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Lista de abreviaturas

AGYV : Acidos grasos volatiles
CHas : Metano

COz2: Dioxido de carbono
DA: Digestion Anaerobia

H2S : Acido sulfhidrico

ST: Sélidos totales
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RESUMEN

El uso de reactores anaerobios secos para la produccion de biogas es una tecnologia cada
vez mas atractiva al tratar residuos solidos de diversa procedencia, con bajo requerimiento

de agua.

La presente investigacion tuvo como objetivo el aislamiento, la caracterizacion e
identificacion de cepas nativas, a partir de residuos generados en el procesamiento de lana
de oveja y fibra de alpaca para la produccion de biogés en un reactor de digestion anaerdbica
seca (DAS) para la degradacion de residuos sélidos procedentes de la industria textil. La
investigacion se realizo en las instalaciones de la Universidad Catdlica de Santa Maria y la

planta IV de la empresa Inca Tops S.A. y fue financiada por Innévate Peru.

Se aislaron 52 cepas bacterianas y 15 cepas fngicas en condiciones de anaerobiosis a partir
de muestras de los desechos solidos generados en el procesamiento de fibra de alpaca y lana
de oveja de le empresa Inca Tops. Para determinar la capacidad de produccién de gas, cada
una de las cepas fueron sembradas por puncién en agar Sabouraud y caldo tioglicolato
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complementado con agar agar; la produccién de gas se evidencié por la ruptura y/o
desplazamiento del medio dentro del tubo, dando como resultado la seleccion de 3 cepas
bacterianas y 3 cepas flngicas, estas se caracterizaron e identificaron molecularmente: T-1
Pseudomona aeruginosa; A-O puede ser una nueva especie de Proteus vulgaris; A-3 puedde
ser una nueva especie de Alcaligenes sp; MC-1 Fusarium sp; MA-3 Fusarium oxyporum:

MA-4 Monascus ruber.

Se evalu6 la composicion y produccion de biogés producido en tres reactores de digestion
anaerdbica seca con distintos indculos, bacterias, hongos y consorcio; concluyendo que el
reactor inoculado con el consorcio tiene la mejor produccion y caracteristicas del biogas
obteniendo 33.38 %, 6 %, 1.44 % y 0.89 ppm metano, diéxido de carbono, oxigeno, acido
sulfhidrico respectivamente.

Palabras claves: Residuos sélidos, digestion anaerdbica seca, reactor, fungicas, biogas
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ABSTRACT

The use of dry anaerobic reactors for the production of biogas is an increasingly attractive

technology when treating solid waste from different sources, with low water requirements.

The objective of the present investigation was the isolation, characterization and
identification of native strains, from residues generated in the processing of sheep wool and
alpaca fiber for the production of biogas in a dry anaerobic digestion reactor (DAS) for the
degradation of solid waste from the textile industry. The research was carried out in the
facilities of the Catholic University of Santa Maria and the 1V plant of the company Inca

Tops S.A. and it was financed by Innovate Peru.

52 bacterial strains and 15 fungal strains were isolated in anaerobic conditions from samples
of the solid waste generated in the processing of alpaca fiber and sheep wool from the
company Inca Tops. To determine the gas production capacity, each of the strains were
seeded by puncture on sabouraud agar and thioglycolate broth supplemented with agar agar;
the gas production was evidenced by the rupture and / or displacement of the medium inside

the tube, resulting in the selection of 3 bacterial strains and 3 fungal strains, these were
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characterized and identified molecularly: T-1 Pseudomonas aeruginosa; A-O can be a new
species of Proteus vulgaris; A-3 can be a new species of Alcaligenes sp; MC-1 Fusarium

sp; MA-3 Fusarium oxyporum: MA-4 Monascus ruber.

The composition and production of biogas produced in three reactors of dry anaerobic
digestion with different inocula, bacteria, fungi and consortium was evaluated; concluding
that the reactor inoculated with the consortium has the best biogas production and
characteristics obtaining 33.38 %, 6 %, 1.44 % and 0.89 ppm methane, carbon dioxide,

oxygen, hydrogen sulfide respectively.

Keywords: Solid waste, dry anaerobic digestion, reactor, fungic, biogas
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INTRODUCCION

Actualmente la poblacion estd creciendo rapidamente y esto ha provocado un rapido
consumo de los recursos petroleros y un tremendo aumento en el volumen de desechos
generados, asi como un aumento inesperado de la demanda de energia®. A nivel mundial,
alrededor de 17 mil millones de toneladas de desechos solidos totales se generan por afio y
se estima que la cantidad alcanzara los 27 mil millones de toneladas en 20502. Las emisiones
continuas de dioxido de carbono, metano y otros gases de efecto invernadero provenientes
de estos flujos de desechos y la quema de combustibles fdsiles han llevado a una crisis
ambiental global. Ademas, aproximadamente el 16 % de la poblacién mundial no tiene
acceso a la electricidad y el 38 % de la poblacion utiliza residuos solidos (residuos forestales,
estiércol, residuos de cultivos y otros residuos) para calefaccion y coccion de manera
deficiente en zonas ventiladas®, lo que deriva en peligros para el medio ambiente y la salud.
La preocupacion sobre los dafios ambientales y la inseguridad energética han aumentado la
necesidad de investigacion sobre la generacién de energia a partir de fuentes renovables.
Los desechos sélidos subvaluados y abundantes que se generan tienen un gran potencial
como fuentes de biomasa para la produccidn de energia si se aprovechan adecuadamente y
podrian dar lugar a una menor contaminacion ambiental y una mayor produccién de energia

renovable?.

El tratamiento de los residuos solidos mediante la digestion anaerdbica puede resolver los
problemas ambientales causados por estos y también suministrar biogas como energia

renovable para un desarrollo sostenible!.

La produccion de biogas a través de la digestion anaerdbica es una manera eficaz de
administrar el gran volumen de residuos organicos generados, este es un proceso bien
establecido y sostenible para la generacion de energia a partir de desechos organicos.
Ademas del biogas producido para la generacién de energia y el residuo de la digestion se
puede utilizar como biofertilizante. La digestion anaerobia de desechos orgénicos para la
produccion de biogés generalmente se realiza a través de procesos de digestion humedos
(contenido de solidos totales <15 %). y secos. (ST> 15 %),

En la industria, el proceso mas comun es la produccion de biogas a partir de desechos con
alto contenido de agua; sin embargo, la utilizacion de desechos solidos de las actividades
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agricolas, municipales e industriales, también es cada vez mas importante. Los residuos
solidos suelen tener un contenido sélido de entre el 15 % y el 50 % y el tratamiento
convencional de digestion anaerobia himeda de este tipo de desechos requiere mucha agua.
Por lo tanto, utilizar la tecnologia dry-AD por sus siglas en ingles o digestion anaerdbica
seca (DAS) para el procesamiento de desechos y produccidn de biogas es una mejor opcion

que permite gestionar los flujos de desechos con bajo contenido de humedad?.

La produccién de biogas a través de la tecnologia de digestion anaerdbica seca ha avanzado
enormemente a lo largo de los afios y se enfoca cada vez mas en la utilizacion de materia
prima de facil acceso para una mejor produccion de biogas. En este sentido, se encuentra
gran potencial en la produccion de biogas a partir de diversas materias primas como residuos
de cultivos, residuos de ganado, residuos municipales, residuos de desechos de alimentos,
biomasa acuatica, residuos de queratina y materias primas lignoceluldsicas debido a su

disponibilidad y abundancia®.

Teoricamente, el biogas se puede producir a partir de la fraccién orgénica de cualquier
material, como madera, residuos de cultivos, lana textil, plumas de pollo, residuos
lignocelulésicos, residuos de alimentos industriales, residuos de frutas, etc. Sin embargo, en
la actualidad, el biogas se produce normalmente solo a partir de materias primas que son
facilmente utilizables por la comunidad microbiana*, teniendo en cuenta esto, es importante
el estudio y uso de materias primas que estén facilmente disponibles aunque no sean
facilmente degradables de manera que permitan el aumento en la produccion de biogas al

no tener una limitante en la abundancia y ser de bajo costo.

Por tal, la presente investigacion para el ejercicio profesional, tiene como objetivo principal
producir biogas con potencial energético utilizando biomasa procedente de la industria textil
Inca Tops S.A. mediante biorreactor anaerobio seco y con esto aportar al desarrollo

tecnoldgico regional y nacional.
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OBJETIVO

General

Aislar, caracterizar e identificar cepas nativas de residuos generados en el procesamiento de lana
de oveja y fibra de alpaca para la produccion de biogas en reactor de digestion anaerébica seca
(DAS).

Especificos

1. Aislar microorganismos nativos de desechos generados en el procesamiento de fibra
de alpaca y lana de oveja.

2. Seleccionar y caracterizar macroscopicamente y microscopicamente cepas con
capacidad de produccién de gas.

3. Caracterizar e identificar molecular las especies bacterianas y fungicas
seleccionadas con capacidad de produccién de biogas.

4. Analizar las condiciones iniciales del influente y biomasa procedente del
procesamiento de la lana de oveja y fibra de alpaca.

5. Evaluar la produccién y composicion de gas con los distintos indculos utilizando un
reactor DAS.
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HIPOTESIS
Si los desechos digestados en reactores anaerobios generan gases de combustion, entonces

es probable que a partir del uso de cepas productoras de gas para el procesamiento de fibra
de alpaca y lana de oveja dentro de un reactor DAS se pueda obtener gases de combustion

y conseguir una degradacion parcial de los desechos.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1 Digestion anaerobia

La digestion anaerdbica da como resultado la produccién de biogas, proceso natural que
conduce la conversion biolégica de carbono organico en CO2 y CH4, en condiciones
anaerébicas®. La digestion anaerobia es un proceso natural, selectivo increible porque
permite reducir una gran variedad de diferentes sustratos organicos en una molécula muy
atil (es decir, metano)®. En la naturaleza, este proceso se ha observado en humedales, campos

de arroz, pero también en los intestinos de varios animales®

Etapas de la digestion anaerobia

La digestion anaerébica (DA), es una secuencia de procesos bioquimicos en la que los
microorganismos descomponen la materia organica sélida o soluble en ausencia de oxigeno
a biogas” 8.

La transformacion bioldgica de la materia organica en metano se da en 4 etapas: hidrolisis,

acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis como se muestra en la Fig. 1.
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Figura 1. Etapas de la digestion anaerobia®

Hidrolisis
La hidrolisis es la etapa en la que la materia organica, compuesto por carbohidratos
(celulosa, hemicelulosa, almidon, lignina, etc.), proteinas y lipidos se convierten en
mondmeros solubles y mas simples como: az(cares, aminoéacidos y acidos grasos*.
Una férmula quimica aproximada para la mezcla de residuos organicos es CeH10Oa.
Y la reaccion de hidrolisis se puede escribir como!:

CsH1004 + 2H20 = CgH1206 + H2

Las bacterias involucradas en esta reaccion se llaman hidroliticas, estas bacterias son un
grupo muy heterogéneo de microorganismos que pueden ser tanto anaerobios estrictos como
anaerobios facultativos. La hidrolisis normalmente es catalizada por enzimas extracelulares

(por ejemplo, proteasa o celulasa)®.

Acidogénesis

Los compuestos organicos hidrolizados (aztcares monoméricos, aminodcidos y &cidos
grasos) son utilizados por las bacterias acidogénicas o formadoras de acido para su
crecimiento y acumulan &cidos grasos volatiles como el acido acético, acido propionico,
acido butirico y acido valérico junto con diéxido de carbono, agua e hidrégeno, Ilamado

acidogénesis. Una de las propiedades mas sorprendentes de las bacterias acidogénicas es su
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rapido crecimiento, ya que su tiempo de duplicacion se estima en 30 minutos'?. La
acumulacion de acidos grasos volatiles se puede escribir como®*:

CesH1206 <> 2CH3CH20H+2CO>

CesH1206 + 2H2 <> 2CH3CH, COOH + 2H,0

Acetogénesis
Los acetdgenos permiten convertir todos los AGV, &cidos organicos y alcoholes en acetato
y H> y CO». La tasa de crecimiento es ligeramente mas alta que la de los metandgenos, y se
estima entre 1.5 y 4 dias'?. La reaccion de la acetogénesis se puede escribir como:

CH3CH2 COOH + 2H,0 «» CH3COOH+ CO; + 3H>

Metanogénesis

Finalmente, los metandgenos utilizan acido acético, hidrégeno y didxido de carbono y
forman gas metano, esta etapa es llamada metanogénesis. EI metano se produce a partir de
una serie de sustancias simples: acido acético, etanol, metanol o didxido de carbono e

hidrégeno.

Se conocen 2 procesos para la formacion de metano, el proceso en que los metandgenos,
que utilizan acido acético, etanol y metanol es conocido como metanogénesis acetoclastica,
mientras que el hidrogeno y el didxido de carbono que utilizan metandgenos, se conocen
como metanogénesis hidrogenotrofical?. Los metandgenos también crecen lentamente con
un tiempo de duplicacion de 2 a 4 dias!!. Ademas descubrieron estequiométricamente que
aproximadamente el 70 % del metano se produce a traves de la via del acetato. Las

reacciones de metanogénesis pueden escribirse como:

Metanogénesis acetoclastica
2CH3CH20H + CO2 «» 2CH3COOH + CH4
CH3COOH + CO3 <> CH4 +2C0O2
CH30OH + H, «» CH4 +H20

Metanogénesis hidrogenotrofica
CO2+ 4H2 «>CH4 + 2H0
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1.1.1. Parametros que influyen en la digestién anaerébica

El proceso anaerobico es un proceso complejo en el que se desarrollan sustancias quimicas,
fisicas y biologicas, los pardmetros tienen una gran influencia dentro de un reactor es por
€s0 que es importante conocer sus efectos y relaciones.

pH y alcalinidad

El pH o la concentracidn de iones de hidrogeno en la fase liquida, es un parametro primordial
en el proceso de la digestion anaerobia, la sensibilidad a este pardmetro se debe
principalmente a la coexistencia de cuatro diferentes etapas desarrolladas en un solo
contenedor; cada etapa tiene su propio pH oOptimo como: la hidrolisis pH 5.5 y la
acetogénesis pH 6.5'2 mientras que el pH 7 (neutro) es 6ptimo para la acetogénesis®® y para
la metanogénesis!? se informaron diferentes rangos 6ptimos de pH que se encuentran
comdnmente entre pH 6.5 y 8.5, Ademas un pH adecuado para el funcionamiento del
sistema una vez lograda la estabilizacién del bioproceso fermentativo el pH debe

mantenerse entre 7— 8.5.

Temperatura

En la naturaleza, el metano se forma en un amplio rango de temperatura de 0 °C (campos de
hielo) a 97 °C (aguas termales)®®. Sin embargo, se identificaron tres rangos de temperatura
Optima en DA: psicrofilico (10 °C a 20 °C), mesofilico (20 °C a 45 °C) y termofilico (50 °C
a 65 °C)*2, Las condiciones psicrofilicas estan poco estudiadas hasta ahora y las aplicaciones
a menudo se limitan a zonas especificas con clima frio. Debido a su cinética realmente lenta,

los reactores psicrofilicos a menudo necesitan ser inoculados masivamente!®’.

En consecuencia los reactores mas empleados se ejecutan bajo condiciones mesofilicas!? ya
gue permiten tener una buena cinética de degradacion y sus requisitos de energia se cubren
facilmente; por otro lado, temperaturas termofilicas en los reactores presenta ventajas
interesantes en relacion con la cinética y la consiguiente reduccién del tiempo de digestion
en varios sustratos’®2% Ademas, esto permite reducir significativamente la cantidad de
patdgenos en el digestado® 22, esto es de gran importancia en contextos particulares donde
el sustrato esta biolégicamente contaminados. Sin embargo, algunos inconvenientes estan
relacionados con los procesos termofilos. La mayor cinética puede causar una rapida
hidrélisis y acidogénesis que conduce a una acumulacion de AGV en el sistema lo que podria
ocasionar fallas, cabe mencionar que los procesos termofilicos son mas sensibles a los

cambios ambientales debido a las poblaciones restringidas de microorganismos en
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comparacion a los procesos mesofilicos?®. Por otro lado, se ha registrado sensibilidad a
sustratos ricos en lipidos en microorganismos termofilicos ya que estos son inhibidos por la

alta concentracion de acidos grasos de cadena larga®*.

Sélidos totales

En el proceso de digestion anaerobia la cantidad de agua es un parametro importante ya que
si se trabaja con un alto contenido de sélidos totales, la deficiencia de agua limita mucho la
actividad y movilidad de los microorganismos, dilucion de coproductos, asi como la difusion
y transferencia de compuestos solubles?>?. Es asi que, las producciones de metano mas
bajas fueron reportadas por Abbassi Guendouz?® y Hyaric?®. aumentar la solidos totales en
los digestores. Se encontrd que el 30 % de solidos totales era un umbral critico por encima
del cual el rendimiento se reduce significativamente?. Se encontr6 que un alto contenido de
solidos totales en el digestor causa una mayor acumulacion de compuestos intermedios,

como los AGV? que causan, indirectamente, una inhibicion del proceso.

Finalmente, el bajo contenido de sélidos totales en el proceso de digestion anaerobia seca
modifica el modo del crecimiento de microorganismos; el alto contenido de sélidos totales,
amenudo vinculado a la falta de libre agua, lo que dificulta el desarrollo de microorganismos
libres y favorece el desarrollo de biopeliculas sobre el sustrato®. En sistema seco, el sustrato
jugaria el papel de fuente de energia y apoyo a la biomasa, que parece una estrategia
ventajosa ya que el uso del material organico como material de soporte para el crecimiento

bacteriano aumenta significativamente la produccion de metano®.

Amonio.

Durante el rompimiento de proteinas se acumula el amoniaco (NH3) y amonio (NH4"), este
es el principal inhibidor de los procesos de D.A. Concentraciones cerca de 1700-1800 mg/L
pueden inhibir indculos sin aclimatar, en cambio los inoculos aclimatados pueden tolerar
niveles de hasta 5000 mg/L*2. La estructura de las comunidades microbianas son mas
estables a los cambios de temperatura ya que como se ha mostrado un cambio de temperatura
de mesofilica a termofilica (o viceversa) puede resultar en una disminucién marcada en
produccion de biogas. Incluso pequefios cambios en temperatura, de 35°C a 30°C y de 30°C
a 32°C han mostrado reducir la velocidad de produccion de biogas®:.
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1.1.2. Ventajas y desventajas del tratamiento anaerobio

Ventajas de tratamiento anaerobio

El uso de este tipo de reactores el aspecto econémico se ve beneficiado grandemente asi por
ejemplo en la construccion al no ser completa los costos son menores, en temas de operacion
y mantenimiento también presenta costos relativamente bajos. En cuanto a la disposicion de
lodos provenientes del reactor al no requerir muchos tratamientos el costo es minimo®*,
Ademaés de tener estas ventajas por ser un sistema anaerobio cuenta con otras ventajas como

se puede observar en la Tabla 134,

Tabla 1. Ventajas del tratamiento anaerobio®

Ventajas
- Simplicidad, la construccion y operacion de estos reactores es simple
- Bajos requerimiento de espacio
- Flexibilidad, el tratamiento anaerobio puede ser facilmente aplicado a mini
escala y a gran escala
- Alta eficiencia en la eliminacion de carga organica

Desventajas del tratamiento anaerobio

El Instituto Federal Suizo de Ciencias y Tecnologia Acuéticas®® hace referencia que se
convierte en un tratamiento inestable al tener cargas organicas variables durante la
operacion, ademas se menciona que no son aptos para regiones con temperaturas
extremadamente frias. Ademas de esta desventaja el sistema anaerobio cuenta con otras

desventajas como se observa en la Tabla 2°°.

Tabla 2. Ventajas del tratamiento anaerobio3®

Desventajas
- Periodo de inicio largo debido a la velocidad de crecimiento de
organismos metanogénicos
- Necesidad de un pos tratamiento
- El tiempo de retencion de la materia organica es muy largo

1.2 Microorganismos

1.2.1. Bacterias

Las bacterias son organismos unicelulares procariontes, esto quiere decir que estan formados
por una sola célula carente de nucleo. Su acido desoxirribonucleico (ADN) se encuentra
libre en el citoplasma y no tienen organelos, como las mitocondrias, cloroplastos o aparato
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de Golgi. A pesar de su sencilla organizacion celular, cuentan con una pared celular (capa
de polisacaridos) que envuelve la célula proporcionandole rigidez y proteccion.

Son tan pequefias que es imposible verlas a simple vista, solamente cuando llegan a
agruparse formando colonias es cuando las podemos reconocer. Ademas de contar con una
pared celular, cuando las condiciones ambientales se tornan hostiles muchas bacterias
forman en su interior estructuras de proteccion llamadas endosporas, las cuales contienen el
material genético y las sustancias necesarias para poder sobrevivir. Algunas son tan
resistentes que permiten a la bacteria sobrevivir a altas temperaturas e incluso a largos

periodos de tiempo®.

Las bacterias anaerobias cuentan con un metabolismo que genera su energia a partir de
sustancias que carecen de oxigeno, lo hacen generalmente a través de procesos de
fermentacion, aunque en ocasiones, como en el caso de las que se encuentran en grietas
hidrotermales marinas a grandes profundidades, que lo hacen mediante reacciones que

emplean compuestos quimicos inorganicos®”.

1.2.2. Hongos

Los hongos, por su capacidad hidrolitica y por su distribucién, son los organismos
lignoceluloliticos por excelencia. Secretan enzimas extracelulares que actlan
sinérgicamente en la degradacion de estos materiales e incorporan moléculas pequefias que
utilizan como fuente de materia y energia para su crecimiento. P. ostreatus degrada lignina
de manera oxidativa, involucra enzimas como la lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa
y lacasas®. El uso potencial biotecnoldgico y en aplicaciones medioambientales de los
hongos de podredumbre blanca (Pleurotuss pp) para la biodegradacion de la lignina se ha
discutido ampliamente®®, evalué hongos de pudricién blanca
(Phanerochaetechrysosporium, Trametes versicolor, Ceriporiopsis subvermispora, Yy
Pleurotus ostreatus) como pretratamiento de la paja de arroz para mejorar las condiciones
de los sustratos en produccion de biogas*.

1.2.3 Consorcio microbiano

Los consorcios microbianos son de naturaleza ubicua y estan implicados en procesos de gran
importancia para los humanos, desde la remediacion ambiental y el tratamiento de aguas
residuales hasta la asistencia en la digestion de alimentos*! ; son asociaciones naturales de

dos 0 mas especies que actian como una comunidad, son sistemas naturales en los que
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microorganismos de distintas especies, a
menudo de distintos géneros, coexisten espacialmente y cooperan, posibilitando asi la

supervivencia de todos ellos*.

Las poblaciones mixtas pueden realizar funciones que son dificiles o incluso imposibles para
cepas o especies individuales. Equilibrar dos 0 mas tareas para que se completen de manera
eficiente dentro de un organismo puede plantear desafios insuperables en algunas

situaciones*!.

La ventaja de los consorcios frente a los aislamientos de cepas individuales se atribuye a las
caracteristicas de comunicacién y cooperacion que se pueden dar entre los miembros de un
consorcio, permitiéndoles soportar fluctuaciones del medio ambiente, asi como dividir el
trabajo para el aprovechamiento de las diferentes habilidades metabédlicas dadas por la

biodiversidad que estos presentan*?,

1.2.4. Microbiologia de los procesos anaerobios.

La comprension de las interacciones complejas de microorganismos involucrados en la DA
es de interés para mejorar el control de los procesos*®. De acuerdo al sustrato utilizado, los
microorganismos se pueden clasificar en autotrofos y heterétrofos. Los heterotrofos utilizan
la materia organica como fuente de energia y de carbono para la sintesis de nuevos
microorganismos, mientras que los autotrofos oxidan compuestos inorganicos para la

obtencidn de energia utilizando el CO, como fuente carbonada®*.

La conversion anaerobia de complejos organicos en didxido de carbono y metano requiere
de la actividad coordinada de diferentes grupos troficos de poblaciones bacterianas.
Tradicionalmente la degradacion anaerdbica ha sido considerada como un proceso que
acepta la existencia de tres grandes grupos bacterianos: las bacterias formadoras de acidos
(6 acidogénicas), las formadoras de acetatos (0 acetogénicas) y finalmente las formadoras
de metano (0 metanogénicas).

Cuatro grupos principales estan involucrados en un proceso de D.A. Estos grupos son
bacteria fermentativa-hidrolitica, bacterias acetogénicas reductoras de protén, metandgenos
hidrogenotroficos y metandgenos acetoclasicos®?.

A continuacion se describen los grupos principales que intervienen en los procesos

anaerobicos:

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

Hidroliticas

Los principales géneros que hacen parte de los microorganismos hidroliticos se encuentran:
Clostridium, acetovibrio, micrococcus, staphylococcus y bacillus®.

Aciddgenos

La poblacion acidogénica es la mas grande, consiste en cerca del 90 % de la poblacion total
de un digestor, algunos de los microorganismos presentes dentro de este grupo
son:Acinetobacter, Lwoffi, Acinetobacter sp, Actinomyces sp, Alcaligenes, Pasteurella sp,
Staphylococcus hominis,Bacillus, y Kleibsiella oxytoca,
clostridium spp, peptococcus, Bifidobacterium, Delsulphovibrio spp, Lactobacillus, Staphy

lococcus y Escherichia coli 6.

Metanogeénicos

Son taxonomicamente y filogenéticamente grupos de microorganismos que requieren
energia para el crecimiento en las reacciones que originan metano. Sin los metandgenos, la
degradacion efectiva de materia orgénica podria disminuir debido a la acumulacion de
productos no gaseosos de fermentacion, los cuales tienen casi la misma energia contenida

en el sustrato original®’.

Algunos de los metandgenos incluyen miembros del
género: Methanosarcina y Methanosaeta. Methanobacterium,
Methanobacillus y  Methanococcus®’, Methanosarcinales, Methanomicrobiales,
Methanobacteriales, Methanococales y Methanopyrales*®. Estos microorganismos tienen
crecimiento lento, por lo tanto su metabolismo es considerado como paso limitante en el

tratamiento anaer6bico.

1.3 Biogas

1.3.1 Principales compuestos de biogas.

El biogas de los digestores de aguas residuales generalmente contiene de 55 a 65 % de
metano, de 35 a 45 % de dioxido de carbono y < 1 % de nitrégeno, biogas de digestores de
residuos organicos por lo general contiene de 60 a 70 % de metano, 30 a 40 % de didxido
de carbono y < 1 % nitrégeno, mientras que en los vertederos el contenido de metano suele
ser de 45 a 55 %, el carbono dioxido de 30 a 40 % y nitrogeno de 5 a 15 %*°.
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La produccion de biogas forma parte del conjunto de energias limpias que parcialmente
pueden ayudar a remplazar el uso de combustibles fésiles y reducir el impacto ambiental
partiendo de recursos renovables®. El potencial de produccion de biogas podria remplazar
en un 20-30 % el consumo total de gas natural. El contenido de metano del biogés otorga el
valor combustible al gas, tipicamente la digestion anaerobia de solidos organicos

biodegradables, contiene aproximadamente 60-65 % de metano®°.

Por otra parte, los residuos resultantes de la digestién anaerdbica son ricos en nutrientes (N
y P) y pueden ser aplicados como fertilizantes reduciendo el uso de quimicos. La
biotecnologia anaerdbica ha sido reportada como una alternativa sostenible por el volumen
de los residuos organicos que utiliza, reduce y estabiliza*. Se utilizan distintos materiales
organicos, y residuos de la agroindustria, algunos son resistentes a la digestion anaerdbica
como es el caso de los sustratos lignocelulésicos, que estan compuestos por una compleja 'y
rigida matriz, muy resistente al ataque enzimatico. Celulosa y hemicelulosa pueden ser

degradadas en el proceso de digestion anaerdbica, no asi la lignina*.

La produccion de biogés a partir de biomasa lignocelulésica se basa en la despolimerizacion
de estos materiales en azlcares fermentables. Reducir su tamafio, alterarlos quimica o
fisicamente para mejorar la susceptibilidad de sus enlaces glucosidicos a la escision &cida o
enzimatica, son métodos utilizados como pretratamientos®. El ensilaje y la preservacion
alcalina de materiales de cultivos frescos, como el maiz, resultan métodos utiles de
pretratamiento para la produccion de metano®2. Actualmente se estan investigando
tratamientos biol6gicos con microrganismos 0 enzimas como mejoradores del proceso de
digestion, no solo por la remocion de la lignina sino también por la remocién de
componentes especificos como sustancias antimicrobianas. La degradacién biologica de
polimeros lignoceluldsicos es llevada a cabo por diversas enzimas (amilasa, celulasa,

proteasa, lipasa) que mejoran su biodigestibilidad en la produccion de biogas®2.

1.4 Biodegradacién

La degradacién anaerobia de materia organica compleja, a sido descrita como un proceso de
series de varios pasos Yy reacciones paralelas en las que varios grupos clave de las bacterias
participan®. La hidrdlisis es normalmente limitante de la velocidad si el sustrato esta en

forma de particulas.
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La cinética de primer orden de la degradacion del sustrato es el tipo mas simple y ha sido
utilizado con éxito para una descripcion de la hidrolisis. La hidrdlisis de primer orden. La
funcion es una expresion empirica que refleja los efectos acumulativos de muchos procesos.
Particulas grandes con una baja relacion superficie-volumen se hidrolizan mas lentamente

que las pequefias particulas®

1.5 Lana de ovejay fibra de alpaca

La lana es un pelo, en general suave y rizado, que en forma de vellén recubre el cuerpo de
los carneros y ovejas. Esta formada a base de la proteina llamada queratina, en torno al 20-
25 % de proporcidn total. Cada pelo es segregado en un foliculo piloso y consta de una
cubierta externa escamosa (lo que provoca el enfiltrado) que repele el agua, una porcion
cortical y otra medular (que absorbe la humedad). Varia entre 12 y 120 micras de diametro,

segun la raza del animal productor y la regién de su cuerpo, y entre 20 y 350 mm de longitud.

1.5.1. Propiedades quimicas

Accidn del agua en la lana

Los enlaces iénicos entre los grupos terminales de aminoacidos acidos (COQ") y basicos
(NH3*) de las cadenas laterales contribuyen, junto con los enlaces de hidrégeno, a estabilizar
la estructura de la queratina seca, mientras que ambos tipos de enlace se van rompiendo a
medida que la queratina absorbe agua (hasta un 34% de su peso en seco). Los enlaces
disulfuro no se ven afectados por la presencia de agua, mientras que los enlaces hidrofobicos
entre cadenas apolares tienen lugar, Unicamente en presencia de un elevado contenido en

agua™.

La fibra se vuelve més susceptible al dafio quimico en medio acuoso, debido a que las
cadenas proteicas pueden ser ionizadas y atraer pequefias moléculas de acidos y alcalis. Las
condiciones alcalinas son mas dafiinas que las condiciones acidas. Dado que las lanas bien
lavadas en un medio alcalino débil poseen un pH de extracto acuoso entre 9 y 10, y que la
temperatura no suele superior a 50°C, durante esta operacion no se puede producir una

alteracion significativa de la fibra.
Accién de los alcalis en la lana

Los alcalis actuan principalmente sobre la queratina hidrolizando la cadena polipeptidica,
atacando algin resto aminoécido y creando nuevos enlaces transversales®. Las proteinas
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que contienen cistina son especialmente sensibles, debido a la reaccién de los enlaces
disulfuro con el &lcali®’. Cuando la lana es atacada por los alcalis se produce una pérdida de
resistencia, su color tiende amarillear, el tacto es méas aspero, depreciandose su calidad
comercial. Por ello, en todos los procesos en medio alcalino, las condiciones deben ser

controladas para evitar un ataque de la fibra fuera de los limites aceptados®®.

1.5.2. Propiedades fisicas

Las propiedades fisicas de las fibras queratinicas dependen de forma marcada de su
contenido de agua absorbida, lo que se cumple tanto para la cuticula como para el resto de
la fibra. El agua actia como plastificante, puesto que reduce las interacciones entre grupos
acidos y basicos por ruptura de puentes de hidrégeno, reblandeciendo por tanto la queratina.
De todos modos, los enlaces disulfuro previenen la disolucion de la fibra y limitan mucho

su reblandecimiento®.

Resistencia
Es el esfuerzo de traccion que es capaz de soportar una fibra o un haz de fibras de lana. Esta
correlaciona positivamente con el espesor y depende del grado de humedad de la lana. La

pérdida de resistencia con la humedad se acentiia mas en las lanas finas que en las bastas®®.

Extensibilidad
Es la capacidad que tiene la lana de poder estirarse antes de producirse la ruptura. La

humedad puede aumentar la extensibilidad de la fibra hasta un 40-80 %°°.

Elasticidad

Es la capacidad que tiene la lana de regresar a su longitud inicial después de haber sido
estirada. La fibra de lana es elastica debido a su estructura helicoidal. Si estiramos la fibra
por encima de su limite de elasticidad, se sigue estirando pero ya no vuelve a su longitud
original ya que su estructura ha quedado dafiada. Si seguimos estirando y superamos su

limite de extensibilidad la fibra se rompe. Las lanas finas son més elasticas que las bastas®®.
Higroscopicidad

La lana absorbe hasta el 50 % de su propio peso sin que se produzcan escurrimientos. El

grado de absorcién varia con las condiciones ambientales de almacenamiento y con el
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tiempo y superficie de exposicion*’. La higroscopicidad es una propiedad considerada en el

momento de la comercializacion ya que puede aumentar el peso de una "pila" de lana®.

La fibra de lana ideal para la industria tendria que ser fina, larga, resistente, eléstica y poco
higroscdpica, aunque estas cualidades, debido a las correlaciones existentes entre ellas, son

dificiles de conseguir conjuntamente por seleccion®.

1.6 Materias primas potenciales para la produccion de biogas

El proceso de digestion anaerdbica suele utilizar como materia prima la biomasa que se
puede procesar facilmente como: estiércol de ganado, desechos de procesamiento de
alimentos y lodos de aguas residuales. Sin embargo la biomasa de dificil procesamiento tiene
una gran abundancia y se acumula velozmente, por lo que actualmente se investiga nuevas
maneras de aprovechar estos residuos o biomasa, ya que si se trata adecuadamente, puede
ser una materia prima valiosa para la produccion de biogas, lo que reduciria la
contaminacion ambiental y mejoraria la recuperacion de la energia renovable. Por ejemplo,
los residuos lignocelulésicos tienen aproximadamente 40-60 % de celulosa y 20-40 % de
hemicelulosa®,que es una buena fuente potencial de carbono para la produccion de biogas

si se hace accesible a los microorganismos.

Ademas, los desechos ricos en queratina por ejemplo las plumas estan compuestos por
aproximadamente 91 a 93 % de proteina cruda®:%? que es una proteina insoluble y cuando
se convierte en oligdmeros solubles pueden ser de gran potencial para la produccion de
biogéas. Ademas, aproximadamente el 91 % de los sélidos volatiles de los desechos de
algunas especies de frutas son degradables® y los desechos de procesamiento de alimentos
también tienen buenos potenciales para la produccion de biogas. El potencial de produccién
de biogés de estas materias primas varia dependiendo de su composicion y concentracién de
material biodegradable. Por lo tanto, algunas de estas materias primas que son indigeribles,
dificiles de digerir, lentas para digerir o que contienen inhibidores se discuten como materias

primas potenciales para la digestion anaerobica®®.

1.6.1. Materias primas no digeribles
Una gran parte de los desechos producidos a nivel mundial estan compuestos de materiales
organicos no digeribles, que no son biodegradables biol6gicamente o que su degradacién es

extremadamente lenta y no tiene costo alguno®.
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Los rellenos sanitarios contienen muchos compuestos no digeribles, como el papel
procesado y restos de madera. Debido a la naturaleza indigesta y heterogénea de estos
desechos, sus volimenes aumentan exponencialmente y representan una amenaza
ambiental. Segun el banco mundial, estos materiales representan la mayor proporcion de
residuos solidos municipales en los paises de altos ingresos, mientras que representan el 27

% de los residuos solidos globales generados en 2009,

Los desechos no digeribles contienen componentes que pueden ser utilizados por los
catalizadores microbianos durante la produccién de biogés. Recientemente, se realizaron
algunos estudios sobre la degradaciéon biolégica de materia prima tradicionalmente no
digerible para la produccion de biogas. Por ejemplo, se demostré que una nueva bacteria,
Ideonella sakaiensis 201-F6, degrada el tetraftalato de polietileno (PET)®®. Ademas, la
digestion de textiles de algoddn / poliéster se investigd en otro estudio®. Sin embargo, estos

procesos son prematuros y se requiere mas investigacion para ampliar la escala®®.

1.6.2. Desechos ricos en queratina

Los desperdicios ricos en queratina, como plumas de pollo, lana, pelo, ufias, cuernos,
pezufas y garras son producidos en todo el mundo por las industrias de aves de corral, lana,
carne y peces. Por ejemplo, el stock promedio mundial de pollo es de unos 22 mil millones;
asi, las industrias avicolas producen una tremenda cantidad de plumas al afio. Ademas, la
produccién mundial de lana asciende a 2.1 millones de toneladas por afio. Suponiendo que
toda la proteina insoluble (queratina) se convierte en proteina soluble, el potencial de metano
de los desechos de queratina es tan alto como 0.496 Nm3/kgSV®'. Sin embargo, el
rendimiento de metano obtenido suele ser bajo debido a la estructura recalcitrante de la

gueratina.

La queratina es una proteina estructural insoluble en la que la cadena de polipéptidos esta
fuertemente empaquetada y altamente reticulada con enlaces de disulfuro, enlaces de
hidrogeno e interacciones hidrfobas®®. Esta estructura hace que la proteina sea insoluble y
resistente al ataque enzimatico, que es un obsticulo importante en el procesamiento

bioldgico de estos desechos.

La queratina en el cabello, la lana y el cuerno se empacan de manera muy estable en hélices
de hélice y son diferentes de la queratina de las plumas de pollo (hélice b) porque contiene
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una mayor cantidad de cisteina, lo que hace que las queratinas sean uniformes, mas dificil
de hidrolizar que las b-queratinas. Por lo tanto, se requiere un tratamiento previo adecuado
antes de la produccidon de biogés para los desechos ricos en queratina que se utilizaran para

la produccion de biogas®.
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS

2.1 Lugar de Ejecucion
La presente tesis se ejecuto 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,
Perl (Anexo 1)

= Laboratorio H — 301

= Laboratorio de microbiologia H — 405

= Laboratorio F — 405 (Vicerrectorado de Investigacién)

= Laboratorio F — 407 (Vicerrectorado de Investigacion)

2.2 Material
2.2.1. Material Biologico
= Microorganismos aislados, bacterias y hongos, de muestra de fibra de alpaca y lana
de oveja de la planta IV de la empresa Inca Tops S.A.
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2.2.2. Material de laboratorio

Jarra de anaerobiosis de 2.5 L, Merck

Asa de Kohl, en argolla y en punta

Camara de Neubauer, Marienfeld Germany

Cinta indicadora de pH, Merck

Espatula. Micropipeta de 10 uL - 100 pL, Dragon Lab.
Micropipeta de 100 pL - 1000 uL, 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.

Tubos Falcon

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.
Alcohol acetona
Lugol

Safranina

Cristal violeta
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2.2.5. Medios de cultivo.
= Agar agar, Merck.
= Agar Sabouraud, Merck.
= Agar sangre, Merck.
= Caldo tioglicolato, Merck.
= Caldo dextrosa Sabouraud, Merck.

= Caldo papa dextrosa.

2.2.6. EQuipos.
= Medidor de gases, Multitec 540.
= 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.
= Bolsas Ziploc 7x9.
= Calentador con termostato de 200 W, SOBO.
= Cocinilla.
= Globos metalicos
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2.3 Métodos

2.3.1 Aislamiento de microorganismos nativos de desechos generados en el
procesamiento de lana de oveja y fibra de alpaca.

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

lana oveja

Se realizd 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.

La toma de muestras se realiz6 en distintos puntos: zarandela muestra “A”, rejilla al ingreso
del sedimentador muestras “B”, tachos de desechos muestra “C”, tierra de lana de alpaca
muestra “T”, carca muestra “Ca”, morel muestra “M”, lavado de apertura muestra “L” y

sacudidora muestra “S”.

Preparacion de las muestras para la siembra
Se preparo una solucion de Triton-100X 0.001 v/v y se colocé 10 mL de la solucion en un
tubo falcén, se le agrego 1g de muestra y se llevo al vortex durante 1minuto y 30 segundos;

se realizo este procedimiento con cada una de las muestras.

Aislamiento y purificacion de cepas bacterianas y fungicas

Para el aislamiento de bacterias se preparo caldo de tioglicolato, siguiendo la metodologia
del Anexo 2, en tubos de 20 mL, el medio se esterilizé usando el autoclave por 15 minutos
a 120 C° a 1.5 atmosferas, luego se dejo en la incubadora por un periodo de 24 horas para

probar inocuidad del caldo.

Finalmente se inocularon las muestras previamente tratadas en el caldo tioglicolato y se
lleva a la incubadora por 72 horas para su crecimiento; como se muestra en la Fig. 2. el
crecimiento de los microorganisos se evidencia por la turbidez del medio, los
microorganimos con capacidad de crecer en condiciones anaerdbicas son las que se

encuentran en la parte inferior del tubo.
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Figura 2.Tubos con caldo tioglicolato con crecimiento de cepas

Se prepard previamente los medios de cultivo agar sangre (bacterias) y agar Sabouraud
(hongos) de acuerdo a los Anexos 3 y 4 respectivamente, luego se esterilizaron usando el
autoclave por 15 minutos a 120 C° a 1.5 atmdsferas y enseguida se distribuyeron en placas
de 20 mL para finalmente después de haber gelificado y sellado las placas ser llevadas a la

incubadora por 24 horas para comprobar la inocuidad del medio.

Se toma con el asa de Kolle una pequefia porcion de las muestras previamente tratadas y se
siembra por agotamiento en el medio en las placas Petri con agar sangre. Por Gltimo se

coloca en la jarra de anaerobiosis y se lleva dentro de la camara de incubacion a 37°C.

Para el aislamiento de hongos se prepar6 agar Sabouraud de acuerdo al Anexo 4, se tomé
una pequefia muestra y se sembrd, por Gltimo se coloca en la jarra de anaerobiosis a
temperatura ambiente. La jarra de anaerobiosis da las condiciones idéneas para el desarrollo
del microorgansmo ya que al colocar una vela prendida dentro de la jarra, esta consume el
oxigeno presente y genera COa.

A partir de las placas madre Fig. 3 se realizaron cultivos sucesivos en agar sangre para
bacterias y agar Sabouraud en el caso de hongos para la purificacion de las cepas hasta
conseguir placas con cepas puras como se muestra en la Fig. 4.
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Figura 4. Placas con cepas puras

2.3.2. Seleccion y caracterizacion macroscopica y microscopica de cepas con
capacidad de produccion de gas

Seleccién de microorganismos con capacidad de produccion de gas

Para identificar las cepas con capacidad de produccién de gas se prepard caldo de
tioglicolato (Anexo 3) complementado con 15 g/L de agar agar; el medio se autoclavo por
15 minutos a 120 °C y 1.5 atm, luego se dejo enfriar, se llevé a la incubadora y pasadas 24
horas se comprobo6 la inocuidad del medio. Finalmente todas las cepas fueron sembradas y
puestas en la incubadora por 7 dias a 37 °C en el caso de las bacterias y 14 dias a temperatura
ambiente en el caso de los hongos.
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Caracterizacién macroscoépica de cepas bacterianas y fungicas

La caracterizacion de cepas bacterianas se realizd en medio de cultivo agar sangre en
cultivos puros en donde se tomaron en cuenta las caracteristicas morfoldgicas de la colonia
como: tamafo, superficie, forma, borde y consistencia. También se toma en cuenta la
hemolisis ya que algunas bacterias producen hemolisinas que causan la lisis de los hematies;
la hemolisis puede ser beta (zona clara alrededor de la colonia), alfa (halo de color verdoso
por oxidacién de la hemoglobina de los glébulos rojos a metahemoglobina en el medio) o

gamma (sin cambio de color en el medio)®°.

Para la identificacion de cepas fungicas se realizo en cultivos puros y se tomaron en cuenta
las siguientes caracteristicas: color, crecimiento, textura y borde; sin embargo esta

caracterizacion solo nos da una idea de la cepa fungica y no es concluyente.

Caracterizacion microscopica de cepas bacterianas y fangicas

A cada una de las cepas aisladas se le realizd una caracterizacion microscépica. En el caso
de bacterias se hizo una tincion de Gram realizada de la siguiente manera: Primero se hizo
un extendido de la muestra en una lamina portaobjetos y se dejo secar a temperatura
ambiente. En seguida se agregd azul de violetay se esperd un minuto. Se enjuago con agua
después se agrego lugol, se esperd un minuto y luego se procedié a agregar alcohol acetona
y esperar de 5 a 30 segundos (las Gram negativas se decoloran, las Gram positivas no). Se
enjuago con agua y por ultimo agregar safranina, tincién de contraste, esperando un minuto;
tifiendo las bacterias Gram negativas de un color rosado — rojizo. Se lavd levemente con

agua, se esperd que seque y se procedid a observar al microscopio.

2.3.3. Caracterizacion e identificacion molecular de especies bacterianas y fungicas
seleccionadas con capacidad de produccion de gas

Aislamiento de ADN

El ADN de las cepas nativas fue aislado de la siguiente manera, con una asa se tomé una
asada de colonias de la placa Petri , la cual fue resuspendido en 200 uL 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 agreg6 150 pL de reactivo presipitador de proteinas MPC, se agité y se llevo
a 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
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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 esteril™.

Amplificacion del gen RNAr 16S para bacterias e ITS para Hongos.

Posteriormente la amplificacion del ADN se realiz0 mediante la técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction). Para realizar la PCR a cada tubo de PCR se afiadio 2 pL de
ADN de cada muestra, 2 puL de la solucién de primers para la amplificacion del gen del
RNAr 16S en el caso de bacterias y primer ITS para el caso de los hongos (cada uno con
una concentracion final de 200 uM), y 30 uLL de Platinum PCR Supermix High Fidelity. Los
tubos, se colocaron en un termociclador Bio Rad (MyCycler™ Thermal Cycler System With
Gradient Option) y se programé de la siguiente manera: 95 °C por 5 minutos, 25 ciclos de
94 °C por 70 segundos (desnaturalizacion), 55 °C por 70 segundos (hibridacién) y 72 °C por
70 segundos (extension). Finalmente 1 ciclo a 72 °C por 7 minutos. Luego de la

amplificacion las muestras seran mantenidas en el termociclador a 4 °C (post incubacion)’®.

Electroforesis y purificacion de productos de PCR

El producto de de la PCR fue separado en un gel de agarosa al 1.5 % y la banda
correspondiente al gen RNAr 16S e ITS fue cortado del gel para su purificacion utilizando
el kit QIAquick PCR Purification Kit. Donde se utilizé columnas de QIAGEN vy se siguio

las instrucciones de la compaiiia.

Secuenciacién de productos de PCR

Para la secuenciacion de los productos de la PCR se procedio a colocar a 20 uL de ADN
purificado 1 pL de Primer para secuenciar (el gen ADNr 16S para bacterias y ITS para
Hongos) los tubos fueron etiquetados y fueron enviados al DNA Sequencing | Functional

Biosciences, Inc.

Filogenia molecular

Las secuencias del gen RNAr 16S 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 construyé arboles filogenéticos para

determinar las distancias genéticas, porcentaje de similitud con otras especies. Ademas se
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realizaron pruebas de alineamiento multiple y filogenia con el programa CLUTAL Omega’*~
73

Elaboracién de curvas de crecimiento de cepas bacterianas.

Para la elaboracion de las curvas de crecimiento de las bacterias, primero se preparé el
indculo utilizando caldo tioglicolato (Anexo 2) en tubos de ensayo de 20 mL, se sembraron
en el caldo tioglicolato y se conservaron dentro de la incubadora a 37 °C por 3 dias. Pasado
este tiempo se prepard caldo tioglicolato en 3 frascos de vidrio de 100 mL y se colocé 5
mL del indculo, se sellaron los frascos y se conservaron en la incubadora. Se tom6 muestra
cada 2 horas durante 3 dias en tubos Ependorff conservando los mismos en congelacion.
Este procedimiento de realiz6 para cada una de las bacterias, Para procesar las muestras
fueron llevadas a temperatura ambiente; se peso el tubo Eppendorf vacio, se tom6 1 mL de
muestras, se llevo a la centrifuga por 5 minutos a 5000 rpm, se elimino el sobrenadante y se
peso el tubo Eppendorf con el pellet formado, por diferencia de pesos se hallo la masa de

esta manera se determind la cantidad de bacterias en 1mL.

Elaboracién de curvas de crecimiento de cepas fungicas.

Se prepard caldo papa dextrosa como indica en el Anexo 5y se distribuy6 15 ml del caldo
en tubos de ensayo, se comprobd la inocuidad del medio para luego ser inoculada con cada
una de las cepas fungicas, por ultimo se coloc6 cada tubo inoculado en la jarra de
anaerobiosis, esta crea asi el ambiente anaerobio necesario para el desarrollo de cada una de
las cepas fungicas. Estas fueron conservadas durante 15 dias a temperatura ambiente. Este

proceso se realiz6 con cada uno de los hongos seleccionados.

Se prepar6 nuevamente caldo papa dextrosa (Anexo 5) en frascos de 100mL 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 realizé para cada uno de los hongos. Para procesar
las muestras fueron llevadas a temperatura ambiente; se pesaron tubos Eppendorf vacios
luego se midid 1 mL, se llevo a la centrifuga por 5 minutos a 5000 rpm, se eliminé el
sobrenadante y se peso el tubo Eppendorf con el pellet formado, por diferencia de pesos se

hallé la masa. De esta forma se realizd las curvas de crecimiento de cada cepa.
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2.3.4. Analisis de las condiciones iniciales del influente y biomasa procedente del
procesamiento de la lana de oveja y fibra de alpaca.

Composicion del influente

Se mandé analizar el agua residual de la planta Inca Tops- Zamécola en el laboratorio de
control de calidad ALS LS Peru con la finalidad de obtener los parametros iniciales del agua

y analizar si los componentes de esta podrian interferir en la produccion de gas.

Composicion de la biomasa

Se mando analizar la biomasa (residuos solidos textiles) de la planta Inca Tops- Zamécola
en el laboratorio de ensayo y control de calidad de la Universidad Catdlica de Santa Maria
Arequipa-Peru con la finalidad de obtener los parametros y analizar si los componentes de
esta podrian interferir en la produccion de gas.

2.3.5. Evaluar la produccién y composicion de gas con los distintos inoculos
utilizando un reactor DAS

Se us6 un reactor de digestion anaerdbica seca con recirculacion para el tratamiento de
residuos sélidos industriales de la planta Inca Tops S.A. de 20 L capacidad en total y un

volumen efectivo de 11 L.

Teniendo en cuenta esto se construyeron 3 biorreactores para las pruebas, dichos 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
prepar6 caldo tioglicolato y caldo dextrosa-Sabouraud para inoculos bacterianos y fungicos
respectivamente, se distribuyeron en frascos de 100 mL cada uno, luego son esterilizados en
autoclave durante 15 minutos a 120 °C a 1.5 atmdsferas. Se deja enfriar y se coloca en
incubadora por espacio de 24 horas para probar la inocuidad del medio. Para el inéculo se
toma una pequefia porcion de las muestras aisladas y se colocan en el medio, en seguida se
les afiade vaselina liquida esterilizada hasta que cubra la superficie, luego son llevadas a la
camara de incubacion a 37 °C durante 3 dias en el caso de bacterias y a temperatura ambiente
durante 15 dias en el caso de los hongos. Finalmente se realiza el conteo y los calculos para

tener la misma cantidad de microorganismos por inoculo.
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Para la puesta en marcha de los reactores primero se colocé 5 Kg de los residuos sélidos
textiles (biomasa) previamente hidratados con el agua residual de la empresa para el mejor
funcionamiento en cuanto a la recirculacion, Luego se inoculd el primer reactor con
bacterias, el segundo reactor con hongos y el tercer reactor con el consorcio microbiano.
Finalmente se cerraron los reactores 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.

2.3.7. Evaluacion de la composicion y produccién de biogés.
Se midié el volumen de produccion de gas de cada reactor, ademas de la composicion del
gas con el medidor de gases MultitecR 540, el cual mide CH4, CO2, H2O y O a cada uno de

los globos llenados durante el proceso.
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CAPITULO 11l
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Aislamiento de microorganismos nativos de desechos generados en el
procesamiento de lana de oveja y fibra de alpaca.

3.1.1. Aislamiento y purificacion de cepas bacterianas y fungicas

El caldo tioglicolato permite determinar el tipo de microorganismo de acuerdo a la ubicacion

del crecimiento en el tubo, por trabajar con un reactor de naturaleza anaerobia se extrae

muestra de la parte inferior del tubo donde se desarrollan las cepas anaerobias estrictas.’

El aislamiento de cepas bacterianas se realiz6 en agar sangre obteniendo un total de 52
cepas, de las cuales 10 proceden de la muestra “A”, 4 de la muestra “B”, 7 de la muestra
“C”, 12 de la muestra “T”, 6 de la muestra “Ca”, 1 de la muestra “M”, 6 de la muestra “L”

y 6 de la muestra “S”. Todas estas mostraban diferencia macroscépica entre si.

El aislamiento de cepas fungicas se realizé en agar Sabouraud obteniendo un total de 15

cepas, de las cuales 6 proceden de la muestra “A”, 6 de la muestra “B”, 3 de la muestra “C”’.
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3.2 Seleccion y caracterizacion macroscopica y microscopica de cepas con capacidad
de produccioén de gas

3.2.1 Seleccion de microorganismos con capacidad de produccion de gas

Las cepas aisladas de los residuos sélidos textiles ademas de ser anaerobias deben tener la

capacidad de producir biogas por esta razon se utiliza agar Sabouraud y caldo tioglicolato

complementado con agar agar en tubo que al ser un medio solido permite evidenciar la

produccion por la ruptura o desplazamiento del medio dentro del tubo de ensayo.

Teniendo en cuenta esto se probd cada una de las cepas asiladas (Anexo 6 y 7), para las
bacterias en medio tioglicolato y para los hongos en medio Sabouraud, en donde se
evidencio que solo 3 cepas bacterianas y 3 cepas tienen la capacidad de producir biogés.
Como se muestra en la Fig. 5 las cepas bacterianas T-1, A-0 y A-3 son capaces de producir

gas al mostrar ruptura y desplazamiento del medio.

Figura 5. Bacterias con capacidad de produccion de gas

Las cepas fungicas MA-3, MA-4, MC-1 muestran ruptura y desplazamiento del medio lo

que evidencia la capacidad de produccion de gas Fig. 6.

Figura 6. Hongos con capacidad de produccion de gas
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3.2.2 Caracterizacion macroscopica de cepas bacterianas y fungicas

Caracterizacion macroscépica de cepas bacterianas

Se realiz6 una descripcién macroscépica de las cepas bacterianas tal como se muestra en la
Tabla 3, estas figuras fueron tomadas de placas de agar sangre con 72 horas de cultivo a

temperatura y presion normal.

Tabla 3. Descripcién macroscépica de cepas bacterianas

Cepa Figura Descripcion

Presenta colonias de consistencia
cremosa, medianas de superficie lisa
con relieve convexo de forma circular
con bordes redondeados, ademas se
puede visualizar una alfa hemolisis por
presentar halo de color verdoso por
oxidacion de la hemoglobina de los
glébulos rojos a metahemoglobina en el
medio

Cepa T-1

Figura 7. Apariencia
macroscopica de la cepa T-1

Presenta colonias de consistencia
membranosa, medianas de superficie
lisa y plana de forma fusiforme con
bordes redondeados, ademés se puede
visualizar una beta hemdlisis.

Figura 8. Apariencia
macroscopica de la cepa A-0

Presenta colonias de consistencia
cremosa, medianas de superficie lisa
Cepa A-3 ~con relieve plano convexo de forma
\ circular con bordes redondeados,
\/ ademas se puede visualizar una gamma
: hemolisis.
Figura 9. Apriencia
macroscopica de la cepa A-3
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Caracterizacién macroscoépica de cepas fungicas
Tal como se muestra en la Tabla 4 se realiz6 una descripcion macroscépica de las cepas
fangicas, estas figuras fueron tomadas de placas de agar Sabouraud con 1 mes de cultivo a

temperatura ambiente y presién normal.

Tabla 4. Descripcion macroscopica de cepas fungicas

Cepa Figura Descripcion

Esta cepa presento un micelio de

crecimiento rugoso e irradiado

Cepa con borde liso, una textura
MA-3 aterciopelada y de tonalidad
marron en el anverso
Figura 10. Apariencia
macroscépica de la cepa MA-3
Esta cepa presento un micelio de
crecimiento rugoso y filiforme
Cepa )
con borde liso una textura lanosa
MA-4 : )
y de tonalidad roja en el anverso
. /
Figura 11. Apariencia
macroscopica de la cepa MA-4
F - -
Esta cepa presento un micelio de
crecimiento filiforme e irradiado
: . con borde filamentoso, una
Cepa - ]
textura algodonosa y de tonalidad
MC-1

blanca con un centro de color

: o crema en el anverso
Figura 12. Apariencia

macroscopica de la cepa MC-1
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3.2.3 Caracterizacion microscépica de cepas bacterianas
Como se observa en la tabla 5 se realiz6 una tincion Gram a las cepas seleccionadas, estas

fueron amplificadas con el objetivo de 100X mostrando que son Gram positivas.

Tabla 5. Descripcion microscopica de cepas bacterianas

Cepa Figura Descripcion

La cepa T-1 es Gram positiva,
ademas también se  pudo
Cepa T-1 determinar que la cepa tiene forma

de bacilo.

Figura 13 Apariencia

microscopica de la cepa T-1

La cepa A-O es Gram positiva,
ademads  también se  pudo
Cepa A-0 determinar que la cepa tiene forma

de cocos.

Figura 14 Apariencia

macroscopica de la cepa A-0

La cepa A-3 es Gram positiva,
ademads  también se  pudo
Cepa A-3 determinar que la cepa tiene forma

de cocos

Figura 15 Apariencia
macroscopica de la cepa A-3
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De acuerdo a un estudio realizado por Krober et al. a la comunidad microbiana que reside
en una muestra de fermentacion de una planta de biogas, muestra que las cepas encontradas
son Gram positivas™, esto se debe a la envoltura celular de las bacterias grampositivas que
comprende la membrana citoplasmatica y una pared celular compuesta por una gruesa capa
de peptidoglucano, que rodea a la anterior, esta capa confiere una gran resistencia a estas
bacterias; lo que nos indicaria que las cepas bacterianas encontradas son las mas resistentes

y pueden ser usadas en el reactor de digestion anaerdbica.

3.3 Caracterizacion e identificacion molecular de especies bacterianas y fungicas
seleccionadas con capacidad de produccion de gas

3.3.1. Secuenciacién de productos de PCR

La secuencciacion fue realizada usando el gen ADNr 16S para bacterias y ITS (internal

transcribed spacer) especificamente el primers ITS1-F usado especificamente para

hongos,’® las secuencias de las cepas aisladas se muestran en el Anexo 8

3.3.2. Filogenia molecular
A cada secuencia obtenida se analizé individualmente utilizando el algoritmo BLAST y el
programa CLUSTAL Omega para el alineamiento multiple y filogenia usando las cepas con

mayor porcentaje de identidad.

CepaT-1

El resultado del analisis realizado a la cepa T-1 con el algoritmo BLAST (Tabla 6) muestra
un porcentaje de identidad del 99 %, con la Pseudomona Aeruginosa y el estudio
filogenético Fig. 16 con el programa CLUSTAL Omega permiten concluir que la cepa T-1

es una Pseudomona aeruginosa.

Segun Kenneth, J. R., Ryan, C. la bacteria Pseudomona aeruginosa es aerobia’’, sin
embargo nuestra cepa T-1 tiene la capacidad de crecer en condiciones anaerobias por lo que

podria tratarse de una nueva variedad, por lo que se le deberian realizar mas estudios.

Esta bacteria ademas tiene la capacidad de formar biofilms, lo que es beneficioso al ser

utilizado en reactores secos.
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Tabla 6. Bacterias con mayor similitud con la cepa aislada. T-1

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

1  Pseudomonas aeruginosa
strain DSM 50071 16S
ribosomal RNA gene, partial
sequence

2 Pseudomonas otitidis strain
MCC10330 16S ribosomal 1463 1463 99% 0.0 98% NR_043289.1
RNA, partial sequence

3 Pseudomonas aeruginosa
strain DSM 50071 16S
ribosomal RNA, complete
sequence

4 Pseudomonas guezennei strain
RA26 16S ribosomal RNA, 1454 1454 99% 0.0 98% NR_114957.1
partial sequence

5 Pseudomonas  panipatensis
strain Esp-1 16S ribosomal 1441 1441 99% 0.0 97% NR_044209.1
RNA gene, partial sequence

6  Pseudomonas delhiensis strain
RLD-1 16S ribosomal RNA 1435 1435 99% 0.0 97% NR_043731.1
gene, partial sequence

7  Pseudomonas citronellolis
strain  DSM 50332 16S
ribosomal RNA gene, partial
sequence

8 Pseudomonas  resinovorans
strain ATCC 14235 16S
ribosomal ~ RNA,  partial
sequence

9  Pseudomonas knackmussii
strain B13 16S ribosomal 1408 1408 99% 0.0 97% NR_121733.1
RNA, partial sequence

10 Pseudomonas nitroreducens
strain  NBRC 12694 16S
ribosomal RNA gene, partial
sequence

Ident Accession

1557 1557 99% 0.0 99% NR_117678.1

1459 1459 99% 0.0 98% NR_026078.1

1435 1435 9% 0.0 97%  NR_026533.1

1410 1410 95% 0.0 98% NR_112062.1

1408 1408 99% 0.0 97% NR_113601.1

Pseudomonas_delhiensis_strain_RLD-1 0.01051
4|——|: Pseudomonas_panipatensis_strain_Esp-1 0.00361
Pseudomonas_citronellolis_strain_DSM_50332 0.00371
Pseudomonas_knackmussii_strain_B13 0.0054
—: Pseudomonas_nitroreducens_strain_NBRC_12694 0.00623
Pseudomonas_resinovorans_strain_ATCC_14235 0.02025
—E Pseudomonas_otitidis strain MCC10330 0.00133
Pseudomonas_guezennei_strain_RA26 0 00084
Pseudomonas_aeruginosa_strain_DSM_50071_16S_ribosomal_RMNA 0.03413

— T-1.2 0.00566
| — Pseudomonas_aeruginosa_strain_DSM_50071 -0 0033

Figura 16. Arbol filogenético de las secuencias parciales del gen del RNAr 16S de la
cepa aislada T-1. y las diferentes especies de coleccién validamente descritas como
similitud.
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Cepa A-0

El resultado del analisis realizado a la cepa A-0 con el algoritmo BLAST (Tabla 7) muestra
un porcentaje de identidad del 86 %, con la Proteus Vulgaris y el estudio filogenético Fig.
17 con el programa CLUSTAL Omega permiten concluir que la cepa A-O puede ser una

nueva especie de Proteus sp.

Segin R. G. Saratale la especie Proteus Vulgaris tienen capacidad de biodegradar
colorantes,” por lo que se corroboraria la procedencia de la industria textil, ya que esta tiene
presentes en sus desechos algunos colorantes y estas cepas se pueden adaptar a este tipo de
ambiente. Se conoce también que las bacterias que tienen capacidad para degradar por la via
anaerobia proteinas, peptonas, polipéptidos y aminoacidos se denominan bacterias
putrefactivas ya que frecuentemente generan productos de olor desagradable; dentro de

especies putrefactivas se encuentra el género Proteus®.

Tabla 7. Bacterias con mayor similitud con la cepa aislada A-0

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

1  Proteus vulgaris strain ATCC
29905 16S ribosomal RNA gene, 1147 1147 80% 0.0 86% NR_115878.1
partial sequence

2 Proteus columbae strain
08MAS2615 16S ribosomal RNA, 1116 1116 79% 0.0 86% NR_159332.1
partial sequence

3 Proteus terrae strain N5/687 16S
ribosomal RNA, partial sequence

4 Proteus cibarius strain JS9 16S
ribosomal RNA, partial sequence

5  Proteus mirabilis strain JCM 1669
16S ribosomal RNA gene, partial 1101 1101 80% 0.0 85% NR_113344.1
sequence

6 Cosenzaea myxofaciens strain
NCIMB 13273 16S ribosomal 1099 1099 80% 0.0 85% NR_043999.1
RNA gene, partial sequence

7  Proteus hauseri strain DSM
14437 16S ribosomal RNA gene, 1094 1094 80% 0.0 85% NR_104767.1
partial sequence

8  Proteus penneri strain NCTC
12737 16S ribosomal RNA gene, 1020 1020 75% 0.0 85% NR_043998.1
partial sequence

9  Providencia heimbachae strain
NCTC 12003 16S ribosomal RNA 1005 1005 80% 0.0 84% NR_115882.1
gene, partial sequence

10 Xenorhabdus stockiae strain THO1
16S ribosomal RNA gene, partial 1000 1000 80% 0.0 84% NR_043634.1
sequence

Ident Accession

1116 1116 80% 0.0 85% NR_146019.1

1110 1110 80% 0.0 85% NR_149294.1
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A-0 025218
{ Xenorhabdus_stockiae_strain_THO01 0.02998
Providencia_heimbachae_strain NCTC_12003 0.02808
— Cosenzaea_myxofaciens_strain_NCIMB_13273 0.00823

O —— Proteus_hauseri_strain_DSM_14437 0.00668
Proteus_mirabilis_strain_JCM_1669 0.00389

_: Proteus_terrae_strain_N5/687 0.00063
Proteus_cibarius_strain_JS9 0.00214
— Proteus_penneri_strain_ NCTC_12737 0.00222

| — Proteus_vulgaris_strain_ ATCC_29905 0.00285
Proteus_columbae_strain_08MAS2615 0.00098

Figura 17. Arbol filogenético de las secuencias parciales del gen del RNAr 16S de la
cepa aislada A-0 y las diferentes especies de coleccidn validamente descritas como

similitud

Cepa A-3

El resultado del analisis realizado a la cepa A-3 con el algoritmo BLAST (Tabla 8) muestra
un porcentaje de identidad del 89 %, con Alcaligenes y el estudio filogenético Fig. 18 con
el programa CLUSTAL Omega permiten concluir que la cepa A-3 puede ser una nueva

especie de Alcaligenes sp.

Se han estudiado algunos plasmidos aislados de la especie de Alcaligenes sp. Que poseen
capacidad degradativa® Ademas la especie Alcaligenes es capaz de desarrollarse en

condiciones anaerdbicas®?

_: A-3 021381
Alcaligenes_faecalis_subsp._phenolicus_strain_J 0.05096

Paralcaligenes_ginsengisoli_strain_DCY 104 0.01967

Pusillimonas_caeni_strain_ EBR-8-1 0.00351
_[: Pusillimonas_noertemannii_strain_ BN 0.00549
Paenalcaligenes_suwonensis_strain ABC02-12 0.03013
Alcaligenes_pakistanensis_strain_ NCCP-650 0.01208
Alcaligenes_faecalis_strain_ NBRC_ 13111 0.00215
Alcaligenes_endophyticus_strain. AER10 0.01455

Alcaligenes_aquatilis_strain_LMG_22996 0.0003
Alcaligenes_faecalis_subsp._parafaecalis_strain_G 0.00183

Figura 18. Arbol filogenético de las secuencias parciales del gen del RNAr 16S de la
cepa aislada A-3y las diferentes especies de coleccidn validamente descritas como
similitud
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Tabla 8. Bacterias con mayor similitud con la cepa aislada A-3

Max Total Query E-

Ident Accession
score Score Cover value

N° Descripcion

Alcaligenes aquatilis strain
1 LMG 22996 16S ribosomal 1199 1199  80% 0.0 89% NR_104977.1

RNA gene, partial sequence

Alcaligenes faecalis strain
2 NBRC 13111 16S ribosomal 1184 1184  80% 0.0 89% NR_113606.1
RNA gene, partial sequence
Alcaligenes faecalis subsp.
parafaecalis strain G 16S
ribosomal RNA gene, partial
sequence
Alcaligenes pakistanensis
g4 Stwain - NCCP-650 165 4150 1958 7906 00 89% NR 1459321

ribosomal RNA,  partial

sequence

Alcaligenes endophyticus
5 strain AER10 16S ribosomal 1155 1155  80% 0.0 86% NR_156855.1
RNA, partial sequence
Alcaligenes faecalis subsp.
phenolicus strain J 16S

1177 1177 7% 00 89% NR_025357.1

0, 0,
6 ribosomal RNA gene, partial 1083 1083  79% 0.0 85% NR_042830.1
sequence
Paenalcaligenes suwonensis
7 stain - ABCO2-12 = 165 1500 1570 oo 0.0  85% NR 133804.1

ribosomal RNA, partial
sequence
Pusillimonas caeni  strain
8 EBR-8-116Sribosomal RNA, 1062 1062 79% 00 85% NR_146844.1
partial sequence
Pusillimonas  noertemannii
9 strain BN9 16S ribosomal 1062 1062 80% 00 85% NR_043129.1
RNA, partial sequence
Paralcaligenes  ginsengisoli
10 strain DCY104 16S ribosomal 1062 1062  80% 00 85% NR_148318.1
RNA, partial sequence

Cepa MA-3

El resultado del anélisis realizado a la cepa MA-3 con el algoritmo BLAST (Tabla 9)
muestra un porcentaje de identidad del 99 %, con Fusarium oxysporum y el estudio
filogenético (Fig. 19) con el programa CLUSTAL Omega permiten concluir que la cepa
MA-3 es Fusarium oxysporum.

La especie de Fusarium oxysporum causa enfermedades al banano produciendo olor
desagradable y la descomposicion, este estiércol de banano es usado para produccion

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

de gas en condiciones anaerobias,® al ser esta especie la que inicia este proceso, se infiere
que esta ayuda en el proceso de degradacion de la materia dentro del reactor asi como la

produccion de biogés.

Tabla 9. Hongos con mayor similitud con la cepa aislada MA-3

N° Max Total Query E-

Ident Accession
score Score Cover value

Descripcioén

Fusarium oxysporum strain

CRM-FRZ16 18S ribosomal

RNA gene, partial sequence;

internal transcribed spacer 1,
1 5.8Sribosomal RNA gene,and 955 955 100% 0.0 99% MF980704.1
internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial
sequence
Fusarium oxysporum isolate
LIGI 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 strain
QLD-3 internal transcribed
spacer 1, partial sequence;
3 5.8S ribosomal RNA gene, 955 955 100% 0.0 99% KU939047.1

complete  sequence; and

internal transcribed spacer 2,

partial sequence

Fusarium sp. isolate Mazen-

FO8 18S ribosomal RNA gene,

partial  sequence; internal

transcribed spacer 1, 5.8S
4 ribosomal RNA gene, and 955 955 100% 0.0 99% KY775616.1
internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial
sequence
Fusarium oxysporum isolate
FUS-PIPO 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

955 955 100% 0.0 99% KY945341.1

955 955 100% 0.0 99% KY114145.1
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Fusarium_oxysporum isolate FUS-PIPO -0.00071
— Fusarium_oiysporum srain CRVHFRZ46 183, ribosomal RNA gene 0.00454
Fusarium sp. isolate Mazen-F08 165 ribosomal RNA gene 0.00701
—f Fusarium_oxysporum strain_QLD-3-0.00508
Fusarium_orysporum isdlate: LIGI0.00611
WA-3-0.00611

Figura 19. Arbol filogenético de las secuencias parciales del gen del ITS de la cepa
aislada MA-3y las diferentes especies de coleccion validamente descritas como

similitud.

Cepa MA-4

El resultado del analisis realizado a la cepa MA-4 con el algoritmo BLAST (Tabla 10)
muestra un porcentaje de identidad del 99 %, con Monascus fumeus Yy el estudio filogenético
Fig. 20 con el programa CLUSTAL Omega permiten concluir que la cepa MA-4 es
Monascus sp.

84-86

Esta variedad se conoce como productora de pigmentos sin embargo no se tiene registro

de produccién de gas, por lo que puede ser una nueva variedad al producir gas ademas de

pigmento, sin embargo se tendria que realizar mas estudios para que esto sea concluyente.

Monascus_purpureus_isolate_FBKL3.0176 0.00378
MA-4 -0.00376
Monascus pilosus strain CBS 200.34 -0.00252
Monascus_albidulus_strain_CGMCC_3.568 0.00164
Monascus ruber strain CBS 127970 -0.00164
Monascus fumeus strain CGMCC_3.2093 0.00164

Figura 20. . Arbol filogenético de las secuencias parciales del gen del ITS de la cepa
aislada MA-4y las diferentes especies de coleccion validamente descritas como

similitud.
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Tabla 10. Hongos con mayor similitud con la cepa aislada MA-4

Max  Total Query E

i Ident  Accession
score Score Cover value

N° Descripcion

Monascus ~ fumeus  strain

CGMCC 3.2093 small subunit

ribosomal RNA gene, partial

sequence; internal transcribed
1  spacer 1, 5.8S ribosomal RNA 990 990  100% 0.0 99% MG654473.1

gene, and internal transcribed

spacer 2, complete sequence;

and large subunit ribosomal

RNA gene, partial sequence

Monascus albidulus  strain

CGMCC 3.568 small subunit

ribosomal RNA gene, partial

sequence; internal transcribed
2 spacer 1, 5.8S ribosomal RNA 990 990  100% 0.0 99% MG654472.1

gene, and internal transcribed

spacer 2, complete sequence;

and large subunit ribosomal

RNA gene, partial sequence

Monascus ruber strain CBS

127970 small subunit

ribosomal RNA gene, partial

sequence; internal transcribed
3 spacer 1, 5.8S ribosomal RNA 990 990  100% 0.0 99% MHB864780.1

gene, and internal transcribed

spacer 2, complete sequence;

and large subunit ribosomal

RNA gene, partial sequence

Monascus pilosus strain CBS

290.34 small subunit ribosomal

RNA gene, partial sequence;

internal transcribed spacer 1,
4  5.8Sribosomal RNA gene,and 990 990  100% 0.0 99% MH855524.1
internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and large
subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence
Monascus purpureus isolate
FBKL3.0176 internal
transcribed spacer 1, partial
sequence; 5.8S ribosomal RNA

5 - : 990 990  100% 0.0 99% KY828906.1
gene and internal transcribed
spacer 2, complete sequence;
and large subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence
Cepa MC-1.

El resultado del analisis realizado a la cepa MC-1 con el algoritmo BLAST (Tabla 11)
muestra un porcentaje de identidad del 99 %, con Fusarium oxysporum y el estudio
filogenético Fig. 21 con el programa CLUSTAL Omega permiten concluir que la cepa MC-
1 sen Fusarium sp.
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Estas variedades de especie son hongos asociados a las etapas degradativas de
polidimetilsiloxano un polimero organico®’, teniendo en cuenta esto se infiere que al
degradar en las etapas degradativas y ser anaerobio produce gas a partir de materias primas

poco convencionales.

Tabla 11. Hongos con mayor similitud cn la cepa aislada MC-1

Max Total Query E-

Ident  Accession
score Score Cover value

N° Descripcion

Fusarium oxysporum small
subunit ribosomal RNA gene,
partial ~sequence; internal
transcribed spacer 1,5.8S
ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2.
Fusarium oxysporum culture
MUT<ITA>:3697 internal
transcribed spacer 1, partial
sequence; 5.8S ribosomal
RNA gene and internal
transcribed spacer 2.
Fusarium oxysporum strain
CBS 130321 small subunit
ribosomal RNA gene, partial
3 sequence; internal transcribed 942 942 100% 0.0 99% MHB865888.1
spacer 1, 5.8S ribosomal
RNA gene, and internal
transcribed spacer 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 sequence.
Fusarium oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici strain
CBS 130306 small subunit
ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed
5 spacer 1, 5.8S ribosomal 942 942 100% 0.0 99%  MH865886.1

RNA gene, and internal

transcribed spacer 2,

complete sequence; and large

subunit ribosomal RNA gene,

partial sequence

942 942 100% 0.0 99% MG736729.1

942 942 100% 0.0 99%  MKO036370.1

942 942 100% 0.0 99%  MHB865887.1
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MC-10.00654
— Fusarium_oxysporum_small_subunit_rbosomal RNA_gene 0.00515
Fusarium_oxysporum_cufiure_MUT=ITA> -0.0003
Fusarium_oxysporum _strain_ CBS 130321 0.00012

p—— Fusarium_oxysporum_strain_CB5_130320 -0.00076
b Fusarium_oxysporum f._sp._radicis-lycopersici_strain_CBS_130306 0.00076

Figura 21. Arbol filogenético de las secuencias parciales del gen del TS de la cepa
aislada MC-1y las diferentes especies de coleccion validamente descritas como

similitud.

3.3.3. Elaboracion de curvas de crecimiento de cepas bacterianas.
Cepa T-1
Se realizaron las curvas de crecimiento con el los datos del Anexo 9, se relacionaron los

datos de N° de bacterias con el tiempo.
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Figura 22. Curva de crecimiento para la cepa T-1

Como se observa en la Fig. 22 la cepa T-1 llega a un crecimiento maximo a las 56 horas (2
dias) y a las 60 horas entra en una fase de desaceleracion y luego a una fase estacionaria es
decir que para su crecimiento y su reproduccion. Este hongo fue extraido de los residuos
solidos textiles, como se explico anteriormente este hongo presenta colonias de consistencia
cremosa, medianas de superficie lisa con relieve convexo de forma circular con bordes

redondeados, ademas se puede visualizar una gamma hemolisis.
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Cepa A-0

La curva de crecimiento de bacterias se realizd con los datos proporcionados en el Anexo
10. La Fig. 23 muestran que al término del dia 1 las bacterias pasan a la fase exponencial
hasta el 2do dia (34 horas) luego pasan a la fase estacionaria en la cual el crecimiento
disminuye como consecuencia del agotamiento de nutrientes y la acumulacion de productos
toxicos, esta fase se caracteriza por mantener un valor constante del nimero de bacterias a
medida que la tasa de crecimiento de las bacterias se iguala con la tasa de muerte bacteriana,

esto sucede a los 2.75 dias (66 horas).
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0 10 20 30 40 50 60 70 80
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Figura 23. Curva de crecimiento para la cepa A-0

Cepa A-3

Los datos proporcionados en el Anexo 11 permiten realizar la curva de crecimiento de
bacterias relacionando el nimero de bacterias y el tiempo como se muestra en la Fig. 24 se
puede distinguir las fases del crecimiento bacteriano; al término del primer dia (22 horas)
las bacterias llegan al final de la fase de adaptacion, durante esta fase las bacterias se adaptan
a las condiciones de crecimiento, en este periodo las bacterias individuales van madurando,

pero aun no tienen la posibilidad de dividirse.

Luego inicia la fase exponencial hasta los 2.2 dias (53 horas) en donde llega a un crecimiento
méaximo y finalmente llegan a una fase estacionaria que es aproximadamente a los 2.8 dias
(67 horas). De esta manera veremos como aumenta el crecimiento de las bacterias de

acuerdo con los dias.
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Figura 24. Curva de crecimiento para la cepa A-3
3.3.4. Elaboracion de curvas de crecimiento de cepas fungicas.

Estas se realizaron relacionando los datos de Biomasa (g/mL) con el tiempo.con el los datos

del Anexos 12, 13 y 14 para las cepas MA-3, MA-4 y MC-1 respectivamente

Cepa MA-3

La Fig. 25 muestra que la cepa MA-3 empieza la fase exponencial en 7.5 dias (180 horas) y
llega a un crecimiento maximo a los 15.5 dias (372 horas) en los que empieza la fase
estacionaria y a los 16 dias (384 horas) entra en una fase de desaceleracién

0.025

0.02

0.015

0.01

Biomada g/L

0.005

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Tiempo (h)

Figura 25. Curva de crecimiento para la cepa MA-3

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE &« UNIVERSIDAD

, CATOLICA
TESIS UCSM . DE SANTA MARIA

Cepa MA-4

La curva de crecimiento de esta cepa como se observa en la Fig. 26 muestra una fase
estacionaria de 5 dias (120 horas) en donde el microorganismo se adecua al medio antes de
iniciar su crecimiento, culminando su fase exponencial a los 16 dias (384 horas) en donde

comienza a fase estacionaria.
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0.015
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0.005
0 100 200 300 400 500
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Figura 26. Curva de crecimiento para la cepa MA-4

Cepa MC-1
La Fig. 27 muestra la cuerva de crecimiento fugica de la cepa MC-1.
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Figura 27. Curva de crecimiento para la cepa MC-1
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Esta tiene una fase de latencia de 4 dias (96 horas) y empieza la fase estacionaria hasta los
15 dias (360 horas) en el que el crecimiento llega a su punto maximo a las 360 horas,

finalmente empieza la fase estacionaria a las 372 horas 15.5 dias

3.4 Analisis de las condiciones iniciales del influente y biomasa procedentes del
procesamiento de lana de oveja y fibra de alpaca.

3.5.1. Composicidn del influente

Es importante el analisis de la composicién inicial del influente para saber si este podria o

no tener repercusiones en la produccion de gas, para esto se hizo el analisis al agua residual

industrial de la empresa Inca Tops S.A. (influente), dicho analisis se realizo en el afio 2016,

los resultados de los analisis se muestran en el Anexo 15.

Se analiz6 el andlisis de los inhibidores de tipo quimico y concentracion limite inhibitoria
para la produccion de biogds y metano la Tabla 12, comparandolos con los del influente
Tabla 13.

Tabla 12. Relacion de inhibidores de tipo quimico y concentracion limite inhibitoria

para la produccion de biogas y metano

Inhibidores Concentracion inhibitorio
Sulfatos 5000 ppm
Cloruro de Sodio 40000 ppm
Nitratos 0,05mg/mL
Cobre 100mg/L
Niquel 200-500 mg/mL
Cromo 200 mg/mL
Cianuros 35 mg/mL
ABS detergente 20-40 mg/L
Sodio 3500-5500 mg/L
Potasio 2500-4500 mg/L
Calcio 2500-4500 mg/L
Magnesio 1000-1500 mg/L

Los resutados del analisis del agua residual industrial de la empresa Inca Tops S.A
(influente), se puede observar en la Tabla 13, esta muestra los pardmetros iniciales del
influente que seran analisados y comparados con los datosde la Tabla 12: Relacion de
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inhibidores de tipo quimico y concentracion limite inhibitoria para la produccion de biogas

y metano

Tabla 13. Parametros iniciales del influente (agua residual)

Parametros Unidad Resultados

pH Unidades pH 6.85
Sulfatos mg/L 58.12
Cloruros mg/L 88.93
Nitratos mg/L 0.021

Cobre mg/L 0.05557

Niquel mg/L 0.0087

Cromo mg/L 0.0084
Cianuros mg/L 0.001
Sodio mg/L 143.5
Potasio mg/L 23.52
Calcio mg/L 13.84
Magnesio mg/L 4.226

El analisisde los parametros mostrados en la Tabla 13 permiten concluir que la
concentracion de Sulfatos, Cloruros, Nitratos, Cobre, Niquel, Cromo, Cianuros, Sodio,
Potasio, Calcio y Magnesio se encuentran por debajo de los valores de la concentracion
limite inhibitoria para la produccion de gas, por lo que el agua residual puede ser usada como

influente sin inhibir la produccion de gas.

3.5.2. Composicion de la biomasa

Se mandé analizar la biomasa (residuos solidos textiles) de la planta Inca Tops- Zaméacola
en el laboratorio de ensayo y control de calidad de la Universidad Cat6lica de Santa Maria
Arequipa-Peru con la finalidad de obtener los parametros y analizar si los componentes de

esta podrian interferir en la produccion de gas. Anexo 16

Tabla 14. Analisis de biomasa inicial

Andlisis Resultados
Determinacion de sélidos totales (%) 37.91
Determinacion de materia volatil (Sonidos Volatiles%o) 19.64
Deteerminacion de pH en alimentos (Unidades pH 20 °C). 7.35
Determinacion de humedad (%) 62.09
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El andlisis de la biomasa inicial muestra:

- 37.91 % de solidos totales los cuales estan por encima de las concentraciones
recomendadas por lo que si se trabajara a con esta sin ningin tratamiento podria
inhibir la cantidad de gas, sin embargo al agregar una cantidad de influente con
proporcién de 2:1 respecto la biomasa, este porcentaje disminuye hasta
aproximadamente 20 %, este es un valor que no inhibe ni interfiere en la produccion

de gas.

- 19.64 % de solidos volatiles, tiene valores altos sin embargo al humectar la biomasa

inicial estos valores disminuirian estando dentro de los valores no inhibitorios.

- El pH de 7.35 se encuentra dentro de los valores recomendados para la produccion

de gas y permite el desarrollo de cepas metanogénicas

3.5 Evaluar la produccion y composicion de gas con los distintos indculos utilizando un
reactor DAS
3.5.1 Uso de un reactor DAS para el tratamiento biologico de los residuos solidos
textiles y produccion de biogas.
El interés por los reactores de digestion anaerdbica seca estd aumentando por la flexibilidad
en la aceptacion de desechos sélidos como materias primas de las actividades agricolas,
municipales e industriales, incluidos los bosques y los residuos de cultivos para la
generacion de energia, ademas en comparacién con otros procesos de digestion anaerobia
como la himeda, la digestion anaerobia seca proporciona una mejor viabilidad econémica

porque el volumen del reactor se minimiza debido al volumen reducido de agua 8%

Es por esto que se usé un reactor de digestién anaerdbica seca que trabaja residuos sélidos
industriales de la planta Inca Tops S.A., conformados por residuos de lana de oveja y fibra
de alpaca, ademas de rastrojo (restos de tallos, hojas, pajas, tierra, etc.) con sélidos totales
(ST) mayores al 15 % para ser considerado seco como lo menciona!

Los reactores usados cuentan con un sistema de recirculacion de influente, un depdsito que
contiene a la materia organica y un chaqueta que permite el control de la temperatura como
se muestra en la Fig. 28.
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Figura 28.Reactor usado para el tratamiento biologico de residuos sélidos textiles y

produccion de gas

3.5.2 Evaluacion de la composicién de biogés.
Se evalud la composicion de biogas producido en tres reactores de digestion anaerobica seca

con distintos in6culos. Como se muestra a continuacion:

Reactor 1: indculo de bacterias
Reactor 2: indculo de hongos

Reactor 3: indculo de consorcio (hongos y bacterias)

Cada experimentacion se realizd por triplicado como se muestra en el Anexo 17,18 y 19
correspondientes a los datos de bacterias, hongos y consorcio respectivamente

El promedio de las tres repeticiones por experimentacion se muestran a continuacion.

Reactor 1: Indculo de bacterias

Este reactor fue inoculado con las siguientes cepas bacterias: T-1, A-0 y A-3; la Tabla 15
mostrada a continuacién, describe la composicién del gas promedio de tres reactores
obtenido tras un periodo de 60 dias de funcionamiento, en este periodo de tiempo a cada
reactor se realizaron tres lecturas a los 30, 45 y 60 dias empleando el analizador de gas
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Multitec 540, obteniendo 3.9 %, 2.55 %, 7.53 % y 1.75 ppm metano, dioxido de carbono,

oxigeno, acido sulfhidrico respectivamente.

Tabla 15. Promedio de las tres repeticiones de composicion de gas con inéculo de

bacterias

Composicion de gas: Bacterias

Componente Unidad Cantidad
Metano (CHa4) Volumen 3,90%
Dioxido de Carbono (COy) Volumen 2,55%
Oxigeno (O2) Volumen 7,53%
Acido sulfhidrico (H2S) ppm 1,75

El gas obtenido como muestra la Fig. 29 presenta un porcentaje de muy bajo en comparacion
a estudios que reportan valores promedio de 40 y 70 % °*-°3 en biogas; los porcentajes bajos
de dioxido de carbono se encuentran dentro de los valores obtenidos tras la aplicacion de
diferentes tratamientos para su remocion del biogas, los cuales alcanzan un rango entre 0-4
%%, respecto al O, este presenta un promedio de 7.53 % por lo que se presume que la
degradacion hecha por las bacterias se da de manera muy lenta, sin embargo el porcentaje
de &cido sulfhidrico se encuentra muy por debajo en comparacion a los valores reportados
de 10000 y 20000 ppm en’""°.

Composicion de gas: Bacterias

8.00
7.00
6.00
IS
S 5.00
2 400
8 3.00
S 3
2.00
0.00 o ;
Metano Dioxidode  Oxigeno (%)  Sulfuro de
(%) Carbono (%) hidrégeno
(ppm)
m Seriesl 3.90 2.55 7.53 1.75

Figura 29. Composicion de gas con indculo de bacterias
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Reactor 2: Indculo de hongos

Esta experimentacion se realiz6 por triplicaado, cada una de estas tuvo una duracién de 60
dias y se realizaron tres lecturas a los 30, 45 y 60 dias empleando el analizador de gas
Multitec 540.

Estos reactores fueron inoculados con las cepas fungicas: MA-3, MA-4 y MC-1. Estos se

prepararon 15 dias antes de la inoculacion de los reactores.

El promedio del gas obtenido se muestra en la Tabla 16, obteniendo 5.95 %, 4.47 %, 14.92

% y 2 ppm metano, didxido de carbono, oxigeno, acido sulfhidrico respectivamente.

Tabla 16. Promedio de las tres repeticiones de composicion de gas con indculo de

hongos

Composicion de gas: Hongos

Componente Unidad Cantidad
Metano (CHa) Volumen 5,95%
Dioxido de Carbono (COy) Volumen 4,47%
Oxigeno (O2) Volumen 14,92%
Acido sulfhidrico (H,S) ppm 2

La Fig. 30 evidencia que el andlisis del gas obtenido presenta un porcentaje de metano menor
en comparacion a estudios que reportan valores promedio de 40 y 70 % -°3 en biogas; los
porcentajes bajos de dioxido de carbono se encuentra en el rango de los valores obtenidos
tras la aplicacion de diferentes tratamientos para su remocion del biogas, los cuales estan

entre 0-4 % %4%,
En lo que respecta a Oz, se presenta un promedio de 14.92 %, este valor se considera alto,

sin embargo el porcentaje de &cido sulfhidrico se encuentra muy por debajo en comparacion
alos valores reportados de 10000 y 20000 ppm’”7°,
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Composicion de gas: Hongos
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Metano (%)  Dioxidode  Oxigeno (%)  Sulfuro de
Carbono (%) hidrégeno
(ppm)
m Seriesl 5.95 4.47 14.92 2

Figura 30. Composicion de gas con indculo de hongos

Reactor 3: Indculo de consorcio

La Tabla 17, describe la composicion del gas promedio de tres reactores obtenido tras un
periodo de 60 dias en el que se realizaron tres lecturas a los 30, 45 y 60 dias a cada reactor
empleando el analizador de gas Multitec 540, obteniendo 33.38 %, 6 %, 1.44 % y 0.89 ppm

metano, didxido de carbono, oxigeno, acido sulfhidrico respectivamente.

Este reactor fue inoculado con las siguietes cepas bacterianas: T-1, A-0 y A-3y las siguietes
cepas fungicas: MA-3, MA-4 y MC-1.

Tabla 17. Promedio de las tres repeticiones de composicién de gas con inoculo de

consorcio

Composicion de gas: Consorcio

Componente Unidad Cantidad
Metano (CHa) Volumen 33,38%
Dioxido de Carbono (COy) Volumen 6,00%
Oxigeno (0O>) Volumen 1,44%
Acido sulfhidrico (H,S) ppm 0,89

La Fig. 31 muestra de manera mas clara los porcentajes de los componentes permitiendo
analizar el gas obtenido.
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Se observa un porcentaje de metano alto sin embargo no se encuentra en el rango de valores
reportados de 40 y 70 % %% en biogas; los bajos porcentajes de dioxido estan casi en el
rango de valores obtenidos tras la aplicacion de diferentes tratamientos para su remocion del
biogas, los cuales alcanzan un rango entre 0-4 %°*%, por lo que no necesitaria un tratamiento
para removerlo, respecto a Oz, se presenta un promedio de 1.44 %. Es importante resaltar
los niveles bajos de 2 ppm de acido sulfhidrico ya que los valores reportados se encuentran
en rangos de 10000 y 20000 ppm en’”"® esta es una caracteristica muy importante ya que

este es considerado un contaminante del biogas y requiere tratamientos para su eliminacion.

Composicion de gas: Consorcio

35
30
25

T
3 20
£ 15
(8]
10
5
- A 4
0
Metano (%) Dioxidode  Oxigeno (%)  Sulfuro de
Carbono (%) hidrégeno
(ppm)
m Seriesl 33.38 6.00 1.44 0.89

Figura 31. Composicion gas consorcio

En general el biogés obtenido muestra muy buenas caracteristicas mas un tomando en cuenta
la naturaleza recalcitrante del sustrato y podria ser considerada para su uso como
combustible.

3.5.3 Evaluacion de la produccion de biogas.
Se evalud la produccion de biogds en tres reactores de digestion anaerdbica seca con

distintos in6culos como se muestra en la Tabla 18.

Cada experimentacion se realizo por triplicado como se muestra en el Anexo 17,18 y 19.
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Tabla 18. Promedio de las tres repeticiones de produccion de gas

Reactor Unidad Cantidad (L)
Reactor 1 Volumen 0.365
Reactor 2 Volumen 1.67
Reactor 3 Volumen 15.77

COMPARACION DE PRODUCCION
DE GAS

Hongos .

INOCULO

H Seriesl

Bacterias I

0 5 10 15 20
VOLUMEN DE GAS (L)

Figura 32. Comparacion de la produccion de gas con diferentes inoculos

Como se muestra en la Fig. 32 la mejor produccion de gas se obtuvo en el reactor que trabajo

con el consorcio de hongos y bacterias con 15.77 L como se muestra en la Tabla 18.
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CONCLUSIONES

1. Selogro aislar 52 cepas bacterianas y 15 cepas fungicas de los desechos sélidos textiles

de la empresa Inca Tops.

2. Se seleccionaron 3 cepas fungicas y 3 cepas bacterianas con capacidad de produccién de

gas.

3. Se caracterizd e identifico molecularmente las cepas seleccionadas con capacidad de
produccion de gas dando como resultado que la cepas T-1 es Pseudomona auruginosa;
la cepas A-0 puede ser una nueva especie de Proteus vulgaris; la cepas A-3 puede ser una
nueva especie de Alcaligenes sp; la cepas MC-1 es Fusarium sp; la cepas MA-3 es
Fusarium oxyporum: la cepas MA-4 es Monascus ruber.

4. Se analizd el influente y el sustrato antes de comenzar el proceso en el reactor
concluyendo que estos no inhiben ni impiden el buen funcionamiento del sistema y

produccion de gas.
5. Se evalud la produccion y composicion de gas comparando tres distintos indculos,

bacterias, hongos y consorcio) llegando a la conclusién que el reactor inoculado con el
consorcio tiene una buena produccién y composicion de gas.
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RECOMENDACIONES

- Se debe incluir un manual de operacion y mantenimiento del reactor donde se

indique las actividades del operador, muestreos y andlisis de laboratorio.

- Investigar y probar pre tratamientos al sustrato, ademas se debe considerar afiadir

potenciadores y de esta manera mejorar la produccion de biogas

- La cepa MA-4 presenta caracteristicas de produccion de colorantes por lo que se
recomienda realizar estudios de este.
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Anexo 1. Plano de ubicacion de la planta IV de la empresa de Inca Tops S.A.

Ubicada en Irrigacién Zamacola, Sector G, S/N, Cerro Colorado
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Anexo 2. Caldo tioglicolato.

Fundamento:

Favorece al crecimiento de una amplia variedad de microorganismos, incluidos los
nutricionalmente exigentes. EI medio tiene sus aportes nutritivos en el extracto de levadura,
la glucosa da el aporte energético, la salinidad en el medio esta dada por el cloruro de sodio,
mientras que las sustancias como tioglicolao de sodio, el sulfito de sodio y cisteina
disminuyen el potencial de 6xido reduccion y debido a los grupos —SH- de estos compuestos,
se neutralizan los efectos bacteriostaticos de los derivados mercuriales, arsenicales y de otros
metales pesados que puedieran estar presentes en la muestra en estudio. El bajo contenido
de agar le otorga la propiedad de ser un medio fluido y retarda la dispersion de CO, y O, ™.
Debido a estas caracteriscas desarrollan microorganismos aerobios, anaerobios facultativos

y estrictos. El crecimiento microbiano se observa por turbidez

Composicion:
Tripteina 1709
Peptona de soya 309
Glucosa 6.09
Cloruro de sodio 2590
Tioglicolato de sodio 05¢
Agar 0.7¢9
L-Cisteina 0.25¢g
Sulfito de sodio 0.1¢g

Preparacion

Suspender 28 g por litro de agua destilada, agitar, calentar hasta ebullicion y dejar hervir por
al menos 1 minuto. Distribuir en tubos y proceder a esterilizar el medio en el autoclave a
121 °C, 1.5 atm por 15 minuto.

Interpretacion de los resultados
- Microorganismos aerobio estrictos: crecen en la parte superior del medio de cultivo.
- Microorganismos anaerobios facultativos: crecen en todo el medio de cultivo.
- Microorganismos anaerobios estrictos: crecen en las profundidades del medio de

cultivo.
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Anexo 3. Agar sangre

Fundamento

La infusion de musculo de corazén y la peptona, otorga al medio un alto valor nutritivo, que
permite el desarrollo de gran variedad de microorganismo, aun de aquellos nutricionalene
exigentes. El cloruro de sodio mantienen el balance osmotico y el agar es el agente
solidificante. El agregado de sangre al medio de cultivo en 5 — 10 % promueve el desarrollo
de bacterias exigentes en sus requerimientos nutricionales y la adecuada observacion de las

reacciones de hemolisis.

Composicién

Infusion de musculo de corazon  375.0 ¢

Peptona 1009
Cloruro de sodio 5090
Agar 15.0¢g

Preparacion

Suspender 40 g por 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.
Dejar enfriar hasta 45 — 50 °C y agregar sangre al 5 %, homogenizar y distribuir en placas

estériles.

Interpretacion de los resultados
Observar las caracteristicas de las colonias y las reacciones de hemolisis®.

- Hemdlisis alfa: lisis parcial de los glébulos rojos. Se observa un halo de color
verdoso alrededor de la colonia en estudio. Es debido a la oxidacion de la
hemoglobina a metahemoglobina (compuesto de color verdoso) por el peréxido de
hidrogeno generado por los microorganismos.

- Hemdlisis beta: lisis total de glébulos rojos. Se observa un halo claro, brillante
alrededor de la colonia en estudio.

- Hemodlisis gamma: ausencia de lisis de glébulos rojos. EI medio de cultivo no

presenta modificaciones de color ni aspecto alrededor de la colonia en estudio
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Anexo 4. 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 acido, inhiben el desarrollo bacteriano y favorecen el crecimiento de hongos y

levaduras. El agar es el agente solidificante®’.

Composicién
Peptona 509
Tripteina 5090
Glucosa 4009
Cloranfenicol 0.05¢g
Agar 15.0¢g

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 5. 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 200¢9
Sulfato de amonio 19
Cloranfenicol 049

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.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~  DE SANTA MARIA

Anexo 6. Tabla de produccion de gas, evidenciado por ruptura o desplazamiento de medio

CEPAS BACTERIANAS

Muestra Cepa Produccion de gas
1 A Negativo
2 1A Negativo
3 2A Negativo
4 3A Negativo
5 " A 4A Negativo
o Muestma'A 0 pidivo
7 A-1  Negativo
8 A-2  Negativo
9 A-3  Positivo
10 A-4  Negativo
11 1B Negativo
12 - 3B Negativo
13\ PTeSIENG Negativo
14 5B Negativo
15 e Negativo
16 2C Negativo
17 3C Negativo
18 Muestra "C" 4C Negativo
19 5C Negativo
20 2C-0 Negativo
21 2C-1 Negativo
22 T-1  Positivo
23 T-2  Negativo
24 T-3  Negativo
25 Muestra "T" T-4  Negativo
26 T-5  Negativo
27 T-6  Negativo
28 T-7  Negativo
29 T-8  Negativo
30 T-9  Negativo
31 T-10 Negativo
32 T-11  Negativo
33 Muestra"T"  T-12 Negativo
34 CA-1 Negativo
35 CA-2 Negativo
36 w~an CA-3 Negativo
37 Muestra "CA" a4 Negativo
38 CA-5 Negativo
39 CA-6 Negativo
40 Muestra"M"™ M-1  Negativo
41 L-1  Negativo
42 L-2  Negativo
43 Muestra "L"  L-3  Negativo
44 L-4  Negativo
45 L-5  Negativo
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46 L-6  Negativo

47 S-1  Negativo

48 S-2 Negativo

49 wen  S-3  Negativo

£ Muestra"S" o , Negativo

51 S-5  Negativo

5> S-6  Negativo

CEPAS FUNGICAS
Muestra Cepa Produccion de gas

1 MA-1 Negativo
i MA-2 Negativo
S b MA-3 Positivo
i Muestra "MA MA-4 Positivo
5 MA-X Negativo
i MA-Y Negativo
7 MB-1 Negativo
. MB-2 Negativo
9 e MB-3 Negativo
A Muegstra "MB MB-4 Positivo
1 MB-X Negativo
> MB-Y Negativo
- MC-1 Positivo
14 Muestra "MC" MC-X Negativo
15 MC-Y Negativo
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Anexo 8. Secuencia de cepas con capacidad de produccidon de gas

Secuencia de la cepa T-1:
GCAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTG
AGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGC
GCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGC
TATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAA
GGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAG
ACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGG
CGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAA
AGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACG
TTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
AAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTT
CAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAAC
TACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCGGACTGATA
CTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTANACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGT
GGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTA
AAAC

Secuencia de la cepa A-0:
GGGGAATGCGGGAGCCNTACACATGCAGTCGAGCGGTAACACGAGAGAGCTT
GCTCTCTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTATGGGAATCTGCCCG
ATAGAGGGGGATAACTACTGGAAACAGTGGCTAATACCGCATGCACTCTACG
GAGGAAAGGGGGGGATCTTCAGACCTTGCGCTATCGGATGAGCCCATATGGG
ATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCTAGGCAACGATCCCTAGCTGGTT
TGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTGAGAACCCGGCCCAAACCCCTACG
GAAGGCACCATGGGGAAATTTTGCACATGGGGGACACCCCGGATGCACCCTTG
CCCCGGGTTTAAGAAAGGCTTTAGGTTTGTAAAGTACTTTCGGCGAGAAGAAA
AGGGATCCCCTTAATACCTTTGTCTGTTGACGTTACCCGCAGAATAAGCACCG
GCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGG
AATTACTGGGCGTAAAGCGCGTGCAGGCGGTCCATTAAGTCAGATGTGAAATC
CCCGGGCTCAACTTGGGAATTGCATCTTAAACTGGTTGGCTAGAGTCTTGCAG

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

AGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAA
TACCGATGGCGAAGGCGGCCCCCCTGGACAATACTGACGCTCAGACGCGAAA
GCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTCTAAACGATG
TCAACTATCTATTGGTGCTCTTGAACGTATCTTCTGAACTTAACGCTGTAGTTC
AACGCCCGGGGAATTACGGGCCCAAAGTTAACTCTCAAGTGAATTGACGGGA
CGCGCACAAACGCGGTATGATGTGGGATTAAATTCATGCACAGCGCAAAAAC
CTTTCTATACTCTTTGACGTCCTGGAAAGCCTATAAGATTTGGACGAGTTCCTT
CCGAGACCCCTAACACAGGTGCTGCATGGCTTGTCGTCGCCTCCTGTTGTGAA
ATGTTTGGTTAAGTTCCCGCAACCGGGCGCAACCCTTTGTCCTTTGTTTGCCCC
CCCCGAAAGGCTCCAAAAAAAAAAAGGGGGTCTGCCAAGCGAAAAAAAGGG
GGGGGAAAGGGGGGGTAAATCCCTCCAAGGCCCCCTTGGGGCCCTTGGGGTTT
TAGGGCGTTCCCAAACATGGGTTCCGGAGGAAACAAGAGAACCCCAAAAACA
CCCCCCGACGGTGGGGGAGAACACAACAAATCACGGAAAAAAACCCCCCAAA
ATAATAATTACTTTTTGCCCGGGAGATAAATCCCCC

Secuencia de la cepa A-3:
TGGGCATGGCGGCAGCCTAACCATGCAAGTCGAGCGGCAGCACGAGAGAGCT
TGCTCTCTTGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTATGGGAACGTGCCC
GATAGCGGGGGATAACTACTGGAAAGAGTGGCTAATACCGCATGAGCCCTAC
GGGGGAAAGGGGGGGATCTTCAGACCTCGCGCTATCGGAGGGGCCGATATGG
GATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCAACGATCCCTAGCTGGT
TTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCCAAATCCCACC
GGAAGGAACCATGGGGAATTTTGGCACATGGGGGACAACCCCGGACCCACCC
TCGCGCGTGGATTAAGAAAGGCTTCAGGTTTGTAAGGACTTTTGAGCGAGAAG
AAAAGGGATCCCCTAAATACCGTTTGCTGCTGACGTTATCCGCAGAATAAGCA
CCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAAT
CGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGTGTAGGCGGTTCGTAAAGACAGATGTGA
AATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTTAAACTGCCTGGCTAGAGTCTG
TCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGTGGA
GGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGATAATACTGACGCTCAGACGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTCTAAA
CGATGTCAACTATCTGGTGGTGCCCTTGAGCCGTGGTATCTGAACTTAACGCTG
TATTCAACGCCTGGGGAATTCCGTCCACAAGTAAACTCTCAAGAATTGTCCGG
GACCGCGCACACGCGGGATGATGTGGATTAAATCTATTCCCCGCGCAAAACCC
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TTCCCTACTCGTCATGTCCTGAAATCCCAAAGAATTTGCGGAGCTCCTTAGAGA
ACCCGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGGTGTGGAATGTTGG
GGTTAGTTCCGCAACCAGCGCCACCCTTTGTCCTTTGGTGCCACCCCGTAACGG
TCCGATAATAATGCCAGAGACCAATCGAAGGAAGGGGGGGAAGGGGGGGAA
GGTCCTCTAGTCCCCTTTGGGCCTTAGGCCTTTAGCGCTTTTACACAGGGTTTC
GGGGGACAAAAGGTTCACCCCAAAACCCCGCGGCGGGCGGGACGAAAAATAC
TTAAAAAAACCCCCCAAAATTATATTTTTTGCCGCGAAAATTCCCCCAAGATT
GTGGGGGAAACC

Secuencia de la cepa MA-3:
CGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACT
TGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAG
GACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATC
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAA
AATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTC
AACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCCCAAA
TTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACT
GGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGG
ATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAT

Secuencia de la cepa MA-4:
ATTACCGAGTGCGGGTCCCCTTCGTGGGACCCAACCTCCCACCCGTGATTATTG
TACCTCCTGTTGCTTCGGCGCGGCCCCCCGGGGCCCGCCGGAGACATCTTCTCG
AACGCTGTCTTTGAAAAGGATTGCTGTCTGAGTAAACATACCAAATCGGTTAA
AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACG
CACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTACT
GCCCCTCAAGCGCGGCTTGTGTGTTGGGCCGCCGTCCCCTGCGCCTCCGGGCA
AGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGTGGCGGCGCCGCGTCCGGTCCTCGAGCGT
ATGGGGCTTTGTCACCCGCTCAGTAGGTCGGGCCGGGGCCTTTGCCCTCTCCA
ACCTTTTTTTTCCTTAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTT
AAGCATAT
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Secuencia de la cepa MC-1:
CGGAGGGATATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTT
GTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAG
GACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATC
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAA
AATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTC
AACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCCCAAA
TTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACT
GGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGG
ATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT
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Anexo 9. Tabla de datos para elaborar curva de crecimiento de la cepa: T-1

N° de

Peso

N° de bacterias

muestra Dia Hora Tiempo vacio Peso lleno Masa Celular Disolucion 1076
1 5-Mar  08:00 a.m. 1 0.08475 0.0866 0.0018 103 1 1.03
2 5-Mar  11:00 a.m. 3 0.8351 0.8547 0.0196 110 10 11
3 5-Mar  02:00 p.m. 6 0.8337 0.8676 0.0339 190 10 19
4 5-Mar  05:00 p.m. 9 0.8788 0.9342 0.0554 31 100 31
5 5-Mar  08:00 p.m. 12 0.8411 0.9090 0.0679 38 100 38
6 6-Mar  08:00 a.m. 22 0.8136 0.9672 0.1536 86 100 86
7 6-Mar  11:00 a.m. 25 0.8405 1.0334 0.1929 108 100 108
8 6-Mar  02:00 p.m. 28 0.8314 1.0921 0.2607 146 100 146
9 6-Mar  05:00 p.m. 31 0.8042 1.1524 0.3482 195 1000 195
19 6-Mar  08:00 p.m. 34 0.8216 1.2859 0.4643 26 1000 260
11 7-Mar  08:00 a.m. 44 0.8042 1.4221 0.6179 34.6 1000 346
12 7-Mar  11:00 a.m. 47 0.8025 1.4525 0.6500 36.4 1000 364
13 7-Mar  02:00 p.m. 50 0.8354 1.5140 0.6786 38 1000 380
14 7-Mar  05:00 p.m. 53 0.7931 1.4931 0.7000 39.2 1000 392
15 7-Mar  08:00 p.m. 56 0.8317 1.5496 0.7179 40.2 1000 402
16 8-Mar  08:00 a.m. 66 0.8135 1.4796 0.6661 39 1000 373
17 8-Mar  11:00 a.m. 69 0.8263 1.4817 0.6554 38.6 1000 367
18 8-Mar  02:00 p.m. 72 0.7931 1.4163 0.6232 38.3 1000 349
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Anexo 10. Tabla de datos para elaborar curva de crecimiento de la cepa: A-0

N° de

Peso

N° de bacterias

muestra Dia Hora Tiempo vacio Pesolleno  Masa Celular Disolucion 1076
1 5-Mar  08:00 a.m. 1 0.8923 0.8943 0.0020 95 1 0.95
2 5-Mar  11:00 a.m. 3 0.8111 0.8323 0.0212 102 10 10.2
3 5-Mar  02:00 p.m. 6 0.8662 0.9161 0.0499 240 10 24
4 5-Mar  05:00 p.m. 9 0.8216 0.8965 0.0749 36 100 36
5 5-Mar  08:00 p.m. 12 0.8452 0.9450 0.0998 48 100 48
6 6-Mar  08:00 a.m. 22 0.807 1.0316 0.2246 108 100 108
7 6-Mar  11:00 a.m. 25 0.821 1.1101 0.2891 139 100 139
8 6-Mar  02:00 p.m. 28 0.7974 1.1967 0.3993 192 100 192
9 6-Mar  05:00 p.m. 31 0.7818 1.3163 0.5345 25.7 1000 257
19 6-Mar  08:00 p.m. 34 0.8312 1.4530 0.6218 29.9 1000 299
11 7-Mar  08:00 a.m. 44 0.8109 1.5512 0.7403 35.6 1000 356
12 7-Mar  11:00 a.m. 47 0.8096 1.5687 0.7591 36.5 1000 365
13 7-Mar  02:00 p.m. 50 0.8136 1.5872 0.7736 37.2 1000 372
14 7-Mar  05:00 p.m. 53 0.8063 1.5924 0.7861 37.8 1000 378
15 7-Mar  08:00 p.m. 56 0.8314 1.6300 0.7986 38.4 1000 384
16 8-Mar  08:00 a.m. 66 0.8024 1.5781 0.7757 37.3 1000 373
17 8-Mar  11:00 a.m. 69 0.8216 1.5848 0.7632 36.7 1000 367
18 8-Mar  02:00 p.m. 72 0.8206 1.5464 0.7258 34.9 1000 349
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Anexo 11. Tabla de datos para elaborar curva de crecimiento de la cepa: A-3

N° de

Peso

N° de bacterias

muestra Dia Hora Tiempo vacio Peso lleno  Masa Celular  Disolucion 1076
1 5-Mar  08:00 a.m. 1 0.7931 0.7943 0.0012 70 1 0.7
2 5-Mar  11:00 a.m. 3 0.8017 0.8149 0.0132 80 10 8
3 5-Mar  02:00 p.m. 6 0.8042 0.8240 0.0198 120 10 12
4 5-Mar  05:00 p.m. 9 0.8031 0.8410 0.0379 23 100 23
5 5-Mar  08:00 p.m. 12 0.8136 0.8763 0.0627 38 100 38
6 6-Mar  08:00 a.m. 22 0.8234 0.9686 0.1452 88 100 88
7 6-Mar  11:00 a.m. 25 0.8693 1.0590 0.1897 115 100 115
8 6-Mar  02:00 p.m. 28 0.8119 1.0824 0.2705 164 100 164
9 6-Mar  05:00 p.m. 31 0.8069 1.1566 0.3497 2 1000 212
19 6-Mar  08:00 p.m. 34 0.8196 1.2419 0.4223 25.6 1000 256
11 7-Mar ~ 08:00 a.m. 44 0.8228 1.3869 0.5641 34.2 1000 342
12 7-Mar  11:00 a.m. 47 0.8196 1.4266 0.6070 36.8 1000 368
13 7-Mar  02:00 p.m. 50 0.8315 1.4599 0.6284 38.1 1000 381
14 7-Mar  05:00 p.m. 53 0.8316 1.4782 0.6466 39.2 1000 392
15 7-Mar  08:00 p.m. 56 0.8219 1.4751 0.6532 39.6 1000 396
16 8-Mar  08:00 a.m. 66 0.8022 1.4438 0.6416 38.9 1000 389
17 8-Mar  11:00 a.m. 69 0.8335 1.4718 0.6383 38.7 1000 387
18 8-Mar  02:00 p.m. 72 0.8126 1.4493 0.6367 38.6 1000 386
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Anexo 12 Tabla de datos para elaborar curva de crecimiento de la cepa MA-3

N2 de Masa
muestra Dia Hora  Tiempo(h) Pesovacio Pesolleno  m/gL
1 5/03/2018 08:00 a.m. 0 0.8337 0.8338 0.0001
2 5/03/2018 08:00 p.m. 12 0.8231 0.8233 0.0002
3 6/03/2018 08:00 a.m. 24 0.7965 0.7968 0.0003
4 6/03/2018 08:00 p.m. 36 0.7911 0.7917 0.0006
5 7/03/2018 08:00 a.m. 48 0.8065 0.8075 0.001
6 7/03/2018 08:00 p.m. 60 0.8091 0.8103 0.0012
7 8/03/2018 08:00 a.m. 72 0.8177 0.8193 0.0016
8 8/03/2018 08:00 p.m. 84 0.8028 0.8051 0.0023
9 9/03/2018 08:00 a.m. 96 0.8003 0.8028 0.0025
10 9/03/2018 08:00 p.m. 108 0.7933 0.7962 0.0029
11 10/03/2018 08:00 a.m. 120 0.7949 0.7983 0.0034
12 10/03/2018 08:00 p.m. 132 0.8937 0.8972 0.0035
13 12/03/2018 08:00 a.m. 168 0.716 0.7208 0.0048
14 12/03/2018 08:00 p.m. 180 0.902 0.9074 0.0054
15 13/03/2018 08:00 a.m. 192 0.7941 0.8008 0.0067
16 13/03/2018 08:00 p.m. 204 0.8205 0.828 0.0075
17 14/03/2018 08:00 a.m. 216 0.8025 0.8111 0.0086
18 14/03/2018 08:00 p.m. 228 0.8077 0.8172 0.0095
19 15/03/2018 08:00 a.m. 240 0.8045 0.8149 0.0104
20 15/03/2018 08:00 p.m. 252 0.8132 0.8248 0.0116
21 16/03/2018 08:00 a.m. 264 0.8233 0.8362 0.0129
22 16/13/2018 08:00 p.m. 276 0.8005 0.8157 0.0152
23 17/03/2018 08:00 a.m. 288 0.8287 0.845 0.0163
24 17/03/2018 08:00 p.m. 300 0.8037 0.8213 0.0176
25 19/03/2018 08:00 a.m. 336 0.7983 0.8177 0.0194
26 19/03/2018 08:00 p.m. 348 0.8203 0.8401 0.0198
27 20/03/2018 08:00 a.m. 360 0.7936 0.814 0.0204
28 20/03/2018 08:00 p.m. 372 0.7947 0.8148 0.0201
29 21/03/2018 08:00 a.m. 384 0.9028 0.9226 0.0198
30 21/03/2018 08:00 p.m. 396 0.843 0.8625 0.0195
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Anexo 13. Tabla de datos para elaborar curva de crecimiento de la cepa MA-4

N2 de Masa
muestra Dia Hora  Tiempo(h) Pesovacio Pesolleno  g/mL
1 5/03/2018 08:00 a.m. 0 0.8445 0.8446 0.0001
2 5/03/2018 08:00 p.m. 12 0.8233 0.8235 0.0002
3 6/03/2018 08:00 a.m. 24 0.8453 0.8458 0.0005
4 6/03/2018 08:00 p.m. 36 0.8543 0.855 0.0007
5 7/03/2018 08:00 a.m. 48 0.8671 0.868 0.0009
6 7/03/2018 08:00 p.m. 60 0.8449 0.846 0.0011
7 8/03/2018 08:00 a.m. 72 0.8386 0.8399 0.0013
8 8/03/2018 08:00 p.m. 84 0.8732 0.8749 0.0017
9 9/03/2018 08:00 a.m. 96 0.8179 0.8197 0.0018
10 9/03/2018 08:00 p.m. 108 0.8305 0.8324 0.0019
11 10/03/2018 08:00 a.m. 120 0.8724 0.8745 0.0021
12 10/03/2018 08:00 p.m. 132 0.8419 0.8444 0.0025
13 12/03/2018 08:00 a.m. 168 0.8642 0.8686 0.0044
14 12/03/2018 08:00 p.m. 180 0.8039 0.8089 0.005
15 13/03/2018 08:00 a.m. 192 0.8694 0.8751 0.0057
16 13/03/2018 08:00 p.m. 204 0.8582 0.8647 0.0065
17 14/03/2018 08:00 a.m. 216 0.8393 0.8463 0.007
18 14/03/2018 08:00 p.m. 228 0.8554 0.8633 0.0079
19 15/03/2018 08:00 a.m. 240 0.8324 0.841 0.0086
20 15/03/2018 08:00 p.m. 252 0.8825 0.8919 0.0094
21 16/03/2018 08:00 a.m. 264 0.8521 0.8625 0.0104
22 16/13/2018 08:00 p.m. 276 0.8393 0.851 0.0117
23 17/03/2018 08:00 a.m. 288 0.8496 0.8631 0.0135
24 17/03/2018 08:00 p.m. 300 0.8637 0.8785 0.0148
25 19/03/2018 08:00 a.m. 336 0.8417 0.8596 0.0179
26 19/03/2018 08:00 p.m. 348 0.8645 0.883 0.0185
27 20/03/2018 08:00 a.m. 360 0.8476 0.8663 0.0187
28 20/03/2018 08:00 p.m. 372 0.8671 0.8863 0.0192
29 21/03/2018 08:00 a.m. 384 0.8366 0.856 0.0194
30 21/03/2018 08:00 p.m. 396 0.8424 0.8613 0.0189
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Anexo 14. Tabla de datos para elaborar curva de crecimiento de la cepa MC-1

N2 de Masa
muestra Dia Hora  Tiempo(h) Pesovacio Pesolleno  g/mL
1 5/03/2018 08:00 a.m. 0 0.8397 0.8398 0.0001
2 5/03/2018 08:00 p.m. 12 0.7931 0.7934 0.0003
3 6/03/2018 08:00 a.m. 24 0.8035 0.8039 0.0004
4 6/03/2018 08:00 p.m. 36 0.8285 0.829 0.0005
5 7/03/2018 08:00 a.m. 48 0.8003 0.8012 0.0009
6 7/03/2018 08:00 p.m. 60 0.8231 0.8242 0.0011
7 8/03/2018 08:00 a.m. 70 0.8132 0.8146 0.0014
8 8/03/2018 08:00 p.m. 81 0.8042 0.8058 0.0016
9 9/03/2018 08:00 a.m. 96 0.8028 0.8047 0.0019
10 9/03/2018 08:00 p.m. 108 0.8175 0.8201 0.0026
11 10/03/2018 08:00 a.m. 120 0.8089 0.8121 0.0032
12 10/03/2018 08:00 p.m. 132 0.8063 0.8101 0.0038
13 12/03/2018 08:00 a.m. 156 0.7909 0.7958 0.0049
14 12/03/2018 08:00 p.m. 180 0.7966 0.8031 0.0065
15 13/03/2018 08:00 a.m. 192 0.8235 0.8305 0.007
16 13/03/2018 08:00 p.m. 204 0.8335 0.8413 0.0078
17 14/03/2018 08:00 a.m. 216 0.8139 0.8228 0.0089
18 14/03/2018 08:00 p.m. 228 0.8334 0.8431 0.0097
19 15/03/2018 08:00 a.m. 240 0.8494 0.8595 0.0101
20 15/03/2018 08:00 p.m. 252 0.8017 0.8127 0.011
21 16/03/2018 08:00 a.m. 264 0.8231 0.8355 0.0124
22 16/13/2018 08:00 p.m. 276 0.8151 0.8287 0.0136
23 17/03/2018 08:00 a.m. 288 0.9033 0.9189 0.0156
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 0.8404 0.0188
30 21/03/2018 08:00 p.m. 396 0.8123 0.8312 0.0189
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Anexo 15. Analisis inicial del influente (agua residual de la empresa inca tops)

INFORME DE ENSAYO: 40882/2017

INCA TOPS S.A.

Av. Miguel Forga Nro. 348 Z.|, Parque Industial Arequipa Arequipa Arequipa

Monitoreo Ambiental Irrigacion Zaméacola

Emitido por: Doris Quicara Choquepiunta - Griselda Cusi Coaquira

Fecha de Emision: 09/10/2017
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INFORME DE ENSAYO: 40882/2017

RESULTADOS ANALITICOS
Muestras del item: 1
NEALS LS 370405/2017-1.0
Fecha de Muestreo 13/08/2057
Hora de Musstreo 12:15:00
Agea Residual
Tipo de Muestra \edustrial
Idemificacion PTAR-UASE
Parsmetro Ref. Mt. Unidaed [
002 ANALISIS EN CAMPO
Conductvidad 1825 — £38,0
o (Cawpo) 0 %ﬁ' = | &
Tesrperatura 1889 R4 - 312
Clanuro Total 12450 g/l 0001 | < 0,001
13530 mg NIS-N 10,61
Stfurce 12134 mgll 0,001 <0,001
003 ANALISIS FISICOQUIMICOS e
Aceittes y Geasas 12261 e/l 0 “us
Amomo {mg NHGA* 16235 g NHAL - 13623
Cromo Hexavalente 12235 mg/L 002 < 0,002
| Ooments thoapimics do Oigen 10 ‘ : 2o
| O Quimica de Ogrews away 2 1798
Fostates 1830 mg POS.P/L 0.005 10,51
| Féatoro Total 10818 P, 0,007 1,95
¢ y 11636 N 0024 421
$6lido Sedmentable 15058 muyL 02 15
Sélicos Totales Suszendioos 12440 /L 2 648
Sdiides Volitiles Suspandidas® 14124 my/L 4 248
005 ANALISIS POR CROMATOGRATIA - ANIONES
Cloryres, O- 16129 mg/l 0,020 8393
Sromuro, Br- 16189 mg/L 0,001 0,073
Flucruras, F- 16189 mg/L 0,002 0451
fasfaton, POA-3 16189 mg/L 0,050 63,76
Fostates fcomo P) 16189 mg/L 0,020 2079
Nitrates, NO3- 16180 my/L 0,000 0,084
Hitratos, (como N) 16189 mgiL 0003 0,021
Nitrtos, NG2- 16129 mg/L 0,003 < 0,003
Nitrites, (como N) 16139 "!"' 0,001 < 0,001
Sdfatos, S04-2 16149 mefl 0.01% 5812
Nitraton, (come N) + Nitrkos, lcomo N)* 15024 mg/L 0,004 0,021
007 ANALISIS DE METALES TOTALES KP MS.
Flata 1180 e/l 0.00000) < 0.000002
160 mg/L 0,002 |
Acyenico (As) 11420 mg/L 0,00003 0,0269%
Zoro (B) 11820 myL 0,002 0431
Eario (8a) 11420 mg/l 0,0001 6438
fento [Be) 11420 mg/l 0,00002 «0,00002
|_Bismuto (Bi) 11420 mgit _0,00002 < 0,000
 Cancio (Ca) 11420 it 030 13,84
Cadmio [Cd) 11420 me/l 0,00001 < 0,00001
Cobalto (Co) 11420 _mgiL 00001 000562
|_Croms |C) 11420 my/L 0,001 10,0084
‘ 11420 mpil .00003 005557,
11420 g/t 0,0004 3807
Miercurio (Hy) 1140 mg/L 0,00003 000275
Potavo K 11420 /L 32
|_Utia (U} 11420 mgil 0,0001 00212
| Magnesio (Mg) 11420 L 0,003 4,936
| Mangmeso (Ma} 11420 ol 0.0000% 028813
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INFORME DE ENSAYO: 40882/2017

NTALSLS A70403/2017-0.0
Fecha de Muestree 13/00/2017
Hora de Mwestreo 12:15:00
Tipo de Muestra “:nm
Identificacion PTARUASE
Raf. Mt Unidad w
Sodio [Na) 11420 mgh % 143
11420 mah 08 2,08

Plomo (#b) 11420 mgh 0.0002 00417
Antimenko (55) 11420 mglL 0,00004 0,00220
Selenio {So) 11420 mg/L 0,000 < 0,0004
Siicio (9 11420 __mgil 02 416
Estafio (57) 11420 mglL 0,00003 < 0,00003

iamndo S} 11420 Q‘L 0,0002 01658
Titanio [T) 11420 [ 00002 03115
Talo (N} 11420 melt 0,00002 <0,00002
Uranio (U) 11420 mgh _0,000003 0001026
Vanado (V] 11420 mgi 0,000 0,0062

e @n) 1142 0.0100 0,1750
015 ANAUSES MCROBIGLOGICOS .
Coliformes Fecales RE2S NMP/100me. 18 24000000

'_CAl'oma Totwles RE1R NP /100, 18 24000000
(121 ANALSE TERCERZADO

| Nerogeno Total Kjeldal® =6 | mgt = | s

Observaciones

{*) Los métodos indicados no han ido acreditados por of INACAL - DA
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Parkmatro [ Unidad Rerseitado Tocha de Regeete
Aot y Grases 10 g <10 220872017
Numinio |) 0,002 el 0,002 23/08/2017
Antimosia (Sb] 0,0000¢ m/t <0,00004 7
Arsdnico (As) 0,00003 gl <0,00003 g/%:w
Harko (B3) 0,0001 gl <0,0001 23/08/2017
Berlio (SBe) 0,00002 =gh < 0.00002 23/09/2017
BEmuto (8) 0,00002 mght <0,00002 23/08/2017
B8oro (8) 0,002 mglt <0.002 2/09/2017
s g e 50 iy

<
Cadtio [Ca) 0,30 =gt ’:% %
Claouro Total L S = TC 0001 20/03/2017

| Caanuro Totad 0,001 <0001 20/08/2017
Cloruros, Ch 0020 3‘ <0020 1R/09/2017
| Codao (Cof £.00001 mgl <0,00001 23/09/2017
| Cobre fCu) 300003 gt <0,00003 Z 7
Colfformes Totales YR NMP/100 mL <18 1 7
| Cromo (Cr) 0.0001 mgh «0,0001 23/09/2017
Cromo Hesavilerte 0,002 mgt <0002 2/09/2017
| Demands Sioquimica de Oxigeno z maft <2 7
Demanda Quimica de Oxigeno 2 mg 0211 <2 1 7
Estalio (Se) 0,000 “mgh_ < 0,00003 23/09/2017
L fstroncio (Sr) 0.0002 o £0,0002 23/05/2017
| Flioruros, - o0m ma/l 00w
Sl QS mg P-PO4-3 <0,005 14092037
[ Fosfates jcomo F) a0 g/t Q010 18/08/2017
fosfobes, 043 9,060 g <0060 13/03/2007
Fosforo (7) 0,015 mg < 23/0972087
Fésorn Total 0007 mg P <0007 01/10/2007
S0storn Yousl 9,007 =400 <0.007 01/10/2017
| Mierro {Fe) 0,000 mgl £0,0004 23/09/2017
 Ubo () _ 40001 mglL <0000 23/ 2007
| Magraio (Mg} 0,008 gL <0,0083 23/08/2017
| Manganaso (Mn) 400003 gl <0,00003 - .
| Mercute iy) 00003 i Q000 23/00/2017
Malibdeno 0000 mg/L <0,00002 L0507
Niguel (M) o000 _mgl <anon BOSRNT__
Nitrates, {como ) 0,003 my'l <0003 18/09/2017
Nitratos, NO3- 0,010 g/t <0010 W/ T
| Niritos, foomo ) 9,00 o~ <0001 18/03/2017
B T 0,008 L1 <6m 288/2017
et DO g NIG-NA <0004 19/08/2017
| Nardgeno Amoniacal 0,04 mg NH3-NL <0,004 16/08/2017
Nerogeno Totl 0,024 mg/L <0024 2 17
Piata {Ag) 0000003 mg <0,000003 7
m(:)! 0,0002 gl <0,0002 23/09/2017
Potasio 0,04 j! < zmr
 Selenie (Se) 0.0004 C . ‘E%“ 23/09/2017
| Sitclo (54 92 mgt <02 23/08/2017
| Sodio (Na) 0,006 mgl <0006 23/09/2017
Sohdos Torales Suspendidos p mgh <2 18/09/2017
 Sullstes, S04-2 o018 Mgt <008 4
Sulburcs 0,00 mg SN < 0,001 7
Tabo (1) 0,00002 mgh <0,00002 23/08/2017
B dul 0.0002 et < 0,000 21/06/2017
%&.@gﬂ 0,000003 mah < 0,000003 23/08/2017
anedo 0001 gl <0,0001 23/08/2017
[ Zinc(Zn) on mgiL <001 23/09/2017
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Control Estindar
r—— : X Recuperacion | Uimites de Recuperacion (%) | Fecha de
¥ Grasas 3 i —“we_ég.@._—
R (A1 —— —80.140 7.
Antimoso 9.9 5020 m7
Arsénico 2068 80120 23/08/2017
T - = e IR0
o) s B0 T —
3;"",,, -~ 7 83120 zsmmx:
firomwa, Br- 1080 S0.120 23/08/2017
Cadmio ’m‘: 0110 18/09/2017
W w10
Cakco [Ca) _ 1) L 20072017
Clanuro Tomal 925 80120 Jm&;_
MT&“ :‘ J M 7
| Clorurt , 50-110 T —
vam —- 33 80-120 WM,
Positive I
Colformes Totales Negativo — wgr
Cromo m 958 20130 190002017
Cromo M : 2w7
Cromo Hexireslente s 2010 21/09/2017
Demanda ™ 1009 30-120 21/08/2017
Semand B s g _ on T z
o —ms L -7
5315 .
|_Demanda Quimica de Oxigere %8 25-115 M! 5/09/2017
Esvonco t5] 28 80130 o0y
= == i
96110
e 5 = i
Fostaten lcoms Pl L. B5-21%
o ot %10 a7
Festoro () 02 9-110 5
085 #5220 3
Feoic S Dt iy
= —— e
S — 2 = :
80-120
CT 3640 L3P - -
Matbdens (ws] —a— (78 230873017
Nigus (NQ L 30120 y
!e_ 80-
vts como &) 002 - TS
irato, —— 3T -
M!ﬂ“ NO2- = %’f ::11: 18/00/2017
.:‘_'M_‘“E“!:' .5 X M%
Toma o Bis 1870872017
e dgans Toea o ©12 /oo
i 0g] o — e 203017
Fomo [Pt] 12 80130 /082017
Potasi (k) Lo - 80130 /0372017
Selerio (54) 1028 50.120 23,/08/2017
Sicio 1000 80120 7
F=T) i C37) 2yoa/ans7
s ME 80-120 23/09/2017
Sélidos Totales 1020 20420 —__15/03/2017
B e o L3P Ta/oan7
Suren 24 2110 14/09/2017
P 20 20120 13/09/2017
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Pardmetro % Recuperacion Limites de Recuperacidn (%) Fecha de Reporte ‘
Xako (T 98,7 80-120 23/09/2017
[ Ve (7 1024 80120 Bpapon
Uranio (U) 59,5 80-120 23/09/2017
Vanadia [V) 58,2 80-120 23/08/2017
[ Zne @) 1000 80120 230/2017
LD « Limite de deteccién
DESCRIPCION Y UBICACION GEOGRAFICA DE LAS ESTACIONES DE MONITOREQ
Ubicacidn
Estaciin de Rusp.del Tipo de Fecha de Fecha de Geogrifia s Condickén de Descripcion de by Estackin de
Muestreo Muestreo Moestra Recepcion Muestreo um s frrsestrn Musstreo
WGSss
En been Pozo de almacenameento de
Agua Residua B189671IN agun residyal, wbicado al margen
PTAR-UASE AS Inchstrial 13/00/2017 | 13092007 2252906 19¢ estado de derecho, dentro de b Planta
consenackin
Zamaccla
REFERENCIA DE LOS METODOS DE ENSAYO
(*) Los métodos indicados no han sido acreditados por el INACAL - DA
Ref. S’ Pardmetro Metodo de Referencia Descripcidn
SMEWW-APHA-AWWA-WES OF and Grease. Uquid-Uguid, Partition-Geavmetric
e s Ay S Par S520 B, 22nd (4, 2012 Method
Sandard Method 4500 NH3 F, Ammonia - Phenate Method [ AGUATIC LFE
16235 s AemiezSpmics o 2012 EPA B22-R-13-001 - Pag 7, AMBIENT WATER QUALITY CRITERIA FOR
saiersas 2013, AMMONA ~ FIESHWATER
Anioses por Cromatografia EPA METHOO J00.0, Rev 2.1, Determination of inorganic anions by lom
16109 A Mrica 1593 ch
15024 AQP Aniones por Cromatografia EPAMETHOD 3000, Rev 2.1, Determination of inorganic anions by lon
Vorica® 1593 chromatography
SMEWW-APHA-AWWA-WEF
12450 (103 Clanuro Towl Part 4S00CN-CE. 220d 1Y, Cyanate: Colonmetric Method
2082
g SMEWW-APMA-AWWA-WEF
1825 Ay Condwctiadad |Campo) Part 2510 8, 22nd €. 2012 Canductivity: Laderstory Method
SMEWW-ARHA-AWWA-WEF
12235 IME Cromo Hexrvaleste Part 3500t B, 22nd £d. 2012 Chromiun: Colerimetric Method
1828 AQP Demanda Bogquimica de SMEWW-APHA-AWWA-WIF Bochemical Oxygen Demand (800): S Darys BOD
Quigens (D205) Part 5210 & 22nd 4. 2002 Test
MEWW-ATHA-AWWA-WEF Chemical Ouyges Demand {000): Closed Reflux,
o g Demarde Quinica de Ovige=e | oy 5320, 220 £, 2012 Colorimetric Method
SMEWW-APHA-AWWA-WEF
1530 AP Fosfatos Part 4500 £, 22nd b, 2012 Phosphorss: Ascorble Ackd Method
Fonforo 1odas les formen Phosphorous, all forms (Colodmenric Ascortic Ackd,
10818 IME {Féstoro Total] EPA METHOD 365 3, 1083 Two Reagent)
13420 it Metafes Totaes por KPS "‘”m:.'o‘;""‘"‘" ductively Cousled Plauma-Mass Spectrometry
SMIEWW-A2 HA-AWWA WEF Nitrogen [Ammaonia): Prefminary Dissilation Step /
1350 IME Nerogeno Amoniacal, Amoniaco ,“m”’w‘“_m’z_ Phenate Method.
Waner quality - Determinagion of tetal nitrogen
11636 LME Wieedigano Toral (Skakar) MMINI‘m‘““ afeer UV digestion - Method using Now analysis
(CFA and FiA) and detaction
NarGgeno Totsl Keidat - Netrogen, Kjebdali, Total (Colorimeteic; Titrmetric;
264 " Tercerizado® AR T Patertimenric,
Multipie- Tube Fermentation Technigue for
Numeraoidn de Coliformes SMEWW APHAAWWA-WEF
sas My Fecales Part G221 £-1, 220 £4. 202 members of the Cobform Growp, Fecal Colform
Wiitigle-Tube Fermentation Techniges for
e AQP ot o ml""“n‘ s ooty | Member of the Colfiorm Growp, Stardd Tota
Caliform Fermestation Technigue
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et i Parimerrs Mt de et Desrpon
1820 A p# Campal Pranpietripionser & Ty 4 252 4 Valus Hectremetry Mathod
SMEWW - HA-AWHAWEE
15098 AQp $4do Sedimestable e r Settinble Solids
12440 IME Sitdos Toeales Suspenddos mf"m wz:f; Sailds: Total Suspended Solids Oried at 103-105°C
14124 at SAlicos Vosithes Suspendicos® mﬂmf SOUCS: Fened and Volatle Solids igrited at 550°C
12154 e Sulturce »mm1$ Sulfide- Methylene Blue Method
1884 e Temperatera [Campo) Wn‘f Temperatsre Laboratoey and Pk Methad
REFERENCIA DE LOS METODOS DE MUESTREO
[ Tipode Muestn | Procedimiento de Muestres | Descripctn |_Plan de Musstreo
L Agua | POS N* 134 | Procedimiento de Muestreo, Conservackin y T de Aqua 105730

CODIGOS DE AUTENTICIDAD DEL INFORME DE ENSAYO

ALS LS Perd S,A.C. asegura 2 sus dlentes una completa autentickdad def informe de Ensayo 30882/2017, para que ests informe pueda ser vestficado en su totalidad. Para
comprober b autenticidad de los mismos en la base de datos de ALS LS Pend SAC, vistar ol sitio Wed www,asgiobsl com & introdedir los siguentes coAgos de
autenticidad que we detalian 3 contingackin:

Estacién de Muestreo | W AISLS Gnico de Autenticidad
PTAR-UASH 30408/2017-10 | nspnptoli 3504073

ALS LS Perd SAC, 2segerando |a Marca y prestgio de su ompresa.

COMENTARIOS

ALS LS Pord SA.C. conta con b scrmditackie vigante de Corparacion Laboratorios Amblentales del Pend S.A.C. mediants ragistro LE-029, 3 partir de! 01 de Setiembre
del 2017,

AQP: Av. Dolores 167 - José Lus Bustamante y Rivero - Arequipa.

LME Av. Argenting 1859 - Cercado - Uima.

“EPA™: U5, Environmental Prosection Agency.

"SM": Standard Methods for the Exssination of Water and Wastewater,

“ASTM": American Seciety for Testing and Materials.
ﬂmwummmmAlsums&c.,wwonmmmmmhludhluvnn.bwhi
m‘:ummvm«bmqmmh duccidn parcial del p Informe, salvo autorizacion escrita de ALS LS Pani 5.A.C sélo es vildo
para eferidas on of o for

Ellote de muestras que incheyn of prasents informe verd descartado 2 bos 30 dias calendarios de haber ingresadc la muestes o isborasorio.
mmb::m«mmauuwmmmm&mu con normas de producto o como certificads del satema de calidad de la
oetidad que
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Anexo 16. Andlisis de las condiciones de la hiomasa

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

b, San 204205 B + 51 54 JIEE ANEXD 1166
o fgtin. 1350

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

Condicion del Muestreado : Por el cliente

Descripcién : Lana con rastrojo

Tamaio de muestra :1500 g

Fecha de Recepcién : 31/07/2018

Fecha de Inicio del Ensayo : 31/07/2018

Fecha de Emision de Informe  : 08/08/2018

Pagina :1de1

I ANALISIS FISICO - QUIMICO:

ANALISIS RESULTADO
DETERMINACION DE SOLIDOS TOTALES (%)
Método gravimeétrico
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

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 unicamente 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

10 °§' o
eveane 98 ?_
70.F. Hicardo A. Abril Ramirez &: 5

CQFDA 00824 L7 g g
ESPECIALISTA BN CONTROL DE vj" 5 §
CALIDAD LECC %m..m P
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Anexo 17. Produccion de gas: Bacterias

Experimentacion N°1

Medicidn N°1 N°2 N°3
COMPONENTE UNIDAD CANTIDAD
Metano (CHas) Volumen 5% 4,80% --------
Dioxido de Carbono (COy) Volumen 3% 3,00% --------
Oxigeno (O2) Volumen 8% 1% -
Sulfuro de hidrogeno (H2S) Ppm 2 I J—
Volumen 210ml  112ml O
Volumen=0.322 L
Experimentacion N°2
Medicion N°1 N°2 N°3
COMPONENTE UNIDAD CANTIDAD
Metano (CHa) Volumen 3,60% 3,20% -------
Dioxido de Carbono (CO3) Volumen 150% 3%  ---—----
Oxigeno (O2) Volumen 8% 9% -
Sulfuro de hidrogeno (H2S) Ppm 2 L J—
Volumen 270 ml 100ml 0
Volumen=0.370 L
Experimentacion N°3
Medicion N°1 N°2  N°3
COMPONENTE UNIDAD CANTIDAD
Metano (CHas) Volumen 3,80% 3%  --—------
Dioxido de Carbono (CO3) Volumen 2,40% 2,60% --------
Oxigeno (0O>) Volumen 8,00% 11%  --—------
Sulfuro de hidrégeno (H.S) Ppm 2 i1 J—
Volumen 215ml 95ml 0

Volumen=0.310 L
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Anexo 18. Produccion de gas: Hongos

Experimentacion N°1

Medicion N°1 N°2 N°3
COMPONENTE UNIDAD Cantidad Cantidad Cantidad
Metano (CHa) Volumen 10% 51—
Dioxido de Carbono (CO2) Volumen 0% 0% e
Oxigeno (O2) Volumen  16% 158%  -------
Sulfuro de hidrogeno (H2S) Ppm 1 i —
Volumen 1,1L 700 ml 0
Volumen=18 L

Experimentacion N°2

Medicion N°1 N°2 N°3
COMPONENTE UNIDAD CANTIDAD

Metano (CHas) Volumen 230% 0%  --—--—---
Dioxido de Carbono (CO3) Volumen 0,00 3%

Oxigeno (O2) Volumen 7% 15% -
Sulfuro de hidrégeno (H.S) Ppm 300% 350,00%  --------
Volumen 900 ml 300ml 0
Volumen=1.2 L

Experimentacion N°3

Medicion N°1 N°2 N°3
COMPONENTE UNIDAD CANTIDAD

Metano (CHas) Volumen 11,10% 7,3%  --—------
Dioxido de Carbono (COy) Volumen 250% 2%  -----—--
Oxigeno (0O2) Volumen 18,10% 16,9%  --------
Sulfuro de hidrégeno (H2S) Ppm 145 2 e
Volumen 1,7L 300ml 0

Volumen=2 L
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Anexo 19. Produccion de gas: Consorcio

EXPERIMENACION N°1

Medicidn N°1 N°2 N°3
COMPONENTE UNIDAD Cantidad Cantidad Cantidad
Metano (CHas) Volumen  35,8% 35,4% 29,6%
Dioxido de Carbono (COy) Volumen  8,0% 5,0% 2,0%
Oxigeno (O>) Volumen  2,7% 3,0% 0,0%
Sulfuro de hidrégeno (H»S) Ppm 1 1 0
VVolumen 112 L 51L 1.3L

Volumen total=17.60 L

EXPERIMENACION N°2

Medicion N°1 N°2 N°3
COMPONENTE UNIDAD CANTIDAD

Metano (CH4) Volumen 355%  33,0%  30,5%
Dioxido de Carbono (CO3) Volumen 7,0% 10% 1,0%
Oxigeno (0O2) Volumen 3,1% 0% 0%
Sulfuro de hidrégeno (H»S) Ppm 1 2 0
Volumen 785L 35L 2.3L

Volumen total= 13.65 L

EXPERIMENACION N°3

Medicion N°1 N°2 N°3
COMPONENTE UNIDAD CANTIDAD

Metano (CHa) Volumen 35,6% 354%  29,6%
Dioxido de Carbono (COy) Volumen 8,0% 7,0% 6,0%
Oxigeno (O2) Volumen 3,1% 1,1% 0,0%
Sulfuro de hidrégeno (H.S) Ppm 2 1 0
Volumen 10.33 L 422L 154L

Volumen total= 16.07 L
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