogeno, fosforo y potasio libre de microorganismos patdgenos dafiinos para las
plantas®.
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1.1.1. Disefo de biorreactores anaerobios

Para el disefio de un biorreactor se debe de tener en cuenta variables como la alta carga
orgénica, si tiene tiempos de retencion hidraulica reducida y si tienen alta produccion de
metano. Pardmetros operacionales como el tiempo de retencion hidraulico, la mezcla, el
numero de tanques, unidades o etapas y la temperatura aunada con las propiedades de la
materia prima forman la base primordial para un buen disefio de un biodigestor. Méas aun,
para la digestion anaerobia de sustratos con altos contenidos de lignocelulosa como el
residuo de poda, el contenido de materia seca (sélidos totales), la solubilidad y la tasa de
hidrolisis, juegan un papel importante para seleccionar el tipo de biodigestor y su respectivo

disefio®.

Varias clases de configuraciones se emplean para este tipo de digestion anaerobia como por
ejemplo digestores de una etapa o de dos etapas’, digestores hlimedos, secos y semisecos®,

digestores por lotes o continuos® y digestores de alta tasa®.

Reactor de digestion anaerobia seca

Esta tecnologia es amigable con el medio ambiente para convertir residuos organicos solidos
y la fraccion organica de los residuos sélidos urbanos en energia renovable. La degradacion
y estabilizacion de esta materia organica compleja es llevada a cabo mediante un consorcio

de microorganismos™.

La digestion anaerobia es un proceso natural que ocurre en'! ambientes anoxicos que se
encuentran en la naturaleza como: estiércol, residuos de procesamiento de alimentos't,

sedimentos, intestinos de los mamiferos 2, pantanos®® formando parte del ciclo biologico®.

Los reactores anaerobicos, mas conocidos como biodigestores, son utilizados generalmente
para tratar sustratos concentrados con alto contenido de solidos. Pueden clasificarse al igual
que los reactores aerobios en sistema de biomasa suspendida y en sistemas con biomasa
fija'®. Los procesos anaerobios han sido aplicados con éxito en el tratamiento de residuos
industriales destacandose la factibilidad del reactor anaerobio®®.

1.1.2. Uso de reactores de plastico para digestion anaerdbica seca

La construccion de reactores de biogas a partir de plasticos es una opcion alternativa para
resolver desafios asociados con reactores de clpula fija y tambor flotante; la tecnologia
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evoluciono desde la necesidad para tratar nuevos materiales que no sean corrosivos, que

sean buenos aislantes, mas baratos y mas faciles de construir®.

Se han utilizado materiales plasticos flexibles y rigidos para la construccion de reactores de
biogés, gas soportes, almacenamiento de digestato y cubiertas de membrana; los materiales
poliméricos utilizados incluyen polietileno. (PE), cloruro de polivinilo (PVC), polipropileno
(PP), poliestireno (PS), polimetacrilato de metilo (PMMA), acrilonitrilo butadieno estireno
(ABS) v plasticos reforzados con fibral’. Se han desarrollado y probado varios reactores
plasticos de biogas en paises como China, India, Vietnam, Kenia, Bolivia, Bangladesh,

Ruanda, Taiwan, Tanzania, Etiopia, Colombia y Honduras®®.

1.2. Desechos Orgéanicos
Los tratamientos de digestion anaerobia de los desechos organicos aceleran la
descomposicion natural del material organico en ausencia de oxigeno, si la temperatura, el

contenido de humedad y el pH se mantienen cercanos a los valores 6ptimos®®.

1.2.1. Proceso de descomposicién

El producto de interés al momento de llevar a cabo un proceso de digestion anaerobia es la
degradabilidad del sustrato, sin embargo existen un nimero de parametros que influencian
la formacion del metano, como son: Temperatura, tipo de sustrato, nivel de pH, tiempo de
retencion. La méaxima produccion se obtiene cuando estos parametros se mantienen en los

rangos optimos®®.

La materia organica de los residuos también se descompone en ausencia de oxigeno
(condiciones anaerobias), pero mas lentamente que en condiciones aerobias. La
descomposicion anaerobia llega a prevalecer, después del agotamiento del aire atrapado, en
las partes interiores del sitio de disposicion final, que estan aisladas de la recarga del aire
proveniente de la atmésfera. La influencia del ambiente externo aqui ya no prevalece; por
lo tanto, los procesos bioquimicos de metabolismo microbiano pueden mantener la
temperatura elevada, en estos niveles no hay posibilidad de evaporacion al ambiente, y
ademas la temperatura de 35 a 50 °C es inferior a la de las condiciones de oxidacion?.

En la Tabla 1 se presenta un resumen de las condiciones y resultados de los procesos de

descomposicion de los residuos en un sitio de disposicion final?.
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Tabla 1. Tipos de descomposicion de residuos sélidos.?

Procesos Descomposicion Aerobia Descomposicion anaerobia

Oxigeno disponible, menos

Requisitos Falta de oxigeno, mas humedad

humedad
Temperatura 50-70°C 35-50°C
Reacciones Oxidacion, nitrificacion Reduccion, desnitrificacion

Consecuencias Mineralizacion, esponjamiento Consolidacion, solidificacion

C0O2, H20,productos de Acidos organicos,
oxidacion CH4,CO2,NH3,H2S,Lixiviado

Productos

Las transformaciones fisico-quimicas que se derivan del contacto del agua con los residuos?
y como se muestra en la Fig. 1 se observa el importante papel que juega el agua al contacto
con la materia organica para la generacion de productos, por lo que, es importante controlar

la cantidad de agua que incide en los residuos?.
evaparacion
[materia orgdnica + 0] - C0, + NO, + H,0 + calor
hiogis

Residuos + HO (materia orgdnica sin 0 ) -+ CH +CO, + NH, + H S + dcidas orginicos

[materia organica sin 0] -+ iones disueltos -+ lixiviado
Figura 1. Diagrama de residuos con agua?®.

1.3. Residuos so6lidos como recursos potenciales de biomasa.

Se genera diariamente una cantidad tremenda de desechos solidos, debido al crecimiento de
la poblacion y al aumento de las tasas de consumo, una gran cantidad de estos residuos ain
se estadn eliminando con un reciclaje limitado, combustion sin energia recuperacion, y
vertederos sin control de gas??, lo que resulta en problemas ambientales globales. Estos
residuos son fuentes potenciales para la generacion de nuevos materiales y energias
renovables si son aprovechados adecuadamente.

Los desechos solidos son fuentes potenciales de biomasa porque estan facilmente

disponibles y su conversién a energia a través de procesos bioldgicos es factible con una

inversion de capital baja. La biomasa proviene de un rango de fuentes, que puede clasificarse
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de acuerdo con las actividades que generan estos desechos o las ubicaciones donde se
generan estos desechos?3, ademas los desechos solidos generados por los sectores agricolas,

las comunidades y las industrias, tienen un potencial como fuentes de energia renovable.

1.3.1. Emisiones de residuos sdlidos.

A medida que se eliminan los desechos solidos de las comunidades municipales y las
actividades agricolas e industriales, la fraccion organica de estos desechos se degrada
durante un periodo de tiempo, liberando CHs, CO> y otros gases a la atmdsfera, lo que
contribuye al calentamiento global. Las emisiones globales estimadas de los sitios de
desechos sélidos estan en el rango de 20 a 40 millones de toneladas de CH4 por afio®* y el
sector ganadero también contribuye significativamente a las emisiones antropogénicas de
gases de efecto invernadero.

Los desechos solidos a menudo se eliminan en vertederos, lo que produce emisiones de
metano y 0xidos nitrosos y, por lo tanto, contribuye al efecto invernadero. Otros métodos
comunes para el tratamiento de estas corrientes de desechos son el compostaje y la
incineracion; el compostaje da como resultado emisiones de compuestos volatiles (cetonas,
aldehidos, amoniaco y metano)®® y la incineracion a menudo produce liberaciones
significativas de dioxinas al medio ambiente si el gas de escape no se trata adecuadamente.
La digestion anaerdbica es una tecnologia prometedora para reducir las emisiones de
desechos sélidos: es un método rentable, ingenioso y viable para resolver problemas de

desperdicio.

Los estudios han demostrado que la digestion anaerobica de estos desechos es sostenible y
tiene una gran ventaja sobre el tratamiento aerdbico debido a su balance energético

mejorado?®.

Residuos agricolas

Los desechos agricolas representan la mayor materia prima potencial, y una amplia variedad
de estos desechos se pueden utilizar como fuentes de energia de biomasa. Las fuentes mas
comunes (plumas de pollo, estiércol, residuos de bosques y cultivos) se analizan en esta

seccion.
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Plumas de pollo

En la actualidad, el promedio mundial de pollos es de unos 22 mil millones de pollos vivos?,
y alrededor del 5-7 % del peso total de un pollo normal son plumas?’. Por lo tanto, las plumas
de pollo estan disponibles en gran cantidad en todo el mundo, causando desafios ambientales
ya que el componente principal de la pluma es la p-queratina®, que es una proteina
estructural insoluble, la cadena de polipéptidos, esta estrechamente empaquetada y
altamente reticulada con enlaces disulfuro, enlaces de hidrogeno e interacciones
hidrofobas?®, esta estructura hace que la proteina sea insoluble y resistente al ataque
enzimatico, que es una limitacion importante para el procesamiento bioldgico de estos

desechos®.

La pluma de pollo es una fuente potencial de biomasa para la generacion de energia si se
aplica un método de pretratamiento adecuado antes de la digestion anaerdbica. El potencial
de metano de los residuos de proteinas es tan alto como 0.496 Nm3/KgSV®! si todas las
proteinas insolubles se convierten en proteinas. En esta investigacion, las plumas de pollo
se utilizaron como materia prima para la produccién de metano en diversas concentraciones,
y la naturaleza recalcitrante de las plumas se alter6 antes de la digestion anaerdbica

utilizando el tratamiento previo biolégico.

Estiércol animal

Los animales de granja producen miles de millones de toneladas de estiércol al afio, y la
cantidad de estiércol empapada con paja aumenta a medida que aumenta el nimero de
animales lecheros alojados. El almacenamiento de estas inmensas cantidades de estiércol

puede generar importantes emisiones antropogénicas de metano y N,O%,

Ademas, el estiércol no tratado también puede contener patdgenos y virus que pueden
disminuir la productividad de las explotaciones ganaderas®? y representar una amenaza para
la salud humana cuando se aplican a las tierras agricolas. Sin embargo, el gran volumen de
estiércol animal generado por los sectores agricolas es una gran fuente de produccion de
energia; el metano del estiércol se puede capturar y utilizar como fuente de energia, evitando
asi los dafios ambientales causados por estas corrientes de desechos®, la frescura del
estiércol es necesaria para la conversion efectiva en energia a través del proceso de digestion
anaerdbica: cuanto mas viejo es el estiércol, mayor es el grado de descomposicién previa y

menor la cantidad de materia no descompuesta disponible para la conversion al metano®2,
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Residuos forestales y de cultivos.

Los residuos forestales y de cultivos son biomasa lignocelulosa con una produccion anual
de aproximadamente 200 mil millones de toneladas3* son la fuente renovable mas abundante
para la produccion de energia los residuos forestales incluyen &rboles muertos, caida de
basuray residuos generados en el proceso de eliminacion y registro. Los residuos de cultivos
incluyen paja, cascara, hoja, tallo, tallo, cascara, mazorca y bagazo, que provienen de

cereales, algoddn, mani, frutas, legumbres, aceite de palma y cafia de azUcar.

Son dificiles de descomponer como resultado de los polimeros de la matriz (hemicelulosa,
pectinas, y lignina) que rodea las micro fibrillas celuldsicas en la pared celular de la planta.®,
el grado de la resistencia de estos desechos al ataque microbiano varia segun el tipo de
lignocelulosa, diversos compartimentos de la pared celular, la edad celular y los fendmenos
de procesamiento, como el secado y calefaccion intervienen en este proceso®®.

El procesamiento biologico efectivo de esta biomasa para la produccion de energia requiere
un pretratamiento para abrir la estructura y aumentar la accesibilidad para la degradacion,
por ejemplo para la degradacion de celulosa,2 la paja de trigo se uso en la co-digestion de
estiércol de ganado para aumentar la C / N del sustrato y por lo tanto mejorar el rendimiento
del proceso de digestion anaerdbica, tambien se usé en la co-digestion seca de diferentes
fracciones de residuos solidos, es decir, pollo Plumas, desechos de citricos, paja de trigo y
estiércol con paja para reducir el efecto inhibitorio de residuos.

Residuos solidos municipales (RSU)

Los desechos sélidos municipales generalmente incluyen todos los desechos generados en
una comunidad, como los desechos residenciales, comerciales e institucionales, las
fracciones mas concentradas de todas son los que contienen desechos de alimentos, papel,

carton, textiles, plasticos, vidrio, metales, recortes de jardin y otros®.

A nivel mundial, el volumen de RSU generado es de aproximadamente 1.300 millones de
toneladas por afo, y se espera que este volumen aumente a aproximadamente 2.200 millones
de toneladas por afio en 2025%.

Los RSU generalmente contienen una fraccion organica facilmente biodegradable de hasta

el 40 %, y aproximadamente el 60 % del peso seco de los residuos solidos municipales

promedio esta compuesto de lignocelulosas®®.
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Un desafio importante en el procesamiento biolégico de estos desechos es la composicion;
hay variedades de diferentes fracciones involucradas, dependiendo de la fuente de los
desechos, que pueden tener efectos adversos en el proceso de digestion, por lo tanto, los
residuos solidos municipales se deben clasificar mecénicamente, magnéticamente o
manualmente para eliminar piedras grandes, plasticos, vidrio, metales y otros residuos y
luego triturarlos para reducir su tamafio de particula para poder acceder y procesar la

fraccion orgénica.

Residuos industriales

Los principales residuos industriales organicos son los que se generan a partir del
procesamiento de alimentos y frutas, estas industrias producen grandes volimenes de
desechos solidos, como céascaras, pulpa, melaza, semillas, pieles, orujo, alimentos en mal
estado y frutas. La composicion y cantidad de los residuos sélidos generados varia de una
planta a otra y también depende de la tecnologia empleada por la industria. Los desechos
solidos generados a partir de estas industrias contienen grandes cantidades de materia
orgénica, como carbohidratos, proteinas y lipidos, lo que los convierte en fuentes potenciales
de biomasa para la produccién de energia a través de procesos bioldgicos, la principal
limitacidn es que algunos de estos desechos contienen sustancias quimicas o sustancias que
inhiben la actividad de los microorganismos y, por lo tanto, tienen un efecto adverso en la
generacion de energia a través de los procesos de digestion anaerébica®®“, por lo tanto, los
desechos a menudo necesitan ser tratados previamente o co-digeridos* con otros sustratos

para reducir el efecto inhibitorio sobre el rendimiento de biogas.

La instalacion de digestores anaerébicos puede ser una parte integral de los servicios de la
industria para tratar los desechos sélidos y, al mismo tiempo, satisfacer las demandas
energéticas de la industria, por ejemplo en esta investigacion, los desperdicios de citricos se
co-digirieron con plumas de pollo, paja de trigo y estiércol de ganado para reducir el efecto
inhibitorio de D-limoneno en el rendimiento de metano y mejorar la capacidad de

amortiguacion del proceso de digestion®®.

1.4. Digestién anaerobia

El proceso de digestion anaerobia se puede definir de acuerdo con el contenido total de
solidos de la materia prima: digestiébn hiumeda para contenidos de sélidos totales entre 0.5
%y 15 %* y digestion seca para contenidos de s6lidos totales superiores al 20 %%,
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En las industrias, los procesos de digestion anaerobia himeda son los mas comunes, pero
recientemente ha habido una gran preocupacion por la gran cantidad de agua utilizada al
tratar los desechos organicos sélidos para la produccién de biogas y el gran contenido de
agua del residuo de digestato, ademas, el uso de desechos sélidos (contenido sélido total
entre 15 % y 50 %) de las actividades agricolas, municipales e industriales, incluidos los
bosques y los residuos de cultivos, es cada vez maés atractivo, por lo tanto, el impetu para
desarrollar procesos de digestion anaerdbica seca esta aumentando tanto en la investigacion

como en la industria.

1.4.1. Comparacion de la digestion anaerobia himeda y seca.

La digestion anaerobia himeda de desechos solidos requiere mucha agua, lo cual es un
desafio para los paises con escasez de agua. Actualmente, existe una escasez mundial de
agua; aproximadamente 1.400 millones de personas viven en cuencas hidrograficas en las

que las tasas de uso del agua superan las tasas de recarga®.

Es obvio que habrd competencia por el agua a medida que la poblacién aumente y el
desarrollo industrial progrese, ademas, el residuo de digestato que queda después de la
produccion de biogas a través del proceso hiumedo contiene mucha agua, y la deshidratacion
del digestato requiere un alto consumo de energia y provoca la pérdida de nutrientes, por lo
tanto, la digestion anaerdbica seca es una tecnologia prometedora para evitar estos

problemas.

En comparacion con los procesos de digestion anaerobia humeda, la digestién anaerobia
seca proporciona una mejor viabilidad econémica porque el volumen del reactor se minimiza
debido al volumen reducido de agua***° y también es beneficioso porque es mas robusto y

flexible en su aceptacion de materias primas, lo que requiere menos tratamiento previo®.

El contenido total de sélidos en las materias primas afecta el desempefio de los procesos de
digestion anaerdbica, y la morfologia microbiana en el reactor cambia a medida que cambia
el contenido total de solidos*®47.

Las comunidades microbianas que son dominantes en los procesos de digestion seca pueden

diferir de aquellas en los procesos de digestion humeda a medida que aumenta el contenido
de solidos totales*®4°,
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Yi, Dong* investigo comunidades microbianas utilizando la tecnologia de
pirosecuenciacion mientras trataba el desperdicio de alimentos con contenidos de s6lidos
totales del 5 % al 20 % en condiciones mesofilicas y el resultado mostré una mejor reduccion
de solidos volatiles y rendimiento de metano en reactores con mayor contenido de solidos
totales y que Methanosarcina fue dominante en tres reactores que mostraron una tendencia

creciente al aumentar el contenido de s6lidos totales.

Li, Chu®® informaron que las especies de Anaerococcus son abundantes en la digestion
anaerdbica en estado solido (digestion anaerObica seca) y que estas especies son

responsables de la mejora de la eficiencia de degradacion y el rendimiento de metano.

Sin embargo, la digestion anaerdbica seca requiere bombas especificamente disefiadas para
el manejo de suspensiones solidas, que pueden ser mas caras que las bombas centrifugas
utilizadas en los sistemas de digestion himeda**°, también requiere un periodo de inicio
mas prolongado Y, en ocasiones, es propenso a la inhibicion porque los inhibidores que
ingresan al reactor a través de las materias primas se encuentran en mayor concentracion

debido al contenido reducido de agua.

En la digestion anaerobica seca, hay una minima o ninguna mezcla durante el proceso de
digestion debido al alto contenido de s6lidos en el reactor, esto requiere la necesidad de un

acondicionamiento adecuado de la materia prima.

La fase de inicio es importante para la generacién de cultivos fungicos adaptados a la materia
primay puede ser muy larga debido a las bajas tasas de crecimiento de los microorganismos
anaeradbicos, si se dispone de un indculo adaptado a la materia prima similar al de intereés,
entonces el inicio puede ser mas corto, solo unos pocos dias, de lo contrario, puede tomar

un periodo mas largo de hasta 15 dias.

1.5. Tecnologias de digestion anaerobica

1.5.1. Digestion anaerobica seca (DAS)

El proceso DAS permite la digestion de desechos sélidos con alto contenido de solidos. Es
adecuado para procesar residuos con un contenido total de solidos de hasta el 50 %°. Los
residuos solidos se inoculan con sustrato fermentado, se cargan en el reactor, se cierran en

el reactor y se digieren en condiciones anaerdbicas. El proceso es un proceso por lotes de un
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solo paso; todos los pasos de digestion tienen lugar en el mismo reactor y no hay adicion de

materia prima o mezcla dentro del reactor aplicado durante la digestion.

El proceso de fermentacion se realiza en la condicion mesofilica (34 - 37 °C), y la
temperatura se regula a través de pisos y paredes con calefaccion. Para permitir la
inoculacion continua y proporcionar humedad a los microorganismos durante la digestion,

el liquido de percolacion se recoge y se recircula de nuevo continuamente en el reactor.

Esta es una buena préactica porque la recirculacion del liquido puede facilitar el crecimiento
de los microorganismos®® y, por lo tanto, mejorar el rendimiento de metano al tiempo que
reduce el tiempo de degradacién, sin embargo, la recirculacion liquida a veces puede resultar
en un alto riesgo de acidificacién, lo que lleva a una inestabilidad en el proceso. La
tecnologia DAS permite que varios reactores funcionen simultaneamente, y el biogas
producido se utiliza para la generacion de electricidad; este se puede observar en la Fig. 2

de tecnologia DAS.

vl o v

Perkolatverteiler

Biomasse

% a8 ww R R

Betonfermenter mit Wand- und Bodenheizung . '%r'ag\mtun

Figura 2. Tecnologia DAS®!

1.5.2. Digestién anaerébica seca - Proceso continuo.
En el proceso de digestion continua, el sustrato se suministra a los microorganismos
continuamente en pequefia cantidad, o que minimiza los efectos toxicos del sustrato o

producto en las células.
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El sustrato se alimenta continuamente al reactor y se elimina una cantidad igual; esto se hace
para mantener un volumen de trabajo estable y condiciones de estado estable®?. Una cantidad
moderada del sustrato se alimenta en la etapa inicial y luego la velocidad de carga se
incrementa gradualmente para alcanzar el objetivo, este suministro continuo de sustrato sin
alteracion da como resultado una produccion estable de biogas, y el proceso se puede
controlar facilmente. Los biorreactores de flujo de tapon se usan cominmente en la industria

para procesos de digestion continua.

1.5.3. Digestion anaerobica seca - Proceso por lotes

En los procesos de digestion por lotes, una cantidad apropiada de in6culo se mezcla con el
sustrato, la mezcla se carga en el reactor, el reactor se cierra y el sustrato se digiere en
condiciones anaerdbicas y el reactor permanece cerrado hasta que se completa la
degradacion, normalmente es posible una pequefia o ninguna mezcla dentro del reactor , por
lo que la produccion de biogas comienza lentamente, aumenta gradualmente hasta un pico

y luego disminuye hasta que ya no hay mas produccién de gas.

El reactor se abre y el digestato se reemplaza con un nuevo lote y el tanque se cierra de
nuevo Yy esta listo para funcionar®. Los procesos por lotes se operan mejor en paralelo, por
lo que al menos un reactor siempre esta produciendo biogas®3. El principio del proceso de
digestion por lotes es técnicamente simple, pero el suministro de los sustratos a las
comunidades microbianas a la vez puede reprimir el proceso de digestion, ademas, la mezcla
insuficiente puede inducir capas de asentamiento haciendo que el proceso de digestion sea
ineficiente, por lo tanto, las condiciones en el proceso cambian continuamente debido al
metabolismo celular y la falta de control; por lo tanto, la produccion constante de biogas no

es alcanzable.

1.6. Cepas fungicas en el tratamiento de biomasa

Los hongos, particularmente aquellos que atacan la lignina, se usan principalmente en el
tratamiento previo de la biomasa lignocelulésica para la produccion de biogas. Varias clases
de hongos, incluyendo pudricién parda, podredumbre blanca y podredumbre blanda hongos
(es decir, Ceriporiopsis subvermispora, Auricularia auricula-judae, Trichoderma reesei), y
hongos basidiomicetos (por ejemplo, Ischnoderma resinosum y Fomitella fraxinea) se han

utilizado para el tratamiento previo siendo los hongos de podredumbre blanca los mas
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efectivos a través de la accién de Enzimas que degradan la lignina (por ejemplo la

peroxidasas y lacasa)®*°,

1.6.1.Hongos anaerdbicos
La inusual y amplia variedad morfologica que presentan los hongos se une a un singular y
diverso patron de comportamientos, las diferentes estrategias de vida que han desarrollado

explican su enorme importancia en la evolucion, en el ecosistemay en el progreso humano.

En el estudio de la diversidad de los hongos todos los sustratos organicos y muchos
inorganicos son fuente potencial de estos organismos. En investigaciones recientes en el
ecosistema rumial existe bacterias anaerébicas y protozoarios®®, junto con los hongos
anaerébicos recientemente descubiertos®®, estos microorganismos se encuentran
irregularmente distribuidos en la fraccion liquida o adheridos al material sélido y paredes

del rumen.

Las bacterias y protozoarios han sido estudiados en considerable detalle, siendo su
contribucion al contexto de la fermentacién ruminal mas o menos conocido; sin embargo, la
nocion que se tiene sobre los hongos anaerdbicos es limitada y su participacion en los
procesos ruminales no esta todavia bien aclarado. Los resultados de muchas investigaciones
in vitro sefialan que los hongos anaerdbicos del rumen son digestores de fibra®”8, sin
embargo, aunque estos estudios indican que los hongos poseen el componente enzimético
para degradar los polisacaridos de la pared celular, muy poco es conocido sobre la extensién
de su actividad en la fermentacion ruminal, por un lado, se han hecho grandes avances en el
conocimiento de los mecanismos y factores que controlan su ciclo de vida, y por otro, se han
mejorado los métodos para hacer las estimaciones de sus poblaciones a los diferentes estados

de su ciclo de vida.

Una abundante digestion de los componentes fibrosos de las plantas por parte de los hongos
anaerdbicos ha sido claramente demostrada en numerosos experimentos in vitro®®°%-51 estos
hongos han demostrado poseer una amplio rango de enzimas que pueden degradar los
principales carbohidratos estructurales (celulosa y hemicelulosa) de las paredes celulares de
las plantas)®?%°. Aunque no hay evidencia de que los hongos anaerdbicos pueden utilizar
lignina como fuente de carbono, estos hongos fueron capaces de disolver hasta un 16 % de
la lignina de la paja y heno de trigo (in vitro)®, estos hongos fueron capaces de degradar y
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debilitar substancialmente los tejidos significados de forrajes fertilizados con azufre®’,
particularmente, el N. frontalis produce grandes cantidades de celulosas activas, cuya
produccion fue significativamente incrementada en cultivos mixtos con bacterias
metanogénicas®, adicionalmente, la degradacion de la celulosa por los hongos en presencia
de las bacterias metanogénicas fue mucho mas rapida que cualquier dato reportado

previamente®®,

1.6.2. Filogenia, géneroy especie

La clasificacion de los hongos del rumen es un tanto incierta hasta el presente en la
clasificacion de estos hongos se ha prestado poca atencion a la estructura vegetativa®®. La
ultra estructura de los zoosporos polifiagelados ha sido usada como la base para la
clasificacion como Chitridiomicetos >*%°. EI género Neocallimastix ha sido asignado a una
nueva familia (Neocalimasticaceae) dentro de los Spizellomycetales, sin embargo, el analisis
de sus caracteristicas mitéticas no confirma este punto substancialmente®. Munn™
examinaron, por microscopia electronica, las caracteristicas ultraestructurales de Piromonas
y Sphaeromonas, comparandola con las observaciones nuevas o las ya reportadas para el N.
frontalis. Lo que permiti6 a Heath’* considerar que esos géneros contienen las caracteristicas
descritas para los Chitridiomicetos’?, sin embargo, el orden propuesto fue cuestionado por
muchas razones, entre otras, siendo los chitridos del rumen anaerobios obligados, la
mitocondria no esta estrechamente asociada con el microcuerpo’?; por lo tanto, ha sido
propuesta una nueva clasificacion que pueda contener caracteristicas afines para los
Spizellomycetales y Chytridiales’®"3,

Las investigaciones de Munn’ revelaron que existen varias caracteristicas distintivas en
comun entre los géneros Neocaltimastix, Piromonas y Sphaeromonas, las cuales podrian ser
usadas colectivamente para definir un nuevo grupo. Hasta el presente han sido descritos
otros tipos morfologicos, tales como Neocaltimastix sp®’, Neocallimastix joyonii’#,
Neocaltimasti’. Sin embargo, sélo el género Neocaltimastix ha sido formalmente descrito.>®
Este género conteniendo originalmente sélo una especie, el N. frontalis fue enmendado para
incluir N patriciarum, Piromonas’® y Sphaeromonas®. Los zoosporos fueron nombrados
originalmente por Liebetanz "y luego descritos por Braune®8. En términos de las diferencias
entre géneros, los zoosporos del Neocaltimastix son polifiagelados’® "8, mientras que los de
Piromonas y Sphaeromonas son monofiagelados’®. Como se ha mencionado, tanto las

diferencias y similitudes ultraestructurales y morfoldgicas de los zoosporos entre los géneros

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

han constituido las bases de la actual taxonomia. Sin embargo, se requieren mas estudios de

sistematica para la categorizacion de estos microorganismos.

1.6.3. Distribucion

La distribucion de estos hongos estrictamente anaerobicos parece estar limitada al tracto
digestivo de los herbivoros. Estando altamente relacionados con las dietas fibrosas, teniendo
de esta manera una distribucion geografica muy amplia®®®. Desde que demostrara que los
hongos anaerdbicos estan presentes en el rumen®®, otros ambientes similares han sido
investigados. Asi, han sido aislados del ciego y colon del caballo y del contenido fecal de
caballos y elefantes®. Milne®! aislaron hongos anaerébicos de las heces de varios
herbivoros, entre otros, camellos, antilopes, llamas, vicufias, y cebras. Igualmente,
Bauchop®® encontré hongos anaerébicos en contenido ruminal obtenido de impalas y otros
cérvidos, asi como del contenido esto maca de marsupiales. En general, el hallazgo de los
hongos anaerobicos en estos ambientes y su amplia distribucion en diferentes especies de
herbivoros salvajes sugiere una paralela evolucion con la digestion microbiana y demuestra
que estos hongos estan bien adaptados al medio ambiente.

1.7. Estructura y propiedades de la fibra de lana.

1.7.1. Estructura de fibra

La industria textil utiliza fibras obtenidas de una gran variedad de animales, de los cuales la
lana de oveja es la mas importante®. La lana se clasifica segun la longitud y el diametro de

la fibra.

Lanas gruesas, que generalmente su didmetro varia entre 28 y 45 mm. Se utilizan
principalmente en textiles para interiores, como alfombras. y tapiceria. En prendas de vestir
se utilizan lanas finas (<25 mm). La raza mas importante para Producir lana fina es el

merino.

La lana cruda contiene alrededor de 25 y 70 % de impurezas; estos consisten en grasa de
lana (residuos de la transpiracién), suciedad y materia vegetal, como semillas y rebabas, la
grasa de lana consiste en una mezcla de acidos grasos y ésteres; y estd compuesto de sales
de potasio de acidos grasos, mas fosfato, sulfato y compuestos nitrogenados. La grasa de
lana, la goma y la suciedad se eliminan al fregar, en el proceso de estambre, la materia se
elimina mediante cardado y peinado, mientras que en el sistema de lana es eliminado por

carbonizacion con &cido sulfdrico.
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La lana es miembro de un grupo de materiales conocidos como a-queratinas, porque
contienen proteinas con una conformacion o-helicoidal®. Otras queratinas las proteinas que
contienen una conformacién a -helicoidal incluyen cuernos y picos. Una caracteristica de
estas queratinas duras es una mayor concentracion de azufre que la que se encuentra en las
queratinas blandas, como las de la piel. El azufre esta presente principalmente en forma de

cistina.

Las fibras de lana consisten en una mezcla compleja de aproximadamente 170 proteinas
diferentes Estos varian en masa molecular relativa desde menos de 10,000 Da hasta mas de
50,000 Da®*. Las unidades estructurales basicas de las proteinas son aminoécidos®®. La lana
intacta contiene 20 aminoacidos, que tienen la formula general NH.CH (R) COOH, donde
(R) es la cadena lateral del aminoé&cido.

Las proteinas se forman por la condensacién de aminoacidos a través de su amino terminal
y grupos carboxilo, para producir enlaces amida secundarios (es decir, enlaces peptidicos;
NHCH (R) CO).

Los polipéptidos lineales de alta masa molecular relativa son producidos por maltiples
condensaciones. Las cadenas laterales presentes en los residuos de aminoacidos de los
polipéptidos pueden ser alifaticos, aromaticos, u otros grupos ciclicos. Varian en tamafio y
comportamiento quimico Yy juegan un papel importante tanto en las propiedades fisicas
como quimicas de la lana. Las cadenas laterales no polares (hidrocarburos) de glicina,
alanina, fenilalanina, valina, leucina, e isoleucina son de baja reactividad quimica: mientras
que los grupos hidroxilo de la polar las cadenas laterales de serina, treonina y tirosina son
quimicamente mas reactivas. En Fig. 3 se aprecia todo los componentes de su estructura de

la queratina.

vinculo fuerte
puente disulfuro cadena de queratina

o

protofibra

microfibra . / escama
eslabones débiles macrofibra
salinos e hidrégeno corteza celular

Figura 3. Estructura de la queratina®
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1.7.2. Propiedades de la fibra

La fibra de la lana tiene una amplia gama de propiedades Utiles que no se encuentran en
ninguna otra fibra textil®®. Ademas, los avances en el conocimiento de la estructura fisica y
quimica. La composicién de la lana ha llevado a métodos para mejorar ain mas sus
propiedades quimicas y fisicas y algunos de estos seran discutidos en las siguientes

secciones.

La lana tiene una superficie repelente al agua, que surge de los lipidos cerosos que son
covalentes unido a la capa exterior de las células de la cuticula, cuando esta capa se elimina
la superficie proteica subyacente es hidrofila y se humedece facilmente®®. A pesar de su
superficie hidr6foba, la lana es un material higroscopico que absorbe o desorbe grandes
cantidades de agua con cambios en la humedad relativa circundante, en comdn con los tintes
y los productos quimicos, el agua probablemente entra y sale de la lana entre las fibras a
través del complejo de la membrana celular, que se extiende a la superficie entre la
superposicién. El agua absorbida se asocia con las regiones amorfas de la matriz de fibra,
en particular con cadenas laterales polares y grupos peptidicos®’. La humedad de la lana
cuando se satura es alrededor del 33 %, que es considerablemente mas alto que el de otras

fibras textiles.

1.7.3. Queratina

La queratina es una proteina fibrosa insoluble caracterizada por una alta estabilidad debido
al alto grado de enlaces cruzados por enlaces disulfuro e hidrégeno. También contiene una
variedad de amino&cidos, predominantemente cistina, lisina, prolina, y serina. Teniendo en
cuenta la conformacion estructural secundaria, las queratinas se han clasificado en a- (a-
hélice de pelo y lana) y p-queratinas (B-hojas de pluma) 8. Ademas, se agrupan en queratina
dura (cabello, plumas, ufias, lana, etc.) que tiene un alto contenido de disulfuro, enlaces y

queratina suave (piel) con un bajo contenido de enlaces disulfuro.

Los desechos ricos en queratina son contaminantes ambientales problematicos y se liberan
en cantidades crecientes como subproductos de la agroindustria. Procesos en forma de
plumas, pelo, ufias y cuernos. Los hongos juegan un papel ecologico en la degradacion de
los sustratos de queratina a través de su contribucion al reciclaje del carbono, nitrégeno y

azufre de las queratinas.
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Considerando desde el punto de vista tanto econémico como ambiental, la atencidn se centrd
en el manejo de queratinosas recalcitrantes. La hidrolisis de los desechos de queratina por
microorganismos es considerada una alternativa biotecnoldgica para el reciclaje y la

valorizacion a través de microorganismos queratinoliticos.

Las queratinasas, consideradas como proteasas con funcion queratinolitica, actian de forma
sinérgica con otras enzimas queratinoliticas para degradar el complejo supramolecular en la
organizacion de la queratina®, después de romper los enlaces disulfuro de cisteina, el
aminoacido principal en la queratina, el sustrato de queratina es mas facilmente disponible
para las enzimas hidroliticas secretadas por microorganismos. A pesar de la estructura
resistente, los residuos de queratina pueden ser eficientemente degradados por diversos
microorganismos queratinoliticos. que secretan de enzimas como las queratinasas, que son

un grupo de proteasas serina 0 metal.

Estas enzimas son predominantemente extracelulares y son producidos por
microorganismos que crecen en un medio basal. que contienen sustratos queratinosos®. Se
cree que en el futuro, las queratinasas microbianas ocuparan un nicho especial entre las
proteasas como enzimas valiosas para el bioprocesamiento de los desechos queratinosos que
se liberan en el medio ambiente en grandes cantidades como producto de las actividades

humanas®®.

Por su mejor desempefio debido a la mayor especificidad y la biomasa de residuos
queratinicos disponibles, las queratinasas reemplazaran a las proteasas en la industria del
cuero y detergentes®.

Muchos microorganismos crecen naturalmente en materiales queratinosos; entre las
bacterias, se ha demostrado la biodegradacion de la queratina. por Bacillus, particularmente
Bacillus licheniformis® y Bacillus subtilis®*, y Chryseobacterium®3, ademas, se sabe que los
actinomicetos del género Streptomyces producen queratinasas’®. Los hongos queratinoliticos
activos mas comunes pertenecen a Aspergillus®, Penicillium®*, Fusarium®?, Microsporum®,
Trichoderma® y géneros Chrysosporium®. Una revision relevante sobre el deterioro
microbioldgico de queratinasas. Los sustratos fueron realizados por Blyskal et al.%’, quienes
enumeraron y catalogaron géneros fungicos representativos y predominantes y destacé los

mas activos.
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

2.1 Lugar de Ejecucion

La presente tesis se ejecutd en los laboratorios de la Universidad Catolica de Santa Maria
campus Umacollo y en planta IV de la empresa Inca Tops S.A. Cerro colorado, Arequipa,
Per (Anexo 1)

= Laboratorio H— 301

= Laboratorio de microbiologia H — 405

= Laboratorio F — 405 (Vicerrectorado de Investigacion)
= Laboratorio F — 407 (Vicerrectorado de Investigacion)

2.2 Material

2.2.1 Material Bioldgico
= Microorganismos aislados de muestras de fibra de alpaca y lana de oveja.
= Hongos aislados del rumen de vaca.
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2.2.2 Material de laboratorio
= Jarra de anaerobiosis 2.5 L, Merk
= Asade Kohl, en argolla y en punta
= Cémara de Neubauer Marienfeld Germany
= Cinta indicadora de pH, Merck
= Espatula. Micropipeta de 10 uL - 100 pL, Dragon Lab.
= Micropipeta de 100 uL - 1000 pL, Dragon Lab.
» Puntas azules (Para Micropipeta de 100 uL - 1000 uL).
» Puntas amarillas (Para Micropipeta de 10 uL - 100 pL).
* Racks
= Tubos eppendorf de 1.5 mL.
= Parafilm.
»= Gradilla

2.2.3 Material de vidrio
= Frascos de vidrio de 50 mL, 1000 mL, Boeco Germany.
» Laminas portaobjetos.
= Matraz Erlenmeyer de 100 mL, 500 mL, Kimax.
= Placas Petri de 10 mL 20 mL.
» Probeta de 50 mL, 100 mL.
= Tubos de ensayo de 20 mL.
= Bagueta

2.2.4 Reactivos
= Azul de Lactofenol.
= Cloranfenicol.
=  Gentamicina.
= Kit para tincion de Gram.
= Sulfato de amonio.
* Nihidrina.

2.2.5 Medios de cultivo.
= Agar Agar, Merck.
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= Agar Sabouraud, Merck.

= Agar Sangre, Merck.

= Caldo Tioglicolato, Merck.

= Caldo Dextrosa Sabouraud, Merck.

= Caldo papa dextrosa.

2.2.6 Equipos.
= Autoclave,Germany Industrial Corp, HL-340.
» Balanza analitica, Ohaus Adventurer AR31.
= Balanza ScoutTM Pro.
= Bafio Maria, PSelecta, Precisterm.
= Centrifuga de tubos eppendorf, Drucker 613 B.
» Incubadora, PSelecta.
= Microscopio, Labomed.
= Shaker, Lab companion, SK300.
= Vortex, Mixer, VM-300.
» Reactor DAS de 20L.

2.2.7 Otros
= Agua estéril.
= Alcohol de 97°.
= Algodoén.
= Bolsas de Polipropileno.
= Caocinilla.

2.3 Métodos

2.3.1 Aislamiento de microorganismos nativos de residuos sélidos textiles y de rumen
de vaca.

Recoleccion de muestra de los desechos solidos del procesamiento de fibra de alpaca y

lana oveja

Se realiz6 la recoleccion de las muestras de los desechos sélidos producidos en el

procesamiento de fibra de alpaca y lana de oveja de la planta IV de la empresa Inca Tops

S.A. en bolsas ziploc (7x9) debidamente rotuladas y transportadas al laboratorio en un

cooler para la preservacion de las muestras.
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La toma de muestras se realiz6 en distintos puntos: zarandela muestra “A”, rejilla al ingreso

del sedimentador muestras “B”, tachos de desechos muestra “C”.

Aislamiento y purificacion de cepas fungicas de desechos solidos textiles

Se preparé agar Sabouraud de acuerdo al Anexo 2, luego se esterilizo usando el autoclave
por 15 minutos a 120 °C a 1.5 atmosferas y enseguida se distribuyé medio en placas de 20
mL, después de haber gelificado y sellado las placas son llevadas a la incubadora por 24
horas para comprobar la inocuidad del medio.

Se toma con el asa de Kolle una porcion de la muestra y se siembra por agotamiento en el
medio. Por ultimo se coloca las placas en la jarra de anaerobiosis y se mantienen a
temperatura ambiente durante aproximadamente 15 dias.

Para la purificacion se realizaron cultivos sucesivos a partir de las placas madres Fig. 4

hasta conseguir cepas puras.

Figura 4. Placas madre

Aislamiento y purificacion de cepas fungicas obtenidas del rumen de vaca

Se compro el rumen de la vaca y se transportd herméticamente cerrado hasta el laboratorio
en donde se abrid y se tomaron las muestras de los pliegues internos del rumen, estas fueron
sembradas en placas con medio Sabouraud suplementado con gentamicina y cloranfenicol
(Anexo 2), estas placas fueron conservadas en la jarra de anaerobiosis durante 15 dias.

Para la purificacion se realizaron cultivos sucesivos de cada una de las cepas crecidas en las
placas madres hasta conseguir cepas puras.
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2.3.2 Seleccién y caracterizacion de cepas fungicas con capacidad queratinolitica
para la degradacion de residuos solidos textiles

Seleccidn de microorganismos con capacidad de degradacion

Para identificar las cepas con capacidad de degradacion primero se preparé medio basal
salino (MBS) como se muestra en el Anexo 4, se distribuy6 50 mL de este en frascos de 100
mL suplementado con 1 g de fibra de alpaca y lana oveja y finalmente se autoclavé por 15
minutos a 120 °C y 1.5 atm. Posteriormente cada frasco fue inoculado con una cepa fingica
Fig. 5, luego se afiadié parafina liquida para que estén en medio anaerobio y se a temperatura

ambiente para su adecuado desarrollo.

Figura 5. Frascos inoculados

Para la identificacion de cepas flngicas con capacidad queratinoliticas se realizaron dos
métodos:

Analisis cuantitativo

» Prueba de ninhidrina para Grupos Amino Libres

Se filtr6 5 mL del contenido a través de un papel filtro usando una bomba al vacio, de este
filtrado se colocd 3 mL en un tubo de ensayo y 0.5 mL de ninhidrina al 1 %. La mezcla se
llevé a bafio maria 37 °C por 10 minutos y se enfrié en bafio de agua helada durante 5
minutos. Al terminar se tomo lectura de la absorbancia en el espectrofotdmetro a 540 mn de
longitud de onda; esta correspondera a la concentracion de grupos amino libres (GAL)
generados por la degradacion de fibra. Esta prueba se realizé a los 7, 20 y 40 dias.

» Analisis gravimétrico
Finalizados los 40, dias los frascos inoculados fueron filtrados a través de papel filtro,
previamente pesado, para retener la fibra de alpaca y lana de oveja no degradada, usando
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una bomba al vacio, el papel con la biomasa es llevado a la estufa por periodos de dos horas

hasta peso constante. Luego se pesa el papel con la muestra y se resta el peso del papel seco.

Caracterizacién macroscépica de cepas fungicas
Para la identificacion de cepas fungicas se realizo en cultivos puros 'y se tomaron en cuenta

las siguientes caracteristicas: color, crecimiento, textura y borde.

Caracterizacion e identificacion molecular de especies fungicas seleccionadas con
capacidad de degradacion

» Aislamiento de ADN

El ADN de las cepas nativas fue aislado de la siguiente manera , con una asa Kolle se tomé
una asada de colonias de la placa Petri, la cual fue resuspendido en 200 pL de buffer de lisis
en un eppendorf, para romper las paredes celulares fueron afiadidos perlas de vidrio (Bits),
se coloco al vortex por 5 minutos y luego a bafio maria por 15 minutos a 65 °C, después de
este periodo se agregd 150 puL de MPC, se agito y se llevo a la centrifugacion por 5 minutos

a maxima velocidad.

El sobrenadante se recolecto y colocado en un nuevo eppendorf al cual se le afiadié 500 pL
de isopropanol, se llevo a centrifugacion por 1 minuto a maxima velocidad, después el
sobrenadante fue eliminado y el pellet que contiene el ADN fue resuspendido con 50 pL

de agua destilada estéril.

» Amplificacion del gen ITS para Hongos.

Posteriormente la amplificacion del ADN se realizd6 mediante la técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction ). Para realizar la PCR a cada tubo se afiadi6 2 uLL de ADN de
cada muestra, 2 pL de la solucion de primers para la amplificacion de gen ITS del ARN
ribosomal (con una concentracion final de 200 uM), y 30 uL de Platinum PCR Supermix
High Fidelity.

Los tubos, se colocaron en un termociclador Bio Rad (MyCycler™ Thermal Cycler System
With Gradient Option) y se program6 de la siguiente manera: 95 °C por 5 minutos, 25 ciclos
de 94 °C por 70 segundos (desnaturalizacidon), 55 °C por 70 segundos (hibridacion) y 72 °C
por 70 segundos (extension). Finalmente 1 ciclo a 72 °C por 7 minutos. Luego de la

amplificacion las muestras serdn mantenidas en el termociclador a 4°C (post incubacion).
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» Electroforesis y purificacién de productos de PCR

El producto de la PCR fue separado en un gel de agarosa al 1.5 % y la banda correspondiente
al gen ITS fue cortado del gel para su purificacion utilizando el kit QlAquick PCR
Purification Kit. Donde se utilizo columnas de QIAGEN vy se sigui6 las instrucciones de la

compaiiia.

» Secuenciacion de productos de PCR
A 20 pL de ADN purificado se le afiadié 1 puL de Primer para secuenciar ( el gen ITS para
Hongos) los tubos fueron etiquetados y fueron enviados al DNA Sequencing | Functional

Biosciences, Inc.

» Filogenia molecular

Las secuencias del gen ITS de las cepas nativas, que fueron obtenidas por secuenciacion,
fueron analizadas individualmente y comparadas con las secuencias depositadas en la base
de datos GenBank utilizando el algoritmo BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), y
luego se construy6 arboles filogenéticos para determinar las distancias genéticas, porcentaje
de similitud con otras especies. Ademas se realizaron pruebas de alineamiento multiple y

filogenia con el programa CLUSTAL Omega® 1%,

Elaboracion de curvas de crecimiento de cepas fungicas.

Se prepar0 caldo papa dextrosa como se indica en el Anexo 5 y se distribuyd 15 mL del
caldo en tubos de ensayo, se comprob6 la inocuidad del medio para luego ser inoculada con
cada una de las cepas fungicas, por tltimo se colocd 2 mL de parafina liquida estéril en cada
tubo inoculado creando asi el ambiente anaerobio necesario para el desarrollo de cada una

de las cepas fungicas. Estas fueron conservadas durante 15 dias a temperatura ambiente.

Se prepard nuevamente caldo papa dextrosa (Anexo 5) en frascos de 100 mL a los cuales se
les coloco el indculo y la parafina estéril, se sellaron y se conservaron a temperatura
ambiente para la toma de muestras cada 12 horas durante 16 dias conservando las mismas
en congelacion. Este procedimiento de realiz6 para cada uno de los hongos. Para procesar
las muestras, estas fueron llevadas a temperatura ambiente; se pesaron tubos Eppendorf
vacios luego se midié 1 mL, se llevé a la centrifuga por 5 minutos a 5000 rpm, se elimind el
sobrenadante y se pesé cada tubo Eppendorf con el pellet formado, por diferencia de pesos
se hall6 la masa. De esta forma se realizd las curvas de crecimiento de cada cepa.
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2.3.3 Disefio y construccion de un bioreactor DAS para el tratamiento biol6gico de
los residuos sdlidos textiles.

El reactor de digestion anaerdbica seca fue disefiado en base al estudio de los residuos

solidos industriales de la planta Inca Tops S.A., conformada por residuos de lana de ovejay

fibra de alpaca, ademas de rastrojo (restos de tallos, hojas, pajas, tierra, etc.) y al

comportamiento de las cepas aisladas.

Cada uno de los reactores esta conformado por 7 partes o elementos, los cuales fueron: vessel
0 recipiente, chaqueta externa, headplate, sistema de acumulaciéon de gases, sistema de
acumulacién de biol, sistema de recirculacion del influente, sistema de control de

temperatura automatico.

El headplate se disefié 3 puertos, cada uno con un acople sellado con silicona que permite
asegurar la hermeticidad para evitar perdida de biogas; cuenta ademas con una ventana y
una fuente de luz LED que permite ver el correcto funcionamiento del aspersor. A
continuacidn, se presenta el esquema del headplate y la disposicion de los puertos y

accesorios.

Figura 6. Esquema de disposicion de puertos y accesorios, headplate
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La Fig. 6, representa graficamente la disposicion y orden de los puertos en el headplate de

plastico, la codificacion es presentada a detalle a continuacién en la Tabla 2.

Tabla 2 Codificacion y usos de los puertos y accesorios

Cadigo Uso
P-1 Puerto de salida de gas
pP-2 Puerto de recirculacidon del influente
P-3 Puerto de innoculacion
L-1 Luz LED
V-1 Ventana

La construccidn general del reactor se ejecuto en plastico para evitar la corrosion por el &cido
sulfhidrico. A continuacion en la Tabla 3 se presenta a detalle cada elemento del reactor de
digestion anaerdbica seca (DAS).

Tabla 3. Elementos del reactor DAS descritos a detalle

Elemento

Descripcion

Material

Vessel o recipiente

Chaqueta externa

Headplate

Sistema
acumulador de gas

Sistema
acumulador de biol

Sistema de
recirculacién del
influente

Sistema de control
de temperatura
automatizado

Sistema que alberga la biomasa que ademas cuenta con una
rejilla en la parte inferior del vessel ubicada a 10 cm del
fondo del recipiente, posee una altura de 365 mm, diametro
de 250 mm y una relacion altura-diametro H/D de 1.5

Permite la trasferencia de calor, rodea la parte externa del
vessel posee una entrada y una salida para que fluya el agua
temperada proveniente de Lafuente de calor.

Posee 3 puertos dispuestos para diferentes funciones, 1
ventana y 1 luz LED que permite la visualizacion del buen
funcionamiento del aspersor

Posee una valvula que esta conectada al puerto de salida de
gases del headplate.

Posee una valvula que estd conectada al puerto de salida
del influente del vessel

Posee sensores de nivel que activan una bomba de agua la
cual permite que el influente suba por las tuberias y se
distribuya mediante el aspersor

Cuenta con una caja de control automatizada con sensores
de temperatura que activa una bomba cuando la temperatura
es baja, esta bomba permite que el agua almacenada en el
recipiente de agua sea llevada a la terma para temperarla e
ingresarla por la parte inferior de la chaqueta para que el
agua no temperada salga por la parte superior hacia el
recipiente del agua e iniciar todo nuevamente.

Pléstico

Plastico

Pléstico

Pléstico

Acero
inoxidable

Pléstico

Tuberias de
PVvC
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Se construyeron 3 biorreactores para las pruebas experimentales, considerando una
capacidad de 20 L en total y un volumen efectivo de 11 L. Los reactores experimentales

fueron construidos por la empresa Crefinsa E.I.R.L.

Puesta en marcha de los reactores.

Previa puesta en marcha del reactor se prepararon los indculos de la siguiente manera: se
prepard caldo papa dextrosa (Anexo 2), se distribuyeron en frascos de 100 mL cada uno,
luego fueron esterilizados en autoclave durante 15 minutos a 120°C a 1.5 atmosferas. Se
dejo enfriar y se coloco en incubadora por espacio de 24 horas para probar la inocuidad del

medio.

Para el indculo se toma una pequefia porcion de las muestras aisladas y se coloca en el medio,
en seguida se le afiade vaselina liquida esteril hasta que cubra la superficie , luego se
conserva a temperatura ambiente durante 15 dias. Finalmente se realizd el conteo y los

calculos para tener la misma cantidad de microorganismos por inéculo.

Para la puesta en marcha de los reactores primero se coloco 5 Kg de los residuos sélidos
textiles (biomasa) previamente hidratado, luego se inocul6 el reactor. Finalmente se cerr el
reactor herméticamente creando un ambiente anaerobio propicio para el desarrollo del
proceso. Los reactores trabajaron por un periodo de 60 dias, de los cuales los 15 primeros
dias se mantiene cerrado sin recirculacion del influente (fase de adaptacion), pasado este
tiempo se prende el sistema y abren las llaves para la recirculacion del influente durante 45

dias.

2.3.4 Evaluacion de la degradacion de la biomasa en el reactor de digestion
anaerobica seca
= Composicién de la biomasa
Se analizé (residuos solidos textiles) de la planta Inca Tops- Zamacola y la biomasa después
de 60 dias de tratamiento en el reactor DAS. Los anélisis se realizaron en el Laboratorio de
Ensayo y Control de Calidad de la Universidad Catolica de Santa Maria Arequipa-Perd.
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CAPITULDO I
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.  Aislamiento de microorganismos nativos de residuos sélidos textiles y de rumen
de vaca

3.1.1. Aislamiento y purificacion de cepas fungicas de desechos sdlidos textiles

Al trabajar con un reactor anaerobio se requiere el aislamiento de cepas con capacidad de

crecimiento en ambientes con ausencia de oxigeno, es por esto que el aislamiento y

purificacion de cepas que se realizd a partir de las placas madre se dejaron crecer en jarras

de anaerobiosis.

Las cepas fungicas fueron aisladas en agar Sabouraud donde se obtuvieron 15 cepas:
Muestra A “zarandela” 6 cepas, muestra B “Tachos de desechos” 6 cepas, muestra C
“Sedimentador” 3 cepas .Como se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4. Resultados de las cepas aisladas de la planta IV de Inca Tops.

Muestra “A” Muestra “B” Muestra “C”
Cepa Cepa Cepa

1 MA-1 1 MB-1 1 MC-1

2 MA-2 2 MB-2 2 MC-X

3 MA-3 3 MB-3 3 MC-Y

4 MA-4 4 MB-4

5 MA-X 5 MB-X

6 MA-Y 6 MB-Y

3.1.2. Aislamiento y purificacion de cepas fungicas obtenidas del rumen de vaca

En investigaciones sobre el ecosistema ruminal existen los hongos anaerdbicos
recientemente descubiertos®®. Estos microorganismos se encuentran irregularmente
distribuidos en la fraccion liquida o adheridos al material s6lido y paredes del rumen.

Las cepas fungicas aisladas en el pliegue del rumen fueron 8 cepas, como se muestra en la
Tabla 5.

Tabla 5. Resultados de las cepas aisladas del rumen de vaca

Muestra de pliegue
N° Cepa

P-X
P-1
pP-2
P-3
P-4
P-5
P-6
pP-7

O~NO O b WN P

3.2.Seleccidn y caracterizacion de cepas fungica con capacidad queratinolitica para la
degradacion de residuos sélidos textiles
Los microorganismos aislados ademas de ser anaerobios deben tener la capacidad de

degradar los desechos textiles es por eso que se realizaron las siguientes pruebas.

3.2.1 Prueba de ninhidrina para grupos amino libres
Todas aquellas sustancias que presentan al menos un grupo amino y uno carboxilo libre,
reaccionaran con la ninhidrina. La positividad se manifiesta por la aparicién de un color

violaceo debido a la lisis de las proteinas y los aminoacidos, ya que producto de esta se
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genera amonio y aminas que dan la coloracion caracteristica, debido a una oxidacién y

reduccion intermolecular de la ninhidrina en presencia de amoniaco.

La intensidad de color violaceo es directamente proporcional a la cantidad de grupos animo
libres, es decir que a mayor degradacion mas grupos animo libres y por ende una coloracién
mas intensa en la reaccidn, esta variacion de las intensidades de color se pueden apreciar en

el panel fotogréfico del Anexo 5.
Esta prueba se realiz6 a siguiendo la metodologia del Anexo 4 en la que se midieron los
grupos amino libres mediante la prueba de ninhidrina a los 7, 20 y 40 dias donde se midi6

la absorbancia a 540 nm, dando como resultado los dato de la Tabla 6

Tabla 6. Medicion de la absorbancia para prueba de Ninhidrina.

GAL (7 Dias) GAL (20 Dias) GAL (40 Dias)
Cepa Abs a 540 nm Abs a 540nm Abs a 540nm

1 P-X 0.631 1.123 1.704
2 P-1 0.701 1.267 1.698
3 P-2 0.593 1.068 1.536
4 P-3 0.254 0.294 0.325
5 P-4 0.314 0.387 0.439
6 g 0.088 0.162 0.203
7 P-6 0.336 0.457 0.504
8 p-7 0.179 0.292 0.361
9 MA-1 0.117 0.212 0.304
10 MA-2 0.107 0.191 0.282
11 MA-3 0.116 0.276 0.345
12 MA-4 0.105 0.147 0.186
13 MA-X 0.134 0.183 0.261
14 MA-Y 0.115 0.259 0.321
15 MC-X 0.178 0.241 0.307
16 MC-1 0.506 1.128 1.625
17 MC-Y 0.134 0.168 0.206
18 MB-1 0.353 0.362 0.405
19 MB-2 0.103 0.137 0.178
20 MB-3 0.016 0.038 0.085
21 MB-4 0.402 1.036 1.529
22 MB-X 0.143 0.149 0.152
23 MB-Y 0.121 0.129 0.136

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

?IIEESPI%SlIJTCOST\:lO 2 B CATOLICA .
DE SANTA MARIA

2000 -

g 1500 -
o

1000 -
H

< 500 -

0 .

123456 7 8 91011121314151617181920212223
Cepa

Figura 7. Degradacion de biomasa a los 40 dias por cuantificacion de grupos

amino libres

La Fig. 7 muestra una grafica realizada con los datos proporcionados en la Tabla 6,
especificamente con los datos de la prueba de ninhidrina para grupos amino libres realizada
a los 40 dias, en esta se aprecia que las cepas 1, 2, 3, 16 y 21 que corresponde a las cepas P-
X, P-1, P-2, MB-4 y MC-1 respectivamente muestran el mayor porcentaje de degradacion,

en comparacion con las otras cepas que poseen valores mucho mas bajos

3.2.2. Analisis gravimétrico
Esta prueba se realiz6 a los 40 dias dando como resultados Fig 8 mostrada a continuacion,

esta fue realizada con los datos de la Tabla 7.
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Figura 8. Peso de la biomasa degradada por cepa
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La Fig.8 muestra de manera mas clara que las cepas 1, 2, 3, 16 y 21 correspondientes a las
cepas P-X, P-1, P-2, MB-4 y MC-1 respectivamente son las de menor masa esto debido a

la degradacion de la muestra por accion de las cepas fungicas.
La Tabla 7 mostrada a continuacion presenta los datos obtenidos del analisis gravimétrico,
en esta se muestra que el peso de la biomasa es inversamente proporcional a la degradacion

de esta, es decir que a menor peso mayor la cantidad de degradacion de la biomasa.

Con estos datos podemos inferir que las cepas con capacidad queratinolitica son las cepas
P-X, P-1, P-2, MB-4 y MC-1.

Tabla 7. Datos del analisis gravimétrico.

Peso del Peso del papel y Peso de

7-Pe papel (g) biomasa (g) Biomasa
1 P-X 0,6913 1,4190 0,7277
2 P-1 0,6621 1,4047 0,7426
3 P-2 0,6703 1,4019 0,7316
4 P-3 0,6815 1,6599 0,9784
5 P-4 0,6648 1,6510 0,9862
6 P-5 0,6756 1,6609 0,9853
7 P-6 0,6845 1,6562 0,9717
8 P-7 0,6903 1,6276 0,9373
9 MA-1 0,6599 1,6327 0,9728
10 MA-2 0,6814 1,6690 0,9876
11 MA-3 0,6756 1,6509 0,9753
12 MA-4 0,6687 1,6560 0,9873
13 MA-X 0,6826 1,6623 0,9797
14 MA-Y 0,6849 1,6461 0,9612
15 MC-X 0,6676 1,6308 0,9632
16 MC-1 0,6839 1,4149 0,7310
17 MC-Y 0,6734 1,6080 0,9346
18 MB-1 0,6635 1,6138 0,9503
19 MB-2 0,6792 1,6374 0,9582
20 MB-3 0,6657 1,6011 0,9354
21 MB-4 0,6812 1,4646 0,7834
22 MB-X 0,665 1,6005 0,9355
23 MB-Y 0,6724 1,6578 0,9854
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3.2.3 Caracterizacion macroscopica de cepas fungicas

Se describi6 la apariencia macroscépica de las cepas fungicas aisladas de las muestras de
residuos solidos de la planta de Inca Tops S.A. como se muestra en la Tabla 8 y del rumen
de la vaca como se muestra en la Tabla 9 tomando en cuenta el crecimiento, el borde, la

textura y la tonalidad del micelio.

Tabla 8. Descripcion macroscopica de cepas fungicas aisladas de los residuos sélidos
de la planta de Inca Tops S.A

Cepa Figura Descripcion

Esta cepa presenta un micelio de
crecimiento filiforme con borde
ondulado y filamentoso, una textura
algodonosa y de tonalidad en el
centro de color blanco con bordes
color crema en el anverso.

Presenta también exudado

Cepa
MB-4

Figura 9. Apariencia
macroscopica de la cepa
MB-4

Esta cepa presenta un micelio de
crecimiento filiforme e irradiado
Cepa : = con borde filamentoso, una textura
MC-1 o ~algodonosa y de tonalidad blanca

~con un centro de color crema en el
anverso.

Figura 10. Apariencia
macroscoépica de la cepa MC-1

En la Tabla 8 se describe la forma macroscépica del hongo después de 1 mes de crecimiento
a temperatura ambiente y presién normal de la muestra de residuos solidos de la planta de

Inca Tops S.A.
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Tabla 9. Descripcion macroscopica de cepas fungicas aisladas del rumen de vaca.

Cepa Figura Descripcion

Esta cepa presenta un micelio de
crecimiento rizoide con borde
ondulado, una textura pulvurente y

P-X . :
Cepa de tonalidad marron con vistos
crema en el anverso.
Figura 11. Apariencia
macroscépica de la cepa P-X
3
'2; Esta cepa presenta un micelio de
~crecimiento redondo con borde
Cepa P-1 & filamentoso, una textura algodonosa
) ~ydetonalidad blanca en el adverso.
s i be.
| A
Figura 62. Apariencia
macroscopica de la cepa P-1
e oy Esta cepa presenta un micelio de
,&B ¢ crecimiento filamentoso y rugoso
con borde filamentoso, una textura
Cepa P-2 3

aterciopelada y de tonalidad blanca
con un centro plomo claro.

B R 3

Figura 73. Apariencia
macroscopica de la cepa P-2

En la Tabla 9 se describe la forma macroscopica del hongo después de 1 mes de crecimiento

a temperatura ambiente y presion normal de la muestra de rumen de vaca.
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3.2.4 Caracterizacion e identificacion molecular de especies fungicas seleccionadas
con capacidad de degradacién

Secuenciacion de productos de PCR

Las secuencias de las cepas seleccionadas se muestran en el Anexo 6

Filogenia molecular

Las secuencias obtenidas, fueron analizadas individualmente y comparadas con las
secuencias depositadas en la base de datos GenBank utilizando el algoritmo BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) y luego con el programa CLUTAL Omega® 1%,

Cepa P-X

A partir de los resultados obtenidos se extrajo los microorganismos con mayor similitud para
su posterior procesamiento de alineamiento y filogenia cuyos resultados se muestran en la
Fig.13

Por otro lado en recientes investigaciones este hongo es capaz de biodegradar polietileno®.
Una vez realizado el analisis de BLAST se pudo hallar que la muestra PX presenta 100% de

similitud con el género Aspergillus y dentro de estas a las especies orizae, flavus, fiemonthi,

minisclerotigenes (Tabla 10).

Aspergillus_minisclerotigenes_isolate DTO 045-9 0
Aspergillus_flavus var_columnaris_strain CBS 242630

— Aspergillus flavus strain_CBS 120454 0

Aspergilus_fiemonthi_strain_CBS_120.26 0

—  Pt-0.00256
e Aspergillus_oryzae isolate 5 0.00256

Figura 14. Arbol filogenético de las secuencias parciales del gen ITS de la cepa
aislada PXy las diferentes especies de coleccion validamente descritas como

similitud.
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Tabla 10. Hongos con mayor similitud con la cepa aislada PX.

Max Total Query E-

Ident Accession
score Score Cover value

N° Descripcion

Aspergillus oryzae isolate 5

small subunit ribosomal RNA

gene, partial sequence; internal

transcribed spacer 1, 5.8S
1 ribosomal RNA gene, and 1024 1024 100% 0.0 100%  MK120548.1

internal transcribed spacer 2,

complete sequence; and large

subunit ribosomal RNA gene,

partial sequence

Aspergillus flavus strain CBS

129454 small subunit ribosomal

RNA gene, partial sequence;

internal transcribed spacer 1,
2 5.8S ribosomal RNA gene, and 1024 1024 100% 0.0 100%  MHB865341.1
internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and large
subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence
Aspergillus flavus var.
columnaris strain CBS 242.65
small subunit ribosomal RNA
gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S
ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and large
subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence
Aspergillus fiemonthi strain CBS
120.28 small subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1,
4 5.8S ribosomal RNA gene, and 1024 1024 100% 0.0 100%  MHB854948.1
internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and large
subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence
Aspergillus  minisclerotigenes
isolate  DTO 045-19 small
subunit ribosomal RNA gene,
partial  sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S

1024 1024 100% 0.0 100%  MH858555.1

5 ribosomal  RNA  gene, and 1024 1024 100% 0.0 100%  MH279386.1
internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and large
subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence
Cepa P-1

En la Tabla 11 presentada a continuacion muestra el resultado del analisis BLAST realizado
a la secuencia, dando como resultado que el mayor porcentaje de identidad encontrada es
del 99% con la cepa Fusarium oxysporum. Por lo que se infiere que la cepa P-1 pertenece al

género Fusarium sp.
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Tabla 11. Hongos con mayor similitud con la cepa aislada P1

h Descripcion Max  Total Query E-
score Score Cover value

Ident  Accession

1 Fusarium oxysporum culture
MUT<ITA>:3697 internal transcribed
spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal
RNA gene and internal transcribed spacer 931 931 100% 0.0 99% MK036370.1
2, complete sequence; and large subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence

2 Fusarium oxysporum strain CBS 130320
small subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal transcribed
spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete 931 931 100% 0.0 99% MH865887.1
sequence; and large subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence

3 Fusarium oxysporum f. perniciosum
strain  CBS 794.70 small subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S
ribosomal RNA gene, and internal 931 931 100% 0.0 99% MH859945.1
transcribed spacer 2, complete sequence;
and large subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence

4  Fusarium sp. DV-2018a strain CBS
244,61 small subunit ribosomal RNA
gene,  partial  sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA 931 931 100% 0.0 99% MH858037.1
gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and large subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence

5  Fungal sp. isolate Astragalus
membranaceus internal transcribed spacer
1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA
gene and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and large subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence

931 931 100% 0.0 99% MHO095988.1

Fungal sp._isolte Astagelus membranateds el transcrbed spater 10,0182
_: Fusarim_ orysporum cutire MUT4TA> 00152

P1.0018

Fusarm sp_DVA2018a siran CBS, 24466 00007

Fusarm orysporm  sp_radics-yeopersii stran CBS. 1303060

Fusarm_ orysporm . pemiciostm sfran CBS 794700

Fusarm_ orysporum stran CBS 1303200

Figura 15.Arbol filogenético de las secuencias parciales del gen del TS de la cepa
aislada P-1Yy las diferentes especies de coleccion descritas como similitud.
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En la Fig.15 se muestra el arbol filogenético con las cepas fungicas con mayor porcentaje de
similitud, donde segun estudios este género de hongo degrada hemicelulosa de paredes celulares

vegetales!®?,

Cepa P-2

Como se observa en la Tabla 10 se tiene a 5 cepas con similitud a la cepa aislada P-2, esta
cepa tiene una identidad del 100 % lo cual es Aspergillus sp. con alta similitud al
Aspergillus flavus. En el estudio filogenético Fig. 16. La cepa P-2 es una nueva especie de

Aspergillus sp y este hongo tiene la capacidad de degradar materiales lignocelulosicos'®,

Tabla 12. Hongos con mayor similitud con la cepa aislada P-2

N° Max Total Query E- Accession

Ident
score Score Cover value

Descripcion

1 Aspergillus oryzae isolate 5 small subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S
ribosomal RNA gene, and internal 1014 1014 100% 0.0 100% MK120548.1
transcribed spacer 2, complete sequence;
and large subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence
2 Aspergillus flavus strain CBS 129454
small subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal transcribed
spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and 1014 1014 100% 0.0 100% MHB865341.1
internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and large subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence
3 Aspergillus flavus var. columnaris strain
CBS 242.65 small subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA 1014 1014 100% 0.0 100% MH858555.1
gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and large subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence
4 Aspergillus fiemonthi strain CBS 120.28
small subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal transcribed
spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and 1014 1014 100% 0.0 100% MHB854948.1
internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and large subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence
5  Aspergillus minisclerotigenes isolate
DTO 045-19 small subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA 1014 1014 100% 0.0 100% MH279386.1
gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and large subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence
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Aspergilus mimsclerfigenes_jsolate DTO 04500
Aspergilus flavus var_columnaris sfrain CBS 242650

— Aspergilus flavus sirain CBS 1204540

Aspergilus femonthi srain_ CBS 120.280

P-2-0.00236
Aspergilus_oryzae_ isolate 5 small subunit ribosomal RNA gene 000256

Figura 86.Arbol filogenético de las secuencias parciales del gen del TS de la cepa
aislada P-2y las diferentes especies de coleccion validamente descritas como
similitud.

Cepa MB-4
Como se observa en la Tabla 13 tienen una mayor similitud 5 cepas con la cepa MB-4, una

identidad del 99% esta cepa es una nueva variedad de Fusarium oxysporum.

Tabla 23. Hongos con mayor similitud con la cepa aislada MB-4.

Max  Total Query

E-value Ident Accession
score  Score Cover

N°  Descripcion

Fusarium oxysporum isolate UFA0019
internal transcribed spacer 1, partial
sequence; 5.8S ribosomal RNA gene
and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and large subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence
Fusarium oxysporum isolate FJVP-9
small subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal transcribed
spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene,
and internal transcribed spacer 2,
complete sequence;partial sequence
Fusarium oxysporum small subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S
3 ribosomal RNA gene, and internal 948 948 100% 0.0 99% MG736729.1
transcribed  spacer 2, complete
sequence; and large subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence

Fusarium oxysporum f. sp. batatas
strain CBS 259.50 small subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S
ribosomal RNA gene, and internal
transcribed  spacer 2, complete
sequence; and large subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence

Fusarium oxysporum culture
MUT<ITA>:3697 internal transcribed
spacer 1, partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene and internal
transcribed  spacer 2, complete
sequence; partial sequence

948 948 100% 0.0 99% MK114163.1

948 948 100% 0.0 99% MG825180.1

948 948 100% 0.0 99% MHB856612.1

948 948 100% 0.0 99% MK036370.1
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En el estudio filogenético Fig.17 La cepa MB-4; fueron homdlogas con las otras especies,
con alto grado de similitud y que la distancia encontrada agrupé a las secuencias en una sola

especie.

N Fusarium oxysporum f_sp. batatas srain CBS_259.50 0.00191
MB-4 -0.00191

Fusarium_oxysporum_cufture. MUT<ITAS 0

e Fusarium_oiysporum_smal_subuni_ibosomal_RNA gene 0.00189
e FUUSAUM_OFySpOTUM 0 FJVP-9-0.0018

Fusarium oxysporum isolate. UFAQ019 -0.0004

Figura 97. Arbol filogenético de las secuencias parciales del gen del ITS de la cepa
aislada MB-4y las diferentes especies de coleccion validamente descritas como

similitud.

Cepa MC-1
En el estudio filogenético Fig.18 la cepa MC-1 se muestra como una nueva variedad de la

especie Fusarium Oxysporum

MC-10.00654
— Fusaritm_orysporum_small subunit ribosomal RINA gene 000515
Fusarium_oxysporum cufiure_MUT=[TA= -0.0003
Fusafim_orysporum stran_CBS, 130721 000012

Fusarim_orysporum sirain CBS 130320 0.00076
Fusarium oxysporum f_sp. radicis-ycopersici strain CBS 130306 000076

Figura 108. Arbol filogenético de las secuencias parciales del gen del TS de la cepa

aislada MC-1y las diferentes especies de coleccion descritas como similitud.

Esta variedad de hongos Fusarium Oxysporum segln estudios realizados en el 2016 por

Folasade M. Olajuyigbe!® esta relacionada a la biodegradacion de celulosa.

Como se observa en la Tabla 14 la mayoria de cepas con el mismo porcentaje de identidad
del 99% se puede afirmar que es Fusarium Oxysporum la cepa MC-1.
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Tabla 14. Hongos con mayor similitud con la cepa aislada MC-1

N°  Descripcion Max Total Query E-
score Score Cover  value

1 Fusarium oxysporum small subunit

ribosomal RNA gene, partial

sequence; internal transcribed

spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene,

and internal transcribed spacer 2, 942 942 100% 0.0 99% MG736729.1

complete sequence; and large

subunit ribosomal RNA gene,

partial sequence

Ident Accession

2 Fusarium  oxysporum  culture
MUT<ITA>:3697 internal
transcribed spacer 1, partial
sequence; 5.8S ribosomal RNA
gene and internal transcribed spacer 942 942 100% 0.0 99%  MKO036370.1
2, complete sequence; and large
subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence

3 Fusarium oxysporum strain CBS
130321 small subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S
ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete
sequence; and large subunit
ribosomal RNA gene, partial
sequence

942 942 100% 0.0 99%  MHB865888.1

4 Fusarium oxysporum strain CBS
130320 small subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S
ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete
sequence; and large  subunit
ribosomal RNA gene, partial
sequence

942 942 100% 0.0 99%  MHB865887.1

5 Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici strain  CBS 130306
small subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal
RNA gene, and internal transcribed
spacer 2, complete sequence; and
large subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence

942 942 100% 0.0 99%  MHB865886.1
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3.2.5 Elaboracién de curvas de crecimiento de cepas fungicas.
Una vez seleccionadas las cepas fungicas se realizé las curvas de crecimiento de las

siguientes cepas.

Cepa P-X

0.025
0.02

0.015

0.01

Biomasa (g/L)

0.005

o

100 200 300 400 500
Tiempo (h)

Figura 19 Curva de crecimiento relacion masa vs tiempo Cepa P-X

En la Fig.19 la cepa P-X llega a un crecimiento maximo a las 348 horas (14 dias y medio),
lo que significa que a las 360 horas entra a una fase de desaceleracion o fase estacionaria es

decir que para su crecimiento y su reproduccion.

Cepa P-1

0.025
0.02

0.015

0.01

Biomasa (g/mL)

0.005

0 100 200 300 400 500
Tiempo (h)

Figura 20.Curva de crecimiento relacion masa vs tiempo cepa P-1
Como se observa en la Fig. 20 la cepa P-1 llega a un crecimiento maximo a las 348 horas

(14 dias y medio), lo que significa que a las 372 horas entra en una fase de desaceleracion
y luego a una fase estacionaria es decir que para su crecimiento y su reproduccion.
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Cepa P-2
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Figura 21. Curva de crecimiento relacién masa vs tiempo cepa P-2

Como se observa en la Fig. 21 la cepa P-2 llega a un crecimiento maximo a las 336 horas
(14 dias), lo que significa que a las 360 horas entra a una fase de desaceleracion o fase
estacionaria es decir que, para su crecimiento y su reproduccion, este hongo demord en
crecer 14 dias.

Cepa MB-4

0.025
0.02

0.015

0.01

Biomasa (g/L)

0.005

o

100 200 300 400 500
Tiempo (h)

Figura 22. Curva de crecimiento relacion masa vs tiempo Cepa MB-4
En la Fig. 22 la cepa MB-4 llega a un crecimiento maximo a las 360 horas, lo que significa

que a las 384 horas entra a una fase estacionaria o también llamada fase de desaceleracion.,
este hongo demora 15 dias en crecer como el hongo MC-1.
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Figura 23. Curva de crecimiento relacion masa vs tiempo Cepa MC-1

En la Fig. 23 la cepa MC-1 llega a un crecimiento maximo a las 360 horas, lo que significa
que a las 372 horas entra a una fase estacionaria o también llamada fase de desaceleracion.,
este hongo demora 15 dias en crecer como el hongo MB-4.

La cepa MC-1 es una nueva especie de Fusarium sp. Y fue encontrada en esta investigacion

esta nueva variedad tiene propiedades de degradacion de celulosal®.

3.3 Disefio y construccion de un reactor para el tratamiento bioldgico de los residuos
solidos textiles.

En la configuracion del reactor se tomaron en cuenta los siguientes parametros:
- Uso de reactor bach: se caracteriza por una carga y vaciado total de la cAmara de

digestion.

Este tipo de digestores son eficaces para la digestion de materias celulésicas que no
pueden ser tratados en digestores de tipo continuo debido al posible taponamiento de

los conductos de alimentacion y salida.
- Una etapa : Todas las etapas de la digestién anaer6bica se cumplen en una Unica

camara en el cual todos los microorganismos estan sometidos a las mismas

condiciones.
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La digestion se puede dar en una etapa o dos etapas en esta ultima el reactor divide
la digestion en 2 camaras la primera desarrolla la etapa acido genética y la segunda
la acética y metanogénicas esto permite optimizar las condiciones el desarrollo de
cada tipo de microorganismo Y extraer los sélidos no digeribles antes de que pasen

a la etapa metanogénica.

Sin embargo al trabajar con un material de desecho de la industria textil que tiene
naturaleza recalcitrante esto es imposible, ademés estos modelos no son facilmente
escalables y teniendo en cuenta se trabajan con toneladas de residuos solidos textiles
el dividir la digestion en dos etapas traeria consigo un gasto excesivo que no estaria

dentro de los parametros costo beneficio.

Todas las etapas de la digestion anaerdbica se cumplen en una Gnica cdmara en el

cual todos los microorganismos estan sometidos a las mismas condiciones.

- Temperatura: Se trabaja con una temperatura mesofila de 24°C la cual permite el
buen desarrollo de hongo ya que temperaturas muy bajas disminuyen la cinética de
las cepas fangicas, haciendo mas lento el proceso de degradacion, y temperaturas

altas podrian dafiar el micelio del hongo

- Recirculacion del influente Para la recirculacion del influente se coloco en la parte
superior un aspersor inclinado para asegurar la salida del influente por todos los
agujeros ademas se coloco una rejilla tipo malla con agujeros de 0,5 cm de diametro
el cual restringe el paso de material de desecho grande y permite el paso del influente
sin tener el problema de taponamiento en la salida hacia el contenedor de biol.

El influente al tener una relacion de 2:1 con respecto a la biomasa para que mantenga
himeda y pueda formarse el biofilm cantidades superiores a esta impedirian la
formacion del biofilm y la deficiencia del influente causa una mayor acumulacion de
compuestos intermedios como los AGV que causan indirectamente una inhibicién

en el proceso.
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3.3.1 Disefio de un reactor DAS para el tratamiento biologico de los residuos solidos
textiles

Vessel y chaqueta

El vessel y la chaqueta fueron de pléastico para evitar la corrosion por el acido sulfhidrico.
El vessel cuenta con una rejilla ubicada a 10 cm del fondo del recipiente, con huecos de 5
mm de diametro que permite el paso del influente y evita el paso de biomasa que podria
obstruir la salida hacia el contenedor de biol, ademas el vessel posee una altura de 365 mm,
didmetro de 250 mm y una relacion altura-diametro H/D de 1.5 ya que de esta forma se
obtiene un menor tiempo de retencion de gases lo cual es importante para la produccion de

biogéas

La chaqueta cuenta con un puerto de ingreso en la parte inferior para el agua temperada y
un puerto de salida en la parte superior que se conecta al contenedor de agua, posee una

altura de 300 mm, didmetro de 310 mm.

N
N—
365 mm A 300 mm
—
= 250 mm =310 mm

Figura 24. Disefio 2D de vessel y chaqueta

En la fig. 24 se muestra la vista lateral del disefio 2D del vessel y chaqueta, la seccién A:
vessel se aprecia una altura de 365 mm y un didmetro de 250 mm y en la seccion B: chaqueta
se aprecia una altura de 300 mm y un diametro 310 mm.

Headplate

El disefio del headplate posee 3 puertos conformados por tuberia de %2 pulgada de diametro
y 50 mm de alto, estos dispuestos para diferentes funciones como inoculacién, recirculacién
de influente y salida de gas; cuenta ademds con 1 ventana y 1 luz LED que permite la

visualizacion del buen funcionamiento del aspersor, tiene un diametro de 310 mm.
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Se considerd una fuente de luz en el sistema para la iluminacién interna y asi asegurar que
el aspersor no presente obstrucciones y sistema de aspersion funcione adecuadamente, este
posee un interruptor para encendido y apagado, el uso de iluminacién LED como se conoce
tiene consumos energéticos muy bajos y es una opcién mucho mas eficaz y econémica que

otras.

Figura 25. Plano 3D del headplate, vista superior

La Fig. 25 muestra la vista superior del disefio3D del headplate. En esta se aprecia a detalle
la disposicién de los puertos en el que destaca el puerto central del ingreso del influente que
como se muestra posee una valvula antes del ingreso, la fuente de luz LED con interruptor

y la ventana que permite a visualizacion del interior

Figura 26. Plano 3D del headplate, inferior
La Fig. 26 de la vista inferior del disefio 3D del headplate muestra la distribucién de los
puertos y el aspersor que esta conectado al puerto central del ingreso del influente para la

recirculacion. El aspersor esta conformado por una tuberia de PVVC de %2 pulgada de 200 mm
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de largo con orificios de 5 mm de diametro dispuestos entre si a una distancia de 20 mm
entre cada uno, este ademas presenta en los extremos una inclinaciéon de 45 grados para

asegurar la salida del influente por todos los orificios.

Configuracion final
La configuracion final del reactor DAS se observa en la Fig. 27 que muestra una vista frontal

del disefio 2D del reactor.

38.00

65.00

| 25.00 |

‘__
I —
m
—
36.50

—

60.00

—
ra ]
=J

Figura 27. Disefio 2D del reactor DAS, vista frontal
La Fig. 27 presenta el esquema final de configuracion del rector DAS es este se aprecian 6
secciones relacionadas entre si. Seccion A: terma de 36 cm de ancho y 65 cm de alto con
conexiones a la bomba de agua y a | chaqueta del vessel; seccion B: vessel conectado al
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sistema de aspersion y una salida hacia el sistema de acumulacion de biol; seccién C:
chaqueta del vessel de 31 cm de diametro que muestra una conexion de ingreso en la parte
inferior procedente de la terma y una salida en la parte superior conectada al contenedor de
agua; seccion D: panel de control de temperatura automatizado que activa la bomba que
ingresa agua a la terma y succiona agua del contenedor de agua; seccion E: contenedor de
agua, de 25 cm de didmetro y 36.5 cm de alto este presenta una conexién de ingreso
procedente de la chaqueta y una conexion de salida conectada a una bomba; seccion F:
contenedor de biol, presenta una entrada que conecta la salida del vessel al contenedor del
biol y una salida activada por sensores de nivel que se conectan a las tuberias que llevan el

influente. Todas las conexiones mostradas son de tuberias de PVC de 1/2pulgada.
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Figura 28. Disefio 2D del reactor DAS, vista lateral
La vista lateral mostrada en la Fig. 28 del disefio 2D de reactor permite distinguir mejor las
conexiones y muestra las medidas del panel de control, 180 mm de alto y 39.6 mm de ancho

asi como la altura de 60 cm y 50 cm de ancho del soporte del vessel y chaqueta.
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Figura 29. Disefio 2D del reactor DAS, vista superior

En la Fig. 29 se aprecia la vista superior de del disefio 2D de reactor permite distinguir
mejor los didmetros; terma 38 cm de didmetro, chaqueta 31 cm de didmetro y contenedor de
agua 25 cm de diametro.

Figura 30. Configuracion final en 3D del reactor DAS, vista isométrica frontal
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La Fig. 30 muestra la configuracion final en 3D del reactro DAS, en esta se pueden apreciar
los elementos mas importantes asi como los accesorios y conecciones del sistema. Se
distigue claramente de izquierda a derecha en la parte superior la terma de color blanco; el
vessel enchaquetado con el panel de control al frente y finalmente el contenedor de agua de
color negro. En la parte inferior al frente se aprecia el conenedor de biol de color blaco y

detras de este se aprecia la bomba centrifuga de color azul.

Figura 31. Configuracion 3D del reactor DAS, vista isométrica lateral

La configuracion 3D del reactor DAS, vista isométrica lateral Fig 31 muestra con mayor

claridad la conexidn entre la chaqueta y el panel de control de temperatura automatizado,
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que termite controlar directamente la temperatura del agua del enchaquetado y accionar el

sistema para temperar el agua si la temperatura de esta no es la adecuada.

Figura 32. Configuracion 3D del reactor DAS, vista isométrica posterior

La vista isométrica posterior mostrada en la Fig 32 muestra con mayor claridad las
conexiones entre: la chaqueta y el contenedor de agua y la conexién de la terma con la parte
inferior de la chaqueta; se aprecia también la conexién de salida en la parte inferior del

contenedor de agua gque se conecta a la bomba centrifuga

3.3.1 Construccion:
El reactor DAS se construy6 de acuerdo a la data recabada anteriormente y teniendo

en cuenta la relacidn costo-inversion- beneficio. Como se muestra en la Fig. 33.
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Figura 33. Reactor construido en planta Inca Tops S.A.

Como se puede ver en el panel fotografico del Anexo 13

El sistema de recirculacion de influente cuenta con un sistema de aspersion, que trabaja con

sensores de nivel que activa la bomba a una determinada altura, el deposito cuenta con un

heat plate con puertos de inoculo, aspersion, salida de gas y puerto adicional, tiene también

con una rejilla de 0.5 mm de didametro y en la parte exterior del depdsito se encuentra la

chaqueta, que tiene un panel de control de temperatura, que mantiene la temperatura

mediante la recirculacién de agua caliente, que trabaja con una bomba de agua conectada a

una terma controlada por un panel.

3.4 Evaluacion de la degradacién de la biomasa en el reactor de digestion anaerdbica
seca

3.4.1 Anadlisis de biomasa y puesta en marcha del reactor

Es importante el analisis de los pardmetros para el disefio y funcionamiento del reactor, se

realizo el analisis de la biomasa inicial y final mostrada en las tablas 15 y 16 respectivamente
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Tabla 15. Resultados del analisis inicial de la biomasa

Anélisis Resultado
Solidos Totales (%) 37,91
Solidos Volatiles (%) 19,64

pH (‘unidades pH) 7,35
Humedad (%) 62,09
DQO (mg/Kg) 2080.19

Tabla 16. Resultados del analisis final de la biomasa

Anélisis Resultado
Solidos Totales (%) 28.82%,
Solidos Volatiles (%) 15.71%,
pH (‘unidades pH) 7,15
Humedad (%) 62,09
DQO (mg/Kg) 1414.63

La evaluacion del digestor anaerobio seco se realiz6 comparando la biomasa inicial y final,
después de trabajar durante 60 dias, dando como resultado una disminucion en el porcentaje
de S.T. de 37.91% a 28.82%, lo que evidencia la degradacion ya que parametro de solidos
totales es proporcional a la cantidad de materia organica degradable, los S.V. de 19.64% a
15.71%, y DQO de 2080.19 mg/Kg a 1414.63mg/ Kg estos parametros son proporcionales
a la materia organica gque puede ser convertida en biogas por lo que la variacion decreciente
es un indicativo de la degradacion y el pH de 7.35 a 7.15 este rango de pH favorece el

desarrollo de cepas metanogénicas.

Los Solidos totales son un factor importante a tener en cuenta ya que el incremento en la
concentracion de este puede limitar o inhibir la degradacion al permitir o no una completa
movilidad del pool fungico dentro del sustrato, sin embargo favorece el desarrollo de
biopelicula sobre el sustrato que segun lo reportado por Di Maria* favoreceria la
degradacion y por ende la produccion de gas La digestion para ser considerada seca debe
tener solidos totales mayores al 15 % pero no por encima del 30 % ya que por encima de
este valor se ha registrado un umbral critico en el que el rendimiento se reduce
significativamente. La biomasa inicial presenta una concentracion de solidos totales de
37.91% es por esto que se determina trabajar con una cantidad de solidos totales del 20%
gue permita el buen funcionamiento del sistema, este porcentaje se obtiene mediante la
humectacion de la biomasa con el agua residual en una proporcién de 1 a 2.
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Ph; los valores de ph se deben mantener entre 7 y 8,5 para un buen funcionamiento del
sistema, ya que si esta por debajo o por encima del rango este puede afectar o inhibir el
proceso degradativo en el reactor. El anlisis de la biomasa presenta un pH de 7.35 lo que

favorece a los microorganismos metanogénicos que son sensibles al cambio de pH
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CONCLUSIONES

1. Selograron aislar 15 cepas de residuos solidos industriales de la empresa textil INCA

TOPS S.A'y 8 cepas del rumen de vaca.

2. Se seleccionaron y caracterizaron molecularmente 5 cepas con capacidad
queratinolitica para la degradacion de residuos solidos textiles, dando como
resultado que la cepa P-X es una nueva especie de Aspergillus sp, la cepa P-1 es
Fusarium oxisporum, P-2 es Aspergillus sp. la cepa MB-4 es Fusarium oxisporum,
y la cepa MC-1 es una nueva especie de Fusarium sp.

3. Se configuro y construy6 un reactor de 20 litros de capacidad, y 11 L de capacidad
efectiva de digestién anaerdbica seca DAS experimental con sistema bach de una
etapa con recirculacion de influente, relacion del influente y biomasa de 2:1 y

temperatura mesofita.

4. La evaluacion de la degradacion del reactor anaerobio seco se realiz6 comparando
la biomasa inicial y final, después de trabajar durante 60 dias, dando como resultado
una disminucion en el porcentaje de S.T. de 37.91 % a 28.82 %, S.V. de 19.64 % a
15.71 %, DQO de 2080.19 mg/Kg a 1414.63 mg/Kg la disminucion de estos valores
evidencia la degradacion de la biomasa, ya que la degradacion y biomasa son
directamente proporcionales, ademas el pH de 7.35 a 7.15 garantiza el desarrollo de

los microorganismos y el buen funcionamiento de los reactores.
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RECOMENDACIONES

Investigar y probar diferentes pre tratamientos al sustrato para que la digestion se realice de

mejor manera.

Probar posibles potenciadores de esta manera mejorar el tiempo de la degradacion del

sustrato.

Modificar el disefio del reactor buscando una mayor superficie de contacto entre el inoculo

y el sustrato y asi mejorar la degradacion
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ANEXOS

Anexo 1. Plano de ubicacién de la planta IV de la empresa de Inca Tops S.A
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Anexo 2. Agar Sabouraud

Fundamento

En el medio de cultivo, la peptona, la tripteina y la glucosa son los nutrientes para el
desarrollo de microorganismos. El alto contenido de glucosa, la presencia de cloranfenicol
y el pH é&cido, inhiben el desarrollo bacteriano y favorecen el crecimiento de hongos y

levaduras. El agar es el agente solidificante®’.

Composicion
Peptona 5090
Tripteina 509
Glucosa 40.0g
Cloranfenicol 0.05¢g
Agar 15.0¢

Preparacion
Suspender 65 g del polvo en 1 litro de agua destilada, agitar, calentar hasta ebullicion y
dejar hervir por al menos 1 minuto. Esterilizar el medio en el autoclave a 121 °C, 1.5 atm

por 15 minutos. Distribuir en placas estériles.
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Anexo 3. Caldo papa dextrosa

Fundamento

En el medio de cultivo, el almidon de la papa proporciona los nutrientes para el desarrollo
de microorganismos. La presencia de cloranfenicol, inhiben el desarrollo bacteriano y

favorecen el crecimiento de hongos y levaduras.

Composicién
Papa 200.0g
Sacarosa 2009
Sulfato de amonio -
Cloranfenicol 0449

Preparacion

Se pelan y cortan las papara en trozos y se colocan en una olla con agua dejandolos cocinar
luego se cuela y se recolecta en un matraz, se le agrega la sacarosa, sulfato de amonio y el
cloranfenicol, finalmente se distribuye en frascos y se esteriliza el medio en el autoclave a
121 °C, 1.5 atm por 15 minutos.
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Anexo 4. Prueba de la ninhidrina

Fundamento: Todas aquellas sustancias que presentan al menos un grupo amino y uno
carboxilo libre, reaccionaran con la ninhidrina. La positividad se manifiesta por la aparicion
de un color violaceo o amarillo. Debido a que las proteinas y los aminoacidos, poseen esta
caracteristica, la reaccion sirve para identificarlos. Algunas soluciones de amonio y aminas,
dan la coloracion caracteristica, aparentemente debido a una oxidacion y reduccion
intermolecular de la ninhidrina en presencia de amoniaco. Los aminoacidos porina e
hidroxiprolina, que no poseen grupo amino sino imino (-NH-), dan un color rojo que pasa

rapidamente a amarillo*®®,

Metodologia

Para el montaje de la prueba. Se prepararon matraces Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL
de medio salino basal; Cloruro de amonio 0.25 g/L; cloruro de sodio 0.5 g/L, fosfato
monobasico de potasio 0,3g/L; cloruro de magnesio hexahidratado 0.1 g/L; extracto de
levadura. 0.1 g/L ; y fue suplementado con lana de oveja y fibra de alpaca, y se mantuvieron
en incubacion a 32°C con agitacion orbital, por 48 h a 30 rpm. La seleccion de grupos amino
libres (GAL) presentes en el medio de fermentacion mediante el método colorimétrico de
ninhidrina.1%°

Para la determinacion de aminos grupo libre, se filtr6 el contenido del matraz a través de
filtros Whatman N° 5 utilizando bomba de vacio. Posteriormente, se agregd 3mL de muestra
en tubos de ensaye y 0.5 mL de ninhidrina (1.0 %). La mezcla se dejo en bafio maria durante
10 min. Y se enfrio en bafio se agua con hielo durante 5 min. Al terminar se tomo lectura de
absorbancia en el espectrofotometro a 540 nm. de longitud de fermentacién. Fueron
seleccionados para la etapa de purificacion, las cepas con mayores titulos de GAL presentes
en el medio de fermentacion.

Después del proceso de purificacion se realiz6 una segunda prueba bajo las mismas
condiciones (incubacion a 32°C por 48 h a 300 rpm), para seleccionar las 2 cepas con

mayores titulos de degradacion de queratina.
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Anexo 5. Panel fotografico de prueba de ninhidrina para seleccion de cepas con
capacidad de degradacion
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Anexo 6. Secuencia de cepas con capacidad de degradacion

Secuencia de la cepa P-X:
ATTACCGAGTGTAGGGTTCCTAGCGAGCCCAACCTCCCACCCGTGTTTACTGTA
CCTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCATTCATGGCCGCCGGGGGCTCTCAGCCC
CGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCTGTCTGATCTAGTGAAGTCT
GAGTTGATTGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCC
GGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAGTGTGAATTGCAGAAT
TCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGG
GGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGG
GTCGTCGTCCCCTCTCCGGGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCG
CGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCG
GCGCTTGCCGAACGCAAATCAATCTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
GATACCCGCTGAACTTAA

Secuencia de la cepa P-1:
ATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCGG
CGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAA
CTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCA
ACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGC
GCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAA
GCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCG
GTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGT
CGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAG
GAATACCCGCTGAACTT

Secuencia de la cepa P-2:
TTACCGAGTGTAGGGTTCCTAGCGAGCCCAACCTCCCACCCGTGTTTACTGTAC
CTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCATTCATGGCCGCCGGGGGCTCTCAGCCCC
GGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCTGTCTGATCTAGTGAAGTCTG
AGTTGATTGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCG
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAGTGTGAATTGCAGAATT
CCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGG
GCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGT
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CGTCGTCCCCTCTCCGGGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGCG

TCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGC

GCTTGCCGAACGCAAATCAATCTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGA
TACCCGCTGAACTTA

Secuencia de la cepa MB-4:
CGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACT
TGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAG
GACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATC
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAA
AATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTC
AACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCCCAAA
TTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACT
GGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGG
ATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATA

Secuencia de la cepa MC-1:
CGGAGGGATATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTT
GTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAG
GACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATC
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAA
AATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTC
AACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCCCAAA
TTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACT
GGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGG
ATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT
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Anexo 7. Tabla de datos para elaborar curva de crecimiento de la cepa: MC-1

N2 de Masa

muestra Dia Hora Tiempo(h) Peso vacio Peso lleno g/mL

1 05/03/2018  08:00 a.m. 0 0,8397 0,8398 0,0001
2 05/03/2018  08:00 p.m. 12 0,7931 0,7934 0,0003
3 06/03/2018  08:00 a.m. 24 0,8035 0,8039 0,0004
4 06/03/2018  08:00 p.m. 36 0,8285 0,829 0,0005
5 07/03/2018  08:00 a.m. 48 0,8003 0,8012 0,0009
6 07/03/2018  08:00 p.m. 60 0,8231 0,8248 0,0017
7 08/03/2018  08:00 a.m. 72 0,8132 0,8154 0,0022
8 08/03/2018  08:00 p.m. 84 0,8042 0,8073 0,0031
9 09/03/2018  08:00 a.m. 96 0,8028 0,8062 0,0034
10 09/03/2018  08:00 p.m. 108 0,8175 0,8208 0,0033
11 10/03/2018 08:00 a.m. 120 0,8089 0,8125 0,0036
12 10/03/2018  08:00 p.m. 132 0,8063 0,8106 0,0043
13 12/03/2018  08:00 a.m. 168 0,7909 0,7958 0,0049
14 12/03/2018  08:00 p.m. 180 0,7966 0,8034 0,0068
15 13/03/2018  08:00 a.m. 192 0,8235 0,8308 0,0073
16 13/03/2018  08:00 p.m. 204 0,8335 0,8416 0,0081
17 14/03/2018  08:00 a.m. 216 0,8139 0,8236 0,0097
18 14/03/2018  08:00 p.m. 228 0,8334 0,8437 0,0103
19 15/03/2018  08:00 a.m. 240 0,8494 0,861 0,0116
20 15/03/2018  08:00 p.m. 252 0,8017 0,8137 0,012

21 16/03/2018  08:00 a.m. 264 0,8231 0,8357 0,0126
22 16/13/2018  08:00 p.m. 276 0,8151 0,8282 0,0131
23 17/03/2018  08:00 a.m. 288 0,9033 0,9179 0,0146
24 17/03/2018  08:00 p.m. 300 0,8296 0,847 0,0174
25 19/03/2018  08:00 a.m. 336 0,8852 0,9047 0,0195
26 19/03/2018  08:00 p.m. 348 0,8441 0,864 0,0199
27 20/03/2018  08:00 a.m. 360 0,8096 0,8299 0,0203
28 20/03/2018  08:00 p.m. 372 0,8087 0,8284 0,0197
29 21/03/2018  08:00 a.m. 384 0,8216 0,8403 0,0187
30 21/03/2018  08:00 p.m. 396 0,8123 0,8312 0,0189
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Anexo 8. Tabla de datos para elaborar curva de crecimiento de la cepa: P-X

N2  de

muestra Dia Hora Tiempo(h) Pesovacio Pesolleno Masag/mL
1 05/03/2018 08:00 a.m. 0 0,8201 0,8202 0,0001
2 05/03/2018 08:00 p.m. 12 0,7931 0,7934 0,0003
3 06/03/2018 08:00 a.m. 24 0,7947 0,7955 0,0008
4 06/03/2018 08:00 p.m. 36 0,8935 0,8946 0,0011
5 07/03/2018 08:00 a.m. 48 0,7814 0,7826 0,0012
6 07/03/2018 08:00 p.m. 60 0,9018 0,9036 0,0018
7 08/03/2018 08:00 a.m. 72 0,7939 0,796 0,0021
8 08/03/2018 08:00 p.m. 84 0,8203 0,8225 0,0022
9 09/03/2018 08:00 a.m. 96 0,8042 0,8066 0,0024
10 09/03/2018 08:00 p.m. 108 0,8132 0,8162 0,003
11 10/03/2018 08:00 a.m. 120 0,8231 0,828 0,0049
12 10/03/2018 08:00 p.m. 132 0,8003 0,8063 0,006
13 12/03/2018 08:00 a.m. 168 0,8285 0,8347 0,0062
14 12/03/2018 08:00 p.m. 180 0,8035 0,8114 0,0079
15 13/03/2018 08:00 a.m. 192 0,7931 0,8022 0,0091
16 13/03/2018 08:00 p.m. 204 0,8397 0,8512 0,0115
17 14/03/2018 08:00 a.m. 216 0,8042 0,8178 0,0136
18 14/03/2018 08:00 p.m. 228 0,8923 0,9075 0,0152
19 15/03/2018 08:00 a.m. 240 0,8111 0,8291 0,018
20 15/03/2018 08:00 p.m. 252 0,7909 0,8101 0,0192
21 16/03/2018 08:00 a.m. 264 0,8662 0,8861 0,0199
22 16/13/2018 08:00 p.m. 276 0,8176 0,8379 0,0203
23 17/03/2018 08:00 a.m. 288 0,8028 0,8232 0,0204
24 17/03/2018 08:00 p.m. 300 0,7965 0,8173 0,0208
25 19/03/2018 08:00 a.m. 336 0,8023 0,8238 0,0215
26 19/03/2018 08:00 p.m. 348 0,8075 0,8294 0,0219
27 20/03/2018 08:00 a.m. 360 0,8235 0,8448 0,0213
28 20/03/2018 08:00 p.m. 372 0,7962 0,8172 0,021
29 21/03/2018 08:00 a.m. 384 0,8028 0,8223 0,0195
30 21/03/2018 08:00 p.m. 396 0,8388 0,8577 0,0189
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Anexo 9. Tabla de datos para elaborar curva de crecimiento de la cepa: P-1

N2  de

muestra Dia Hora Tiempo(h) Peso vacio Peso lleno Masa
1 05/03/2018 08:00a.m. O 0,8051 0,8052 0,0001
2 05/03/2018 08:00 p.m. 12 0,8933 0,8937 0,0004
3 06/03/2018 08:00a.m. 24 0,8186 0,8191 0,0005
4 06/03/2018 08:00 p.m. 36 0,8652 0,8664 0,0012
5 07/03/2018 08:00a.m. 48 0,8241 0,8254 0,0013
6 07/03/2018 08:00 p.m. 60 0,8072 0,8087 0,0015
7 08/03/2018 08:00a.m. 72 0,8096 0,8113 0,0017
8 08/03/2018 08:00 p.m. 84 0,8087 0,8116 0,0029
9 09/03/2018 08:00a.m. 96 0,8375 0,841 0,0035
10 09/03/2018 08:00 p.m. 108 0,8239 0,8277 0,0038
11 10/03/2018  08:00 a.m. 120 0,7936 0,7976 0,004
12 10/03/2018 08:00 p.m. 132 0,7963 0,8011 0,0048
13 12/03/2018  08:00 a.m. 168 0,8002 0,8056 0,0054
14 12/03/2018 08:00 p.m. 180 0,8005 0,808 0,0075
15 13/03/2018  08:00 a.m. 192 0,8166 0,8249 0,0083
16 13/03/2018 08:00 p.m. 204 0,8014 0,8104 0,009
17 14/03/2018 08:00a.m. 216 0,8241 0,8334 0,0093
18 14/03/2018 08:00 p.m. 228 0,7988 0,8086 0,0098
19 15/03/2018 08:00 a.m. 240 0,9001 0,9116 0,0115
20 15/03/2018 08:00 p.m. 252 0,7937 0,8055 0,0118
21 16/03/2018 08:00a.m. 264 0,8996 0,9124 0,0128
22 16/13/2018 08:00 p.m. 276 0,7909 0,8046 0,0137
23 17/03/2018 08:00 a.m. 288 0,7996 0,815 0,0154
24 17/03/2018 08:00 p.m. 300 0,8251 0,843 0,0179
25 19/03/2018 08:00a.m. 336 0,8309 0,8508 0,0199
26 19/03/2018 08:00 p.m. 348 0,7971 0,8175 0,0204
27 20/03/2018 08:00a.m. 360 0,8031 0,8232 0,0201
28 20/03/2018 08:00 p.m. 372 0,8294 0,849 0,0196
29 21/03/2018 08:00a.m. 384 0,8035 0,822 0,0185
30 21/03/2018 08:00 p.m. 396 0,8233 0,8422 0,0189
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Anexo 10. Tabla de datos para elaborar curva de crecimiento de la cepa: MB -4

N2 de

muestra Dia Hora Tiempo(h) Peso vacio Peso lleno Masa
1 05/03/2018  08:00 a.m. 0 0,8497 0,8498 0,0001
2 05/03/2018  08:00 p.m. 12 0,8031 0,8033 0,0002
3 06/03/2018  08:00 a.m. 24 0,8235 0,8238 0,0003
4 06/03/2018  08:00 p.m. 36 0,8142 0,815 0,0008
5 07/03/2018  08:00 a.m. 48 0,8232 0,8244 0,0012
6 07/03/2018  08:00 p.m. 60 0,8331 0,835 0,0019
7 08/03/2018  08:00 a.m. 72 0,8103 0,8129 0,0026
8 08/03/2018  08:00 p.m. 84 0,8485 0,8514 0,0029
9 09/03/2018  08:00 a.m. 96 0,8201 0,8231 0,003
10 09/03/2018  08:00 p.m. 108 0,8331 0,8369 0,0038
11 10/03/2018  08:00 a.m. 120 0,7939 0,7975 0,0036
12 10/03/2018  08:00 p.m. 132 0,7981 0,8022 0,0041
13 12/03/2018  08:00 a.m. 168 0,9003 0,9057 0,0054
14 12/03/2018  08:00 p.m. 180 0,8314 0,8376 0,0062
15 13/03/2018  08:00 a.m. 192 0,8403 0,8469 0,0066
16 13/03/2018  08:00 p.m. 204 0,8739 0,8816 0,0077
17 14/03/2018  08:00 a.m. 216 0,8435 0,8521 0,0086
18 14/03/2018  08:00 p.m. 228 0,8335 0,843 0,0095
19 15/03/2018  08:00 a.m. 240 0,8166 0,8282 0,0116
20 15/03/2018  08:00 p.m. 252 0,8009 0,8133 0,0124
21 16/03/2018  08:00 a.m. 264 0,8363 0,8491 0,0128
22 16/13/2018  08:00 p.m. 276 0,8489 0,8626 0,0137
23 17/03/2018  08:00 a.m. 288 0,8675 0,8829 0,0154
24 17/03/2018  08:00 p.m. 300 0,8328 0,85 0,0172
25 19/03/2018  08:00 a.m. 336 0,8142 0,834 0,0198
26 19/03/2018  08:00 p.m. 348 0,9011 0,9208 0,0197
27 20/03/2018  08:00 a.m. 360 0,8223 0,8424 0,0201
28 20/03/2018  08:00 p.m. 372 0,8862 0,9059 0,0197
29 21/03/2018  08:00 a.m. 384 0,8416 0,8605 0,0189
30 21/03/2018  08:00 p.m. 396 0,8454 0,864 0,0186
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Anexo 11. Tabla de datos para elaborar curva de crecimiento de la cepa: P-2

N2muestra  Dia Hora Tiempo(h) Pesovacio Pesolleno Masa g/mL
1 05/03/2018  08:00a.m. O 0,8151 0,8152 0,0001
2 05/03/2018  08:00 p.m. 12 0,9003 0,9007 0,0004
3 06/03/2018  08:00a.m. 24 0,8087 0,8096 0,0009
4 06/03/2018  08:00 p.m. 36 0,8096 0,8111 0,0015
5 07/03/2018  08:00a.m. 48 0,8472 0,8482 0,001
6 07/03/2018  08:00 p.m. 60 0,8852 0,8864 0,0012
7 08/03/2018  08:00a.m. 72 0,8286 0,8305 0,0019
8 08/03/2018  08:00 p.m. 84 0,8351 0,8375 0,0024
9 09/03/2018  08:00a.m. 96 0,9021 0,9043 0,0022
10 09/03/2018  08:00 p.m. 108 0,8788 0,8818 0,003
11 10/03/2018  08:00a.m. 120 0,8251 0,8297 0,0046
12 10/03/2018  08:00 p.m. 132 0,8063 0,8128 0,0065
13 12/03/2018  08:00a.m. 168 0,8611 0,8698 0,0087
14 12/03/2018  08:00 p.m. 180 0,8316 0,8414 0,0098
15 13/03/2018  08:00a.m. 192 0,847 0,8586 0,0116
16 13/03/2018  08:00 p.m. 204 0,8216 0,8348 0,0132
17 14/03/2018  08:00 a.m. 216 0,8334 0,849 0,0156
18 14/03/2018  08:00 p.m. 228 0,8017 0,8193 0,0176
19 15/03/2018  08:00a.m. 240 0,8233 0,8415 0,0182
20 15/03/2018  08:00 p.m. 252 0,8139 0,8334 0,0195
21 16/03/2018  08:00a.m. 264 0,8432 0,8634 0,0202
22 16/13/2018  08:00 p.m. 276 0,8719 0,8924 0,0205
23 17/03/2018  08:00a.m. 288 0,8449 0,8662 0,0213
24 17/03/2018  08:00 p.m. 300 0,8132 0,8348 0,0216
25 19/03/2018  08:00a.m. 336 0,871 0,8931 0,0221
26 19/03/2018  08:00 p.m. 348 0,7931 0,8143 0,0212
27 20/03/2018  08:00 a.m. 360 0,8115 0,8325 0,021
28 20/03/2018  08:00 p.m. 372 0,832 0,8508 0,0188
29 21/03/2018  08:00a.m. 384 0,8612 0,8798 0,0186
30 21/03/2018  08:00 p.m. 396 0,8315 0,8494 0,0179
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Anexo 12. Andlisis de la biomasa inicial

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS
LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD
Ut Sen Jos 300205 -+ 5154 IR 0D 1465

= 7 Agtii. 1350
ARFQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA31G18.003484

Nombre del Cliente : Maria Alejandra Salamanca Valdivia
Direccion del Cliente : Urb. La Isla 234 Cercado
RUC : No corresponde
Condicién del Muestreado : Por el cliente
Descripcion : Lana con rastrojo
Tamaiio de muestra : 1500 g
Fecha de Recepcion : 31/07/2018
Fecha de Inicio del Ensayo : 31/07/2018
Fecha de Emisién de Informe  : 08/08/2018
Pagina :1de1

L ANALISIS FISICO - QUIMICO:

ANALISIS RESULTADO
DETERMINACION DE SOLIDOS TOTALES (%)
Método gravimétrico
DETERMINACION DE MATERIA VOLATIL (SOLIDOS VOLATILES %)
Método gravimétrico adaptado de COVENIN 1647-80 CARBON 19,64
DETERMINACION DE MATERIAL VOLATIL
DETERMINACION DE pH EN ALIMENTOS (Unidades pH 20°C) ,
DETERMINACION OF pH IN FOODS NMX-F-317-S-1978
DETERMINACION DE HUMEDAD (%)
Offical Methods of Analysis. 1990. Association of Official Analytical Chemists. 62,09
15th ed. Vol. Il. Method 925.45D. USA. p. 1010 - 1011.

37,91

7,35

OBSERVACIONES:

- Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco de la
acreditacion otorgada por INACAL —DA.

—  Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan Gnicamente a las muestras ensayadas y
no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como
certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce. Este documento no debe ser
reproducido, sin autorizacién escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
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Anexo 13. Panel fotografico de construccion del reactor

e Aspersor del influente

e Heatplate con puertos de recirculacion de influente y salida de gas
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Panel de control de temperatura
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