ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAS

ESCUELA DE CIENCIAS QUIMICAS

INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA AMBIENTAL

“AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE CEPAS MICROBIANAS COMO
POTENCIALES AGENTES PARA BIORREMEDIACION DE EFLUENT ES EN UNA
EXTRACTORA DE PALMA ACEITERA”

TESIS PREVIA LA OBTENCION DEL TiTULO DE INGENIERAE N

BIOTECNOLOGIA AMBIENTAL

PAOLA DANIELA RODRIGUEZ ZAMBRANO

RIOBAMBA — ECUADOR

2011



AGRADECIMIENTO

En primer lugar agradezco a Dios
por haberme dado la vida a lado de mi familia,
a mis Padres agradezco su apoyo incondicional

para seguir adelante aun en la adversidad,
Gracias porque nunca dejaron de creer en mi.

Mi mas grato reconocimiento a la Dra. Jenny Moreno
Directora de Tesis Gracias
por su dedicacién y compresion,

al Dr. Fausto Yaulema por su colaboracién.

Y por ultimo pero no menos importante quiero agcade
a las personas que me apoyaron durante
la ejecucion de mi tesis, Lcdo. Elias Tuquerres,
Ing. Camilo Haro y de manera
especial a la Dra. Rocio Yambay
Su esposo Ing. José Samaniego
Gracias por abrirme las puertas de su hogar
y tratarme como a una hija,
sin su ayuda no hubiera culminado mi proyecto,
Gracias de corazon, los quiero mucho que Dios @rxiigja.



DEDICATORIA

Consagro no solo este trabajo sino mi vida entera
a mi preciosa hija Doménica gracias por existir.

A mis padres Luis y Mariana dedico este trabajo,
siempre dejaron de lado sus necesidades para daplimias,
Uds. me ensefiaron con su ejemplo
gue en la vida es necesario sacrificarse
para cumplir nuestras metas.

La vida cambia sin preguntarnos si nos gusta o no,
si nos va a doler o si tenemos la fuerza suficipata resistirlo;
en lo personal la vida se llevo dos personas
a las que amaba mucho y aunque
hasta hoy me hacen falta
tengo la esperanza que al final de mis dias
nos reencontraremos.

A ti mi Elyta querida Gracias
por brindarme Tu amistad que trasciende esta vida.

Y a mi fafita linda Daniela Gracias
por ensefiarme a sonreir adn en la trsteas grande



~ 4 ~
FIRMAS RESPONSABLES

El Tribunal de Tesis certifica que: El trabajo de/eistigacic’)n:“ AISLAMIENTO E
IDENTIFICACION DE CEPAS MICROBIANAS COMO POTENCIALE S AGENTES
PARA BIORREMEDIACION DE EFLUENTES EN UNA EXTRACTORA DE
PALMA ACEITERA” , de responsabilidad de la sefiorita egresada Pawli@la Rodriguez
Zambrano, ha sido prolijamente revisado por losniies del Tribunal de Tesis, quedando
autorizada su presentacion.

FIRMA FECHA

Dra. Yolanda Dias
DECANA FACULTAD DE CIENCIAS

Dr. José Vanegas.
DIRECTOR. ESC.CIENCIAS QUIMICAS

Dra. Mayra Espinoza
DELEGADA DE LA DECANA

Dra. Jenny Moreno.
DIRECTORA DE TESIS

Dr. Fausto Yaulema.
COLABORADOR DE TESIS

Lcdo. Carlos Rodriguez.
DIRECTOR CENTRO DE DOCUMENTACION

NOTA DE TESIS ESCRITA




Yo, Paola Daniela Rodriguez Zambrano,

soy responsable de las ideas, doctrinas y
resultados expuestos en esta Tesis; y el
patrimonio intelectual de la Tesis de Grado,
pertenece a la ESCUELA SUPERIOR

POLITECNICA DE CHIMBORAZO



A:

INDICE DE ABREVIATURAS

mL de sulfato ferroso amoniacal para el blanco

AGV: acidos grasos volatiles.

B:
oC:
COs:

mL de sulfato ferroso amoniacal para la muestra
Grados Centigrados
Carga organica superficial

COV: Carga organica volumétrica

DBOs: Demanda Bioquimica de oxigeno

DQO: Demanda quimica de oxigeno

Pot:

8000:

Factor de dilucion (veces que la muestra esdailu
Litros

metros cuadrados

metros cubicos

miligramos / litros

Mililitros

Minutos

Normalidad del sulfato ferroso amoniacal: 0.25 N
potencial hidrogeno

Potencia

Sdlidos totales

Tiempo

Tonelada

Volumen de la muestra

Peso cdpsula mas muestra fresca

Peso de cdpsula mas muestra seca

Peso del balén vacio

Peso del balon mas el aceite extraido

Peso del aceite extraido

Peso equivalente del oxigeno multiplicadol®@®@0 ( mL a L)

20000: Constante



INDICE DE CONTENIDO

INDICE DE TABLAS ...ttt mae ettt et a e eae e eteeteeteeteensestesteeteseenas 9
INDICE DE GRAFICOS.....ccoiiiiiii it e, 9
INDICE DE FOTOS ... ittt ettt e et et et e et e et e et e e e nen s 10
INDICE DE ANEXOS ... ..ttt eeteeeee ettt et et e e ettt et e e e e e e tee e e nees 10
INTRODUGCCION. ...t e e e e e e e e et e e 11
ANTECEDENTES . ......itiiii i 13
N [ I | [ 2 1 [ ] P 15
(@S | I Y 1 16
CAPITULO I.- MARCO TEORICO.......ciiiiiiinieieeisieeeieee et seenes 17
1.1 PROCESO DE EXTRACCION DE ACEITE DE PALMA AFRICA NA....... 16
1.1.1  La €SteriliZacion. ...........uuuuuuuuuuniiesimemmms s s e snnnnes 18
I 2 0 1= {1 = Lo oI o 19
I R B - Wo [T =1 ] o PP RTPPRRP 19
O I = 1S Vo [ P 20
1.1.5 LA ClarifiCACION. .......uuueeieiiieiiiiieieesmmmmn s s snnenes 21
1.2 SISTEMA DE TRATAMIENTO DEL EFLUENTE DE PROCESO...... 22
1.2.1 Tratamientos PreliMiNares. ............cueewieeeeemreeerrereernenernrenernnennnen—.. 22
1.2.2  PO0OZ0S flOrentinoS. ......oooiiiiiiiie it 23
1.2.3 Laguna de desaceitado, enfriamiento y ecualizadécaudales. ................. 23
1.2.4  Lagunas ANaErODIAS. ..........uuuuuuurrerses s eeeeeeeeseeseessesseesereeeeesseeeeemeen 24
1.2.5 Lagunas facultatiVas. ...........cooiiiiiiiiieeeeeeiii e 25
1.2.6 Control del sistema de lagunas de oxidaciOn...............cccceevviviiiiiiienennnnn. 26
1.3 SIEMBRA Y AISLAMIENTO ...ciiiiiiiiiiieiee st 28
R Tt R S =1 ] ] - VRSP 28
R T Y (<1 F= T 0 1= o (o PRSP 30
1.4 MICROORGANISMOS PRESENTES EN AGUAS RESIDUALES............ 33
O R = 7= T = 4 - T 33
L1.4.2  HONQOS. ittt ettt tmeeen e e e et ettt e e e e e e e e r e ba e e e e e e aeeeeeaes 33

I N T = ) (0 {0 10 = 33



I R V=Y = .0 10 = N 34

1.4.5  AlQAs MICIOSCOPICAS. . .evvvvrreriiierieerees o e e eeeeeeeeeeeseeeeeseeseereeeeesseeseeneens 34
CAPITULO 2.- PARTE EXPERIMENTAL ....cvviiiitiieeie e, 35.
2.1 MUESTREO. ...ttt 35
2.2 METODOLOGIA. ... 35
2.2.1  MELOAOS Y TECNICAS. ... eenee it et et e e et e e e e e e e e aeens 35
2.3 DATOS EXPERIMENTALES ... e e e e 42
P22 T R B 1 =T [ 01 1 oo 1O 42
CAPITULO 3.- LINEA DE INVESTIGACION......ccoooiitt e, 3.4
3.1 CALCULODS. ...ttt smem sttt 43
3.1.1 Célculos empleados en la caracterizacion del rekidua.......................... 43
3.1.2 Célculos de la DQO en las pruebas de degradacian............cccccceevvveeee.. 45

3.2 RESULTADOS. ... e 47

3.2.1 Resultados de la caracterizacion del residual..............cccccevveeeeiiiiiiininnen. 48
3.2.2 Resultados de la identificacion de 10S MIiCrOOrgaAIS. ................eevevevenenenns 48
3.2.3 Prueba de degradacién con los diferentes miCro®Qas. ......................... 49
3.3 PROPUESTA . ettt ettt e et e e e s b e e e 52
3.4 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS ......c.coveveeieeieeeeeeeeenen, 63
CAPITULO 4.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.........cccooeieieecreereereae, 67
4.1 CONCLUSIONES. ...ttt ettt e e 67
4.2 RECOMENDACIONES. ..ottt ee e e e e e 68
RESUMEN. .. ..ttt e e et e e et e et e e e et e e e e e e e 69
SUMMARY ... e 70
BIBLIOGRAFIA . .. e e e e e e e e e e e e e 71
ANEXOS .. oot e 77
FOTOGRAFIAS . .. e e e e e s 88



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Materiales. .. ..o e e e e e e e e e e 40
Tabla 2. Calculos de SOlIdOS tOtaleS... ... .. ieeii e e e e 43
Tabla 3. CAlculos de aCeItES Y GraSasS. .. ... ..cccevteiiitii it e e e 44
Tabla 4. CAICUIO A& PH. .. e et e e e e e e e e e e 44
Tabla 5. CAlCUlo de teMPEratUra..........oecmeee et i e et e e e e eeaanes 45
Tabla 6. Calculo de DQO en pruebas de degradacidc@ncentracion al 5%................. 45
Tabla 7. Calculo de DQO en pruebas de degradacidrc@ncentracion al 25%............. 46
Tabla 8. Calculo de DQO en pruebas de degradacidca@ncentracion al 50 %.............. a7
Tabla 9. Caracterizacion del residual.............cc.oooiiiiiiiii i e e e e 48
Tabla 10. Resultados de la prueba de degradacB¥b.al..............ccoeveiiiviiiiiierineeiicaes 49
Tabla 11. Resultados de la prueba de degradacEBAL..............coooviriiiiiiiieiiiieeee s 50
Tabla 12. Resultados de la prueba de degradacBBAL..............coooviiiiiiiiiiiirieee e s 51
Tabla 13. Porcentajes de remocion de carga orgéaidarevundimonas. .................. 52
Tabla 14. Denominacion de faCtores..........ccovviiiie it i e e e, 53
TaDla LS. ANOVA. ..o e e e e e e e e 54
Tabla 16. Factor a microorganismos con el métodlo.1s. ..o, 55
Tabla 17. Factor b tratamiento con el método ISd.............coooiiiiiiiiii i, 56
Tabla 18. Factor ¢ concentracion con el método ISA...............cccoveiiiiii i, 58

INDICE DE GRAFICOS

Grafico 1. ProCceso de eXIraCCiON. .. ......cuuirine it ietievet et cimmee e e et en e eeneeea s 17
Grafico 2. Lagunas de OXIOACION. .. ..ot it ittt e e e e merm e e e neaa e 21
Grafico 3. Esquema de los subproductos y residuosl ¢roceso de
EXETACCION ... ettt e e e e e e et 27
Grafico 4. Siembra miCrobiolOgICa. ........ouvceeii i 28
Grafico 5. Cultivo en medio HQUIAO.......oevi i e e e e 28
Gréfico 6. Cultivo en medio SOIIO.........c.iiii i 29
Grafico 7. Aislamiento por estrias y por dilUCION. ... vvvvvivvviiiiiiiiiiiiiiiienes 30
Grafico 8. Diagrama de dilUCIONES........oiuiiriie e e e e e e 38
Grafico 9. Diagrama de las pruebas de degradacion.............ccoovvviiiienviivinnnn 39
Grafico 10. Factor a microorganismos con el méteda..............coceveiiiiiiinie e, 55
Gréfico 11. Factor b tratamientos con el método.Isd.............coooeiiiiiiiiii i, 57
Gréfico 12. Factor ¢ concentracion con el método Is........c.covi i, 59
Gréfico 13. llustracion de interaction plot factovs factor b.............c.cooiiiiiiiiinnnn. 60
Gréfico 14. llustracion de interaction plot facsovs factor C............cocoovviviie e, 61
Gréfico 15. Residuos vs predichos de lavar 1@®fa...........c.covviiiiiiiinneinn e, 62
Gréfico 16. Residuos vs predichos de lavar 1 @®fa...........c.covviiiiiiniiineaenn. 62



INDICE DE FOTOGRAFIAS

Fotografia n® 1. Preparacion del medio de enriguieaito....................ccoevenvieinnne 88
Fotografia n® 2. Agitacion del medio de enriqueemd...............cccovviviiieniecniiennnn. 88
Fotografia n® 3. Colonias deevundimonas diminuta.................cooeoiiiiie i, 89
Fotografia n® 4. Colonia deSPergillus. ......... ..o e 89
Fotografia n® 5. Colonias de@ergillus..........ccieiiiiiie i e 90
Fotografia n® 6. Colonias G@SariUum ............coieiii i e e 90
Fotografia n® 7. Cepa di@Sarium SOlaNi. .. ... .o veuiieiie i e e 91
Fotografia n® 8. Cepa di@sarium avenaceUM ... ......ouuuiuieiie et e veieeeee e e 91
Fotografia n°® 9. Inicio de las pruebas de degradaci..................ccccceeeeeeiiiiiciiiiiennnn. 92
Fotografia n® 10. Pruebas de degradacion sexto.dia.............ccoviviiiiieiieeeeeneennee 92
Fotografia n® 11. Pruebas de degradacion decimo.dia.............cccooeeiviniiiiiinnnnnnn. 93
Fotografia n® 12. Pruebas de degradacion quinee.dia...............cccovieeeiereenniiiicnennee. 93

INDICE DE ANEXOS

Anexo n° 1. Instructivo analisis de temperatura. ... ccceee.ooeeie e i 77
Anexo n° 2. Instructivo analisis de PH.......ovoiii i 77
Anexo n° 3. Instructivo analisis de solidos totales............c.cocve i e, 77
Anexo n° 4. Instructivo analisis de aceiteS Y gBasSa........ocvvvrviiiiiiiiinienneceeiiinnnns 78
Anexo n° 5. Instructivo analisis de la demanda dgdrde oXigeno..........cc..covvveennnn.. 79
Anexo n° 6. Siembra en Medio SOldO.........c.ouiiiiiiii e e e s 82

Anexo n° 7. Identificacion deisarium avenaceUmM ... ......ovvievuiviriieiiiiee e eieeeaenn, 83

Anexo n° 8. Identificacion deisarium solani.............coo oo, 84
Anexo n° 9. Identificacion daspergillus fumigatus. ...........ccooviiiiiiiiiii i, 85
Anexo n° 10. Identificacion darevundimonas diminuta..............covvvviiiniieineenns 86
Anexo n° 11. Composicién del medio de crecimiento.............cocoevviiiiiiiiiienenn, 87



INTRODUCCION

La industria palmicultora y de extraccion de acetg de palma africana constituyen
industrias que causan un alto impacto en el artdigor lo que es necesario aplicar
tecnologias innovadoras que contribuyan a dismojumsi la biotecnologia ambiental
emplea microorganismos para mejorar la calidacad@éiente, entre estas mejoras estan la

prevencién en la descarga de los contaminantegidiza de ambientes contaminados.

La aplicacion de principios microbiolégicos en tdugion de problemas ambientales incluye
recuperacion de zonas industriales, comercialesidaeciales, etc contaminadas con
productos quimicos peligrosos, proteccion y recmén de rios, lagos, estuarios, etc de
contaminantes ambientales, prevencion de la propayga través del agua o el aire de
organismos patdgenos entre seres humanos y otpgEies produccidn de sustancias
benignas para el medio, reduccion de residuos tndies con objeto de disminuir el

consumo de recursos y la produccion de contamigaypte requieren su eliminacion.

En el caso particular de las extractoras de Aceii®@ de Palma Africana de la zona de
Quinindé, éstas cuentan con sistemas de lagunasxidecion para tratar sus aguas
residuales las cuales usan una mezcla de aguaiaksiodo y estiércol de bufalo, para
degradar la carga organica mediante la actividantalmiana, sin embargo estas extractoras
no trabajan con un microorganismo especifico ifieatio. El objetivo de la presente
investigacion es aislar e identificar cepas mi@obs que puedan usarse como potenciales
agentes para biorremediar efluentes en una extsad® palma aceitera, por medio del
método investigativo se aislaron e identificaroreklaboratorio de Biotecnologia Ambiental
de la Facultad de Ciencias varios microorganismesegmtes en las aguas residuales de esta
industria, los que posteriormente se emplearon ipaestigar su actividad degradativa en

las mismas.



Las cepas microbianas aisladas fueron posterioeméentificadas comoFusarium
avenaceum, Fusarium solani, Aspergillus fumigatu®revundimonas diminutaon los
microorganismos aislados se realizaron las prudbagegradacion en el residual diluido a
diferentes concentraciones, dosificando cada migesosmo a tres concentraciones
diferentes, se determind la DQO antes de lasbprigue fue de 8400 mg/L y luego de los
tratamientos se consigue disminuir los valores@@O a 1600 mg/L coBrevundimonas
diminuta en tanto que coRusarium avenaceum, Fusarium solani, Aspergillusifiatusla
disminucion de DQO no es representativa; demadtraasi que es posible aislar
microorganismos nativos y usarlos en la degradad®rcarga organica en los mismos

residuales que originalmente los contenian.
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ANTECEDENTES

La palma de aceitElaeis guineensisrece alrededor del mundo en una zona de latit@d 10

al norte y sur del paralelo del Ecuador.

Existen varias extractoras ubicadas en el cantGni@i¢ de la provincia de Esmeraldas,
dedicadas a la extraccion de aceite rojo de pafritamaa, son varias hectareas de plantacion
con una capacidad de proceso superior a 160.008fdNie fruta procesadas el 15% es
fibra, 8% cascarilla, 20% raquis y el 12% lodos, ptantas se abastecen de sus plantaciones

y de proveedores.

El procesamiento de la palma de aceite es uno slenés autosuficientes procesos de la
industria basada en el agro, aunque también repeessl mayor contribuyente a la

contaminacién del ambiente.

La palma africana de aceite produce dos tipos a#ugtos comerciales: aceite bruto o crudo
por aproximadamente un 22% del peso del racimaula fresca y las almendras de palma
gue representan entre 4 y 6%. Cuando la almendmoegsada, ésta produce aceite de

almendra de palma y torta de almendra de palma.

En Colombia, Fedepalma ha realizado investigacigoése la “Conversion de efluentes y
tusas en fertilizante organico con cero despersligdos resultados obtenidos permitieron
llegar a la conclusién de que es posible reempléasmtagunas anaerobicas para tratamiento
de efluentes; eliminando la emision de metano ytgq@o, mejorar el reciclaje de nutrientes,
ayudar a proteger las aguas, el ambiente, y comtrgbla sostenibilidad de las plantaciones

de palma de aceite. (27)
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En la Facultad de Ciencias de la Escuela SupemditéEnica de Chimborazo, se han
realizado varias investigaciones sobre la utilizadie residuos de palma africana (raquis,
fibra, pulpa) como sustratos para el cultivo dedosncomestible®leurotus ostreatugd);
evaluacién de fangos activados para su uso conabdms.(11), y la utilizacién de residuos
del proceso para aislar microorganismos productdeeBiosurfactantes (6), tratamiento de
aguas residuales por medio de lagunas de oxid@€jppero, no existe informacién respecto
a estudios sobre la utilizacion de otros tipos m¢amiento de los efluentes y demas
residuos del proceso de la extraccion de aceitg gesminuir el impacto que éstos

ocasionan al ambiente.
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JUSTIFICACION DEL PROYECTO DE TESIS

En Ecuador las extractoras de aceite utilizan naastgerimas, energia, capital y trabajo
humano para generar bienes socialmente deseabledambién, sus procesos de extraccion
arrojan al ambiente subproductos indeseables altemeontaminantes para los cuales,
generalmente, no hay precios positivos ni mercados, mismos que pueden ser
aprovechados y utilizados en procesos biotecnaégiclquiriendo de esta manera un valor

agregado.

Actualmente la industria extractora de aceite gtien serio compromiso con el ambiente, la
realizacion de esta investigacion resulta benef&cioon el entorno y su equilibrio. Por
medio de la aplicacibn de técnicas de microbiologéa aislaran varias cepas de
microorganismos que permitan mejorar la degradad®la carga organica contaminante en

el tratamiento de efluentes de la extractora.

Aislar es separar uno o varios tipos de microosyans a partir de una poblacién presente
en una muestra problema, ya sea de aire, agual@. &re habitats naturales, raramente
encontramos a los microorganismos en estado puwmo,l que es necesario realizar

procedimientos de aislamiento e identificacion deroorganismos.

En la presente investigacion se aislaran, a pddifdos efluentes de la extractora, los
potenciales microorganismos degradadores de caggaioa contaminante presente en la
misma, y una vez identificados, se determinararpedio de una dosificacion, el mayor

porcentaje de biorremediacion alcanzado en eluakid
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OBJETIVOS

Objetivo General

“Aislar e identificar cepas microbianas que puedaarse como potenciales agentes de

biorremediacion en efluentes de una extractoraditeade Palma”

Objetivos Especificos:

» Realizar la caracterizacion fisico y quimica delagesidual proveniente del proceso
de extraccion del aceite de Palma Africana.

» Aislar e identificar las cepas microbianas mas iBagtivas presentes en las
descargas de aguas residuales de una empresdaatdeaceite de palma africana.

e Determinar la dosificacion 6ptima de microorgarosm

» Evaluar el porcentaje de biorremediacion alcanzdios ensayos realizados.
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CAPITULO 1

1 MARCO TEORICO

1.1 PROCESO DE EXTRACCION DE ACEITE DE PALMA AFRICA NA

El proceso de produccién consiste en la extraaciépanica de aceite rojo del fruto de la

palma africana, por mecanismos netamente fisiceaspdo, decantacién y almacenamiento

temporal en tanques.

RACIMOS DE
FRUTOFRESCO
Y
ESTERILIZACION = TUSA
Condensados [
DESFRUTAMIENTO Frutos Digestados
Aceite Crudo o
Solidos FREMNSADO
~L Aceite + Agua i )
= TAMIZADO DESFIBRACION = Fibra
b L 2
: A} SECADO DE
CLARIFICACION —L NUECES
v v
€ SEDIMENTACION DESARENACION TRITURACION
Impurezas y aguaW L 4
LIMPIEZA
SECADO DESLODACION NEUMATIC A
Humedad W L
Aceite SEPARACION = Cascara
4 . L
= Arena
- Descarga ' SECADC DE LA
= ALMENDRA
Efluentes Agua ¥
ALMENDRA
Sisterna de Tratarniento de
Aguas Residuales

GRAFICO 1. PROCESO DE EXTRACCION
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1.1.1 LA ESTERILIZACION.

Una vez los racimos de palma alcanzan su estadto@pte madurez, se inicia un proceso
bioquimico de descomposicion del aceite, formarmddod grasos libres. Este proceso se
conoce comunmente como acidificacion y se aceleaavez los racimos han sido cortados
de la palma. Igualmente, con el proceso de maifurdos frutos se desprenden del racimo
de manera natural. La contextura del mesocarpim®ifirutos es muy fibrosa y el aceite

contenido en el mismo tiene una viscosidad altan 1@ esterilizacion se busca detener el
proceso de acidificacion, acelerar el proceso ahtie desprendimiento de los frutos y

facilitar la extraccion del aceite ablandando &&lbs de la pulpa, entre otros objetivos.

Proceso de Esterilizacion.

Es la primera etapa y seguramente, la mas impertiitproceso de extraccion de aceite de
palma. Consiste en someter el fruto a la accidnvdpor para cumplir con objetivos

basicos:

Inactivar la lipasa
* Facilitar el desprendimiento de los frutos del ragablandando la union entre ellos.
» Ablandar los tejidos de la pulpa.

» Calentar y deshidratar parcialmente las almendoedenidas en las nueces para

facilitar su posterior recuperacion
e Coagular las proteinas

. Hidrdlisis y descomposiciéon del material mucitago (gomas)
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1.1.2DESFRUTACION.

El segundo proceso al cual son sometidos los racinescos de palma, una vez han sido
esterilizados, es el de la desfrutacion. Esta tiemeo objetivo la separacion de los racimos
esterilizados en frutos sueltos y raquis. Los fwgeparados pasan a la siguiente etapa del
proceso, mientras que los racimos vacios o raguigransportados a través de una banda y
recolectados en volquetas para ser aplicados lelegd campo, como abono organico. Este
proceso se efectla en un desfrutador de tambdoriotaen el cual los racimos van girando

dentro del tambor y al llegar a la parte supera@mcy se golpean, desprendiendo los frutos.

1.1.3 LA DIGESTION

La pulpa, también llamada mesocarpio, tiene uresspque varia entre 4 y 8 mm de
acuerdo con la variedad de fruto; posee una coeeizana que la cubre y esta conformada
por un gran numero de celdas mindsculas. Estdasslon de forma irregular, contienen
aceite y estan pegadas entre si, por medio de mente intercelular (una especie de

almidén) y a un esqueleto de fibras duras.

Este cemento es soluble sélo en agua muy caliébte (L00°C) y por lo tanto, el conjunto
se puede desintegrar en grupos de celdas de gouaéerial fibroso en la medida en que el
cemento se disuelva. El aceite calentado en elstigaeduce considerablemente su
viscosidad y asi se facilita su extraccién (enfesaa tiene mayor circulacion a través de

los pequeiios espacios llamados capilares) denteotddga en proceso de prensado



~20 ~

Para reducir la cantidad residual de aceite efidess, se acostumbra agregar agua a la masa
de frutos digerida en la descarga del digestota Estuara como un medio hidraulico para
ayudar a empujar el aceite dentro de los espaciesqgedan en el material que se esta
prensando. Dicha agua no debe agregarse al @igasmo por el riesgo que se corre de
qgue ella se emulsifique con el aceite, aumentaadopkrdidas en las aguas lodosas de
desecho. Se agrega el bajante de la prensa dedpul@scaja de separacion de aceite

“virgen” (aquel que se ha separado dentro del thgesites de la presion).

Por la accion agitadora y de maceracion del digelste paredes de las celdas que contienen
el aceite tienden a romperse, de tal manera quaeede se suelta espontdneamente y puede
ser facilmente expulsado fuera de las celdas mtaante el proceso de extraccion por

presion.

1.1.4 PRENSADO.

Con la etapa de prensado se busca extraer ladmaliquida de la masa de frutos que sale
del digestor y que esta compuesta por aceite gmmld palma, por agua y por una cierta
cantidad de solidos que quedan en suspensionagual La masa desaceitada (torta) la cual

esta compuesta por fibra y nueces, pasa al pralsedesfibracion.

Este proceso se efectla en prensas de tornillie simtinuas, las cuales estan compuestas
por una canasta perforada horizontal de formadritia doble y por dos tornillos del tipo de
sinfin. Los frutos digeridos son prensados den&rdadcanasta por accion de dos tornillos

sinfin de paso regresivo, girando paralelamentgeatido contrario.
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La eficiencia de la etapa de prensado se debe wagliin las pérdidas de aceite en las fibras
y el contenido de nueces rotas en la torta, tepieard cuenta la presion (ajuste de los
conos), la composicion del fruto (% de pulpa / ¥%adeces) y el espesor del cuesco (cascara

gue cubre la almendra).

1.1.5 LA CLARIFICACION.

La clarificacion es el proceso mediante el cuateygara y purifica el aceite de la mezcla
liquida extraida en las prensas, la cual contieréeq agua, lodos livianos (compuestos por
pectinas y gomas) y lodos pesados (compuestosgia, tarena y otras impurezas). Para
lograr dicha separacién, se aprovecha la caratitaride inmiscibilidad entre el agua y el

aceite.

El proceso de clarificacion se divide en dos partes

a) Clarificacion estatica (por decantacion): en esta etapa se logra sepbh0%

del aceite aproximadamente.

b) Clarificacion dindmica (por centrifugacion): en esta etapa se requiere
movimiento por fuerza centrifuga para obtener IgpasEcion, con una

recuperacion de alrededor del 10% de aceite.
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1.2 SISTEMA DE TRATAMIENTO DEL EFLUENTE DE PROCESO.

El efluente es un liquido aceitoso con materia miogay particulas sdlidas, totalmente
degradable que no lleva sustancias contaminanligsgsas como hidrocarburos o quimicos
ya que éstos son generados en los procesos fagcesterilizacion que representa el 12%
del peso total de la fruta, en clarificacién conpnomedio de 0.82 frpor tonelada de fruta

procesada y también aporta efluentes las purgksadddera.

GRAFICO 2. LAGUNAS DE OXIDACION

1.2.1 TRATAMIENTOS PRELIMINARES.

Ciertos tratamientos como el paso de las aguaduadss a través de los llamados “tanques
florentinos” sirven para remover, en lo posibletenales sedimentables tales como arenas y
trozos de frutos, de manera de evitar el desgasteilterias y bombas. De igual manera

sirve para recuperar aceite que puede retornafgeadso.
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1.2.2 POZOS FLORENTINOS.

Los tanques florentinos permiten que el aceite matenso que el agua) se ubique en la
parte superior de los tanques, lo que facilita ecuperacion por medio de rebose en
canaletas o tubos recolectores que lo llevan aangue de bombeo para ser retornado al
proceso. En estos tanques también se presentgditaentacion de solidos pesados, por lo

cual es necesaria la evacuacion y limpieza de Ipdnédicamente.

1.2.3 LAGUNA DE DESACEITADO, ENFRIAMIENTO Y ECUALIZACION DE
CAUDALES.

El enfriamiento es importante para garantizar wbdjo Optimo de la poblacion de
microorganismos que actuard en la siguiente lagysmajue éstos requieren temperaturas
menores de 37 °C. En algunos sistemas de lagladabor de enfriamiento se realiza con

la ayuda de equipos, como son las torres de enémam

La recuperacion del aceite acido se hace por dmdént hacia la superficie y retiro

posterior, manualmente. Este aceite se puede vead® materia prima para la jaboneria.

La materia organica de los efluentes varia duraintéa y a través de la semana, por lo cual
esta laguna cumple con la funcién de darle al fldg liquido menores fluctuaciones
comparativamente con una descarga directa. El aliskfi tamafio de la laguna de
desaceitado y enfriamiento se basa en el tiempetdacion hidraulica. Se usan tiempos

entre 2 y 3 dias.
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Para que el sistema de lagunas funcione adecuatigneecarga organica inicial debe ser
regulada mediante dilucion con agua superficiah priodo seco la evaporacion, en la
superficie de las lagunas, es muy fuerte y si gistiacion no se controla puede ocasionar
problemas de concentracién de las aguas lodosas lp panto de la carga organica. Para
compensar el agua perdida por evaporacion es mereegalizar una recirculacion del

efluente final, lo cual contribuye ademas con aidhd que neutraliza parte de la acidez de

las aguas.

1.2.4 LAGUNAS ANAEROBIAS.

Las lagunas anaerobias son lagunas de tratamienégioo donde la digestion del material
organico es realizada por la accion metabdlica atdebas anaerobias. La digestion se
realiza en dos etapas: inicialmente un grupo ddehbas descompone las moléculas
orgénicas en acidos organicos, y oxido de carbammoniaco y materia celular.

Luego, un segundo grupo de bacterias, en condiifevorables de pH y temperatura
transforman los &cidos organicos en metano, didkielccarbono y materia celular. En
aquellos casos, en los cuales la concentraciogidesiorganicos, es tal que el pH es menor
a 6.5, no es posible cumplir con la etapa metariogégnen cambio se produce gran cantidad
de acido sulfhidrico, malos olores y deficienciaeefuncionamiento del sistema.

Para que los microorganismos mantengan una adivitgtabdlica adecuada, el rango de
pH 6ptimo se encuentra entre 6.5y 7.5. Las agsduales del proceso de extraccion de
aceite son de naturaleza acida (pH alrededor deo#d)p cual es importante la recirculacion

mencionada anteriormente.



~ 25 ~

Las lagunas anaerobias se disefian para tratasaanggnicas altas. Alli ocurre basicamente

lo siguiente:
* La mayoria de los solidos en suspension se secament
» Las materias flotantes (grasas, natas, espumdrigssligeros) salen a la superficie.

» Parte de la materia organica es digerida por acd®mas bacterias anaerobias y

ocurren fendbmenos de descomposicion.

» Seremueve la gran mayoria del DBOQO y ST (entre 80 y 90 %)

Periddicamente es necesaria la evacuacion de ldelosstas lagunas para evitar que se
colmaten de soélidos y salgan de servicio. Las lagamaerobias remueven alrededor del 85
% del DQO y se disefian para una COV (carga orgamitanétrica) de maximo 5 Kg de
DQO / nt x dia.

1.2.5 LAGUNAS FACULTATIVAS.

El efluente de las lagunas anaerobias pasa atemsisle lagunas facultativas, que consta de
dos lagunas en serie con posibilidad de instalag&ntras unidades. La funcion principal
de estas es la remocion de la carga organica quepd@sal tratamiento en la laguna
anaerobia. Las lagunas facultativas son un sistireatamiento biolégico natural con una
variedad de procesos involucrados, incluyendo @idtia sedimentacion, hidrélisis,

fotosintesis nitrificacion, digestion anaerobiansferencia de oxigeno, etc.
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Las lagunas se caracterizan por tener dos estiddosntes. La capa superior que es aerobia
y la del fondo que es anaerobia y ademas existecapa intermedia de caracteristicas
facultativas (mixta).

La accion de la luz solar, el viento, la tempemtuel fenbmeno de fotosintesis y el
crecimiento bacterial son de mucha importancia parhuen funcionamiento. La digestion
de la materia organica se produce principalmentelgp@ccién combinada entre algas y
bacterias. Hay un crecimiento de algas por accénadfotosintesis y la presencia de
nutrientes. Las algas producen YDaprovechan el CQiberado por la actividad bacterial.

Las bacterias aprovechan el oxigeno y degradarataria organica desdoblandola y como

producto de su trabajo producen Qfe es aprovechado por las algas.

Las lagunas facultativas remueven alrededor déb7del DQO que quedd después de las
lagunas anaerobias y se disefian para una COS @a@aica superficial) de 0.35 Kg de
DQO / nf x dia.

1.2.6 CONTROL DEL SISTEMA DE LAGUNAS DE OXIDACION.

Para controlar el comportamiento de las lagunasoxddacion, es necesario entonces,

cuantificar en el laboratorio principalmente cisrfmrametros de importancia tales como:
* Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)
« Acidos Grasos Volatiles (AGV)
» Potencial de hidrégeno (pH)

* Temperatura (T)
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Vapor Condesado
Esterilizacion —

l

Desfrutacion —> Raquis

l

Extraccion —

l

Clarificacion — Aceite, Lodos

Fibra, Aceite, Nueces

GRAFICO 3. ESQUEMA DE LOS SUBPRODUCTOS Y RESIDUOS D EL PROCESO DE
EXTRACCION.

Durante el proceso de extraccion de aceite de Pateitera se generan varios subproductos
los mismos que causan un gran impacto al ambientes éstos tenemos los efluentes que

pueden ser aprovechados mediante procesos bichgmus.

En la actualidad se realizan aislamientos de migayasmos para usarlos en diferentes
procesos como biorremediacion, biosintesis de awgirproduccion de biofertilizantes,
biosurfactantes entre otros, que se han desamgtlach disminuir el impacto ocasionado al

ambiente en los diferentes procesos industriales.
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1.3 SIEMBRAY AISLAMIENTO

1.3.1 SIEMBRA.

GRAFICO 4. SIEMBRA MICROBIOLOGICA

Sembrar o inocular es introducir artificialmenteauporcion de muestra (indculo) en un
medio adecuado, con el fin de iniciar un cultiverbiano. Luego de sembrado, el medio
de cultivo se incuba a una temperatura adecuadaeparecimiento.

La siembra puede realizarse en medio liquido, sdidsemisoélido, utilizando punta, asa,
hisopo o pipeta estéril.
1.3.1.1Cultivo en medio liquido.

Habitualmente se realiza en tubos o en matracesre€imiento se puede manifestar por

enturbiamiento, por formacion de velo o peliculppo sedimento.

GRAFICO 5. CULTIVO EN MEDIO LIQUIDO
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1.3.1.2Cultivo en medio sdlido.

Puede ser en tubos o placas.

* Tubos con agar inclinado. Para sembrarlos, se meleasa o la punta suavemente
sobre la superficie del agar con un movimiento ig@ag desde el fondo hasta la
parte superior, cuidando de no dafar el agar.

* Tubos sin inclinar. Se siembran introduciendo unatg en el centro del agar,
También se llama siembra por picadura.

» Siembra en placas. Puede ser en superficie o iocuia.

GRAFICO 6. CULTIVO EN MEDIO SOLIDO

En medio soélido cada célula viable dara origen @ ewlonia y por lo tanto la siembra en

placas se puede utilizar, no sélo para cultivarosiganismos, sino ademas para contar y
aislar.

En general cuando se quiere tener colonias aiskageastir de un material determinado, es
necesario diluir la muestra en tubos con sueroldigico estéril.
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1.3.2 AISLAMIENTO.

Es separar un tipo de microorganismo a partir depoblacion que los contiene de varios
tipos. En habitats naturales, raramente encontrarios microorganismos en cultivo puro
(un solo tipo de microorganismo), por lo tanto esesario hacer algun procedimiento de

aislamiento para separar e identificar los dissinigos de microorganismos presentes.

El aislamiento se puede lograr directamente a rpddi una muestra cuando €l o los

microorganismos estan en una proporcion adecuada.

Cuando el microorganismo que se desea aislar éfidense encuentra en baja proporcion
en la muestra, o interesa un solo tipo de miceoaggno, se lleva a cabo un procedimiento
llamado busqueda que involucra una primera etapaadmento del ndamero de

microorganismos del tipo que se desea aislar agioel al resto de la poblacidon. Luego se

aisla por el método de estrias o por dilucién iglentifica.

Para aislar se utiliza los siguientes procedimgnto

a) aislamiento por estrias

b) aislamiento por dilucion

GRAFICO 7. AISLAMIENTO POR ESTRIAS Y POR DILUCION
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1.3.2.1Aislamiento en placa por estrias.

Existen distintas técnicas, el objeto es obtenkemdas aisladas.

Técnica a.

Consiste en cargar el asa con la muestra y hatéaseparalelas en la cuarta parte de la
superficie de la placa; se quema el asa, se esf&igjra la placa 90° y se vuelve a estriar
tocando 3 0 4 veces el area sembrada inicialmemigbgiendo otro cuarto de placa. Por

ualtimo, sin quemar el asa, se estria el resto daparficie sin sembrar.

Técnica b.

Con el asa cargada se hacen 3 0 4 estrias; se qeleasa, se hacen 3 0 4 estrias
perpendiculares a las anteriores, se quema el ssagpite el procedimiento hasta agotar la

superficie de la placa.

1.3.2.2Aislamiento por dilucién en medio sélido.

Se emplean tanto el método de siembra incorporaia €l de siembra en superficie.
Suele ser necesario diluir la muestra. Para elfmusede preparar las diluciones decimales en
condiciones asépticas usando suero fisiologicganabtro diluyente.

La siembra incorporada se realiza como se descabtériormente. También se pueden
preparar las diluciones directamente en tubos de fagdido y termostatizado (20 mL) se

agita por rotacion entre las manos y se viertel@rap de Petri estériles.
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1.3.2.3Aislamiento de Microorganismos Anaerobios.

Para aislar microorganismos anaerobios que sodaidgnte destruidos por exposicion al
oxigeno, las placas pueden ser preparadas en naafosual, y luego de sembradas,

incubadas en recipientes cerrados en atmdsfetxgjano.

También se puede sembrar diluciones en tubos aanfagdido y termostatizado que luego

se tapan con una capa de vaselina-parafina, paaa elvacceso de aire.

Con anaerobios mas sensibles al oxigeno, se tr&pagamaras anaerobicas, o también
usando la técnica del "roll-tube”, que es un tub@leque el agar se deposita en las paredes
al hacerlo girar mientras se enfria; se trabajeayado el tubo continuamente con gas libre

de @ mientras el tubo esta destapado.

1.3.2.4Cultivo Puro.

A partir de colonias aisladas en medio no seled®oealiza un examen microscépico que

debe mostrar células razonablemente semejantesctesg) Gram y a la morfologia.

Las colonias deben describirse por examen macrscép funcion del tamario, la forma, el
borde, la elevacién, la transparencia y el colstoEresulta a veces muy util en la

identificacion.

En las aguas residuales podemos encontrar difsrdiges de microorganismos como
bacterias, hongos, protozoos entre otros, que pusge aislados para usarse en la

degradacion de la carga organica presentes eridasas)
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1.4 MICROORGANISMOS PRESENTES EN AGUAS RESIDUALES

1.4.1 BACTERIAS.

Constituyen el principal componente. Los génerascjpales sorZooglea, Pseudomonas,
Flavobacterium, Alcaligenes, Bacillus, Achromobacteorynebacteriumy Acinetobacter
también hay formas filamentosas corBeggiatoa Estas bacterias oxidan la materia
organica y producen polisacaridos y otros polimeeasracelulares que facilitan Ila
floculacion. Los microorganismos aerobios representina fraccion importante cuyo
namero varia inversamente al tamafio del fléculstouque la difusién de Lal interior se

va viendo mas dificultada. En los floculos de gi@mario el interior es anaerobio y permite
el crecimiento de anaerobios estrictos (tales coratanégenos) que han sobrevivido fases

de mayor aerobiosis en pequefias bolsas anaerotgasais en floculos de menor tamafio.

1.4.2 HONGOS.

Normalmente no estan presentes. Solo en condicambsgentales muy especiales (bajo pH,
deficiencia de nitrogeno, presencia de producteEd8) pueden aparecer ciertos hongos de

los género®enicilliumy Cephalosporiumentre otros.

1.4.3 PROTOZOOS.

Estan presentes como depredadores de las bacReidsnecen a los tres grupos (ciliados,
flagelados y rizopodos). La actividad de los protsz contribuye significativamente a la
reducciéon de la DBO. Los principales microorganismeacariotas presentes en los fangos

activos son los protozoos ciliados libreBafameciun), fijos (Vorticella) o reptantes
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(Aspidisca, Euplotes los cuales se encuentran en altas densidadessgmgbeiian un
importante papel en el proceso de depuracion yeadulacion del resto de la comunidad
bidtica. Mejoran la calidad del efluente y regularbiomasa bacteriana al predar sobre las
bacterias dispersas del licor de mezcla. Otroopoais presentes son los flagelaBosio o

Pleuromonasy, dentro del grupo sarcodina, el génamoeba

1.4.4 METAZOOS.

Aunque pueden estar presentes en las balsas sglacami organismos multicelulares tales
como Nematodos, Anélidos, Crustaceo® Acaros, los organismos multicelulares mas
comunes son loRotiferos (Lecane, Philodinao Notommatg. Eliminan bacterias libres y

posibles patdgenas (Salmonelas, bacterias fe@teyy producen un mocus que mantienen

el fléculo junto con el exopolisacarido producidw fa bacteria Zooglea ramigera.

1.4.5 ALGAS MICROSCOPICAS.

Si bien no suelen formar parte del floculo, puedearecer en aquellas aguas residuales con
gran cantidad de materia organica. Entre las méawges se encuentrabosmariumy

Pediastrum(chlorophyta)Euglena(Euglenophyta) yinnularia (Chrysophyta).
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CAPITULO 2

2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 MUESTREO.

Se lo realizdé con la colaboracién de la extractealAceite Palcien. S.A. en la ciudad de
Quinindé, provincia de Esmeraldas; se tomoé la maiest varios puntos de la laguna #2 del

sistema de tratamiento de las aguas residualesrdspectiva empresa.

2.2 METODOLOGIA.

2.2.1 METODOS Y TECNICAS.

2.2.1.1Métodos.

Se realiz6 la caracterizacion del residual conisisatle temperatura, pH, solidos totales,

aceites y grasa, DBO, DQO.

2.2.1.1.1 Temperatura: Determinacion directa.
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2.2.1.1.2 pH: Determinacion potenciométrica. El principio iocas de la medida
electrométrica del pH se fundamenta en el regmitenciométrico de la actividad
de los iones hidrogeno por el uso de un electragwidrio y un electrodo de
referencia, o un electrodo combinado. El pH esdalida de la concentracion de
iones de hidrégeno [H+], o en su defecto de lossdmdroxilo [OH-], en el agua.
Cuando proliferan los iones de hidrégeno el veirpH se ubica entre 0y 7, y
se dice que es acido, por otra parte cuando lagsxiid son los que abundan, el

valor del pH se sitla entre 7 y 14, y se dice dagea es basica o alcalina

2.2.1.1.3 DQO: La prueba de demanda quimica de oxigeno inthcaantidad de
compuestos oxidables que se tienen en el aguaemarntia quimica de oxigeno
(DQO) determina la cantidad de oxigeno requeridea paxidar la materia
organica en una muestra de agua residual, bajdaiones especificas de agente

oxidante, temperatura y tiempo.

Las sustancias organicas e inorganicas oxidableseptes en la muestra, se
oxidan mediante reflujo en solucion fuertementaladiH.SO;) con un exceso
conocido de dicromato de potasio,(#,0;) en presencia de sulfato de plata
(AgSQy) que actia como agente catalizador, y de sulfatecimico (HgSQ)
adicionado para remover la interferencia de losucts. Después de la digestion,
el remanente deJCr,0O; sin reducir se titula con sulfato ferroso de arapse usa
como indicador de punto final el complejo ferrogoaitofenantrolina (ferroina).

La materia organica oxidable se calcula en térmilgosxigeno equivalente.

El método es aplicable a muestras de aguas resgddaimésticas e industriales
que tengan DBO superiores a 50 mgLOPara concentraciones mas bajas, tales

como muestras de aguas superficiales, se puedeslus@todo modificado para
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bajo nivel en un intervalo entre 5 y 50 mg/lO Cuando la concentracion de
cloruro en la muestra es mayor de 2 000 mg/L, geieee el método modificado

para las aguas salinas.

2.2.1.1.4 Sélidos Totales: Determinacion gravimétrica. La stige es evaporada en el
microondas segun la técnica establecida en lagatatas de aceite de palma
africana. Se evapora una muestra correctamenteladazen una placa pesada y
secada. El aumento de peso sobre el de la plada wegresenta los sélidos
totales. Es posible que en muestras de aguas ae=sdlos resultados no

representen el peso real de los sélidos disuelsosyendidos.

2.2.1.1.5 Aceites y Grasas: Extraccion Soxhlet. La extracc@mealiza con éter a partir de

la muestra seca que se usa para determinar stoidbes.

Aceites y Grasas pueden influir en los sistemastrdeamientos de aguas
residuales si se presentan en cantidades exceguagen interferir con los
procesos biolégicos aerobios y anaerobios reducindficiencia del tratamiento
de efluentes. Cuando las aguas residuales o efhératados, que poseen estas
sustancias, son volcados a los cursos de aguasleatpueden crear peliculas de

superficie y depositos en las orillas que llevda @degradacion del ambiente.

2.2.1.1.6 Aislamiento: Técnica de siembra por estrias engpl@écnica de las diluciones en
serie.Los elementos importantes para el estudio de l@somiganismos, consiste en
aislarlos y purificarlos a partir del tejido y/o teaal en estudio. Para llevar a cabo este
proceso existen diferentes metodologias y la édeabe cualquiera de ellas dependera del
tipo de tejido, sea este animal o vegetal y deilpegdisponible en el laboratorio.
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DILUCIONES DEL RESIDUAL PARA AISLAR
MICROORGANISMOS

Tomar 5 nL
deresidual

100ml del
medio de
crecimiento

Agitacion
por 48 horas

Tomar 1mL y transferir a Tomar 1mL y transferir a Tomar 1mL y transferir a

un tubo con 9ml de agua un tubo con 9ml de agua un tubo con 9ml de agua

estéril, hasta dilucién de estéril, hasta dilucién de estéril, hasta dilucién de
10 10°® 10

Una vez realizadas las diluciones
tomar 0,1mL de cada unay sembrar
a profundidad en cajas petri e
incubarlas a 30°C durante 48 horas.

GRAFICO 8. DIAGRAMA DE DILUCIONES
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PRUEBAS DE DEGRADACION EN

EL RESIDUAL
Tratamiento N° 1. Tratamiento N° 2. Tratamiento N° 3.
Tomar 1/5 de caja Tomar 2/5 de caja Tomar 3/5 de cajg
petri petri petri

Cada tratamiento se pruebd
con cada uno de los
microorganismos encontrados
en el residual diluido a

diferentes concentraciones

GRAFICO 9. DIAGRAMA DE LAS PRUEBAS DE DEGRADACION

2.2.1.2Técnicas

2.2.1.2.1 Temperatura (APHA-AWWA-WPCF 2250 B. Ver Anexo 1.)

2.2.1.2.2 pH (APHA-AWWA-WPCF 4500-HB. Ver Anexo 2.)

2.2.1.2.3 Sélidos Totales (APHA-AWWA-WPCF 2540-C Ver Anexg 3.
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2.2.1.2.4 Aceites y Grasas (APHA-AWWA-WPCF 5520 Wer Anexo 4.)

2.2.1.2.5 DQO (APHA-AWWA-WPCF 5220 D. Ver Anexo 5.)

2.2.1.2.6 Siembra en medio solido (Ver Anexo 6.)

2.2.1.3MATERIALES Y EQUIPOS

2.2.1.3.1 Materiales

TABLA 1. MATERIALES UTILIZADOS EN EL LABORATORIO.

Cantidad Material

3 Pipeta de 'mL

Erlenmeyer de 25mL

Probeta de 5mL

1 Caja de guant

Pera de vias
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6 Balén aforado de 2mL

1 Bal6r aforado de 100mL

1 Pizete

5 Vaso de precipitaciéon de ‘mL
3 Cépsula de porcelal

2.2.1.3.2 Reactivos

* Agua destilada. » Sulfato manganoso hidratado.
* Nitrato de sodio. * Molibdato de sodio
» Fosfato diacido de potasio. dihidratado.
» Cloruro de potasio. » Sulfato de zinc heptahidratado.
» Sulfato de magnesio  Eter etilico
heptahidratado. e Alcohol Industrial
» Cloruro de calcio. * Agar Macconkey
» Sulfato ferroso heptahidratado. * Agar PDA
« Acido borico. » Agar extracto de Malta

» Sulfato cuprico pentahidratado.

2.2.1.3.3 Equipos.

» Autoclave.

» Camara de flujo laminar.
* Incubadora.

* Refrigeradora.

* Balanza.
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2.3 DATOS EXPERIMENTALES

2.3.1 DIAGNOSTICO.

La industria de la extraccion de aceite de palmel &ctuador es una de las que mas impacto
ocasiona al ambiente no sélo por el hecho de oanaades extensiones de tierra para sus
cultivos, también por los subproductos que generande el proceso de extraccion de aceite

rojo.

En lo que respecta al sistema de tratamiento dasagsiduales de la industria se manejan
lagunas de oxidacion las cuales se inoculan e¢@nmezcla de agua residual, lodos y
estiércol de ganado no tienen conocimiento exaeigue tipo de microorganismos existen.

El proposito de esta investigacion es dar a contmmicroorganismos que se pueden
encontrar en el efluente de una extractora de paloetera, mediante la siembra y

aislamiento de los mismos.
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CAPITULO 3

3 LINEA DE INVESTIGACION

3.1 CALCULOS.

3.1.1 CALCULOS EMPLEADOS EN LA CARACTERIZACION DEL RESIDAL.

3.1.1.1S6lidos Totales.

Formula:
Sdlidos totales mg/L: (W2 —W1) X 20000

La constante 20000 proviene de la multiplicaciériodefactores de conversion para obtener

los resultados en mg/L divido para el volumen dalestra.

TABLA 2. CALCULO DE SOLIDOS TOTALES

Réplica w2 w1l Constante Sdlidos totales (rg/L)
1 162,96. 162,22t 2000( 1472(
2 183,13: 182,44 2000( 1378(

3 176,57t 175,87 2000( 1408(
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Promedic 1419:

3.1.1.2Aceites y grasas.

Formula
Aceites y grasas mg/L.: (W4 —W3) X 20000

La constante 20000 proviene de la multiplicaciériodefactores de conversion para obtener

los resultados en mg/L divido para el volumen dalestra.

TABLA 3. CALCULO DE ACEITES Y GRASAS.

Réplica w4 W3 Constante Aceites y grasas (mg/L)
1 108,6: 108,57¢ 2000( 62C
2 178,95¢ 178,93¢ 2000( 40C
3 159,10! 159,07¢ 2000( 58C
Promedic 53:

3.1.1.3Temperatura

TABLA 4. TEMPERATURA

Réplica T
1 38,t
2 38,2
3 38,t

Promedio 38,43
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3.1.1.4pH
TABLA5. PH
Réplica pH
1 4,2
2 4.t
3 4,c
Promedio 4,3

3.1.2 CALCULOS DE LA DQO EN LAS PRUEBAS DE DEGRADACION.

3.1.2.1DQO de pruebas de degradacion.

Formula
(A-B)xNx 8000 x F

D.Q.0 (Mg/L Oy);  =----mr
Vv

TABLA 6. CALCULO DQO PRUEBA DE DEGRADACION EN RESI DUAL AL 5%

] , , Peso eq.
Microorganismo Tratamiento A B N F V  D.Q.O (mg/L Oy):
02 * 1000
1 6,4 6,z 0,2F 800( 10C 10 400(
Aspergillus 2 6,4 6,25 0,25 8000 100 10 3000

3 6,4 6,3 0,25 8000 100 10 2000
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1 6,4 6,3t 0,2¢ 800( 10C 10 100(
Brevundimonas 2 6,4 6,37 0,2F 800C( 10C 10 60C
3 6,4 6,38 0,25 8000 100 10 400

TABLA 7. CALCULO DQO PRUEBA DE DEGRADACION EN RESID UAL AL 25%

Microorganism Tratam Peso eq D.Q.O
_ A B N F \Y
o] iento 02 * 1000 (mg/L O2):
Concentracion
54 5,2 0,25 8000 100 10 4000
al 25%
1 54 5,G 0,2t 800( 10C 10 200(
Brevundimona
o 2 54 535 0,2t 800( 10C 10 100(
s diminuta
3 54 5,3¢ 0,2t 800( 10C 10 80C
} 1 54 5,1 0,2t 800( 10C 10 600C(
Aspergillus
_ 2 54 5,2 0,2t 800C( 10C 10 400(
fumigatus
3 54 5,2¢ 0,2t 800( 10C 10 220(
_ 1 54 5,15 0,2t 800( 10C 10 500(
Fusarium
2 5.4 5,1 0,2t 800C 10C 10 600C(
avenaceum
3 54 5,2¢ 0,2t 800( 10C 10 240(
) 1 5.4 5 0,2t 800C( 10C 10 800C(
Fusarium
_ 2 5.4 5,1¢ 0,2t 800C( 10C 10 420(
solani
3 5.4 5. 2% 0,2t 800C( 10C 10 300C
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TABLA 8. CALCULO DQO PRUEBA DE DEGRADACION EN RESID UAL AL 50%

Microorganism  Trata Peso eq. D.Q.O0
_ A B N F Vv
o] miento 02 * 1000 (mg/L O2):
Concentracion
5,4 519 0,25 8000 200 10 8400
al 50%
. 1 5,4 52 0,25 8000 200 10 8000
Brevundimona
o 2 5,4 53 0,25 8000 200 10 4000
s diminuta
3 5,4 5,3¢ 0,2t 800( 20C 1C 160(
. 1 5,4 4,9 0,25 8000 200 10 20000
Aspergillus
. 2 5,4 5 0,25 8000 200 10 16000
fumigatus
3 5,4 525 0,25 8000 200 10 6000
_ 1 5,4 5,1F 0,2t 800( 20C 1C 1000(
Fusarium
2 5,4 4,9t 0,2t 800( 20C 1C 1800(
avenaceum
3 5,4 5,24 0,25 8000 200 10 6400
: 1 5,4 495 0,25 8000 200 10 18000
Fusarium
- 2 5,4 49 0,25 8000 200 10 20000
solani
3 5,4 5,21 0,2t 800( 20C 1C 760(

3.2 RESULTADOS.

Los resultados que se reportan son los obtenid@@aseajacucion de la tesis y los realizados

por laboratorios especializados.
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3.2.1 RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION DEL RESIDUAL.

TABLA 9. CARACTERIZACION DEL RESIDUAL

Temperatura °C 38.¢
pH 4.0¢
Sdélidos Totales mg/L 14.16¢
Aceites y Grasas mg/L 53¢
*Demanda Quimica de mg/L 20.00(
Oxigeno

3.2.2 RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS.

La identificacion de los microorganismos aisladesealiz6 en OSP, Facultad de Ciencias
Quimicas en el laboratorio de Microbiologia de tavdrsidad Central del Ecuador.

Se aislaron 3 cepas de hongos y 1 bacteria deualesc el hongo HA eéspergillus
fumigatus hongo HB4 =Fusarium avenaceunmongo HB =Fusarium Solaniy la bacteria

corresponde Brevundimonas diminutgVer anexos 7, 8, 9y 10.)
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3.2.3 PRUEBA DE DEGRADACION CON LOS DIFERENTES MICROORGASMOS.

TABLA 10. PRUEBAS DE DEGRADACION CONCENTRACION AL 5 %.

*DQO DQO
MICROORGANISMO TRATAMIENTO INICIAL FINAL
(mg/L) (mg/L)
1 2.24( 7.20(
*Fusarium avenaceum 2 2.24( 12.16(
3 2.24( 1.92(
1 2.24( 6.72(
*Fusarium solani 2 2.24( 14.56(
3 2.24( 14.88(
1 2.24( 4.00(
Aspergillus fumigatus 2 2.24( 3.00(
3 2.24( 2.00(
Brevundimonas ! 224 100t
. 2 2.24( 60C
3 2.24( 40C

*Fuente: Laboratorio de Andlisis Técnicos Facultadde Ciencias
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TABLA 11. PRUEBAS DE DEGRADACION CONCENTRACION AL 2 5%.

MICROORGANISMO

Fusarium avenaceum

Fusarium solani

Aspergillus fumigatus

Brevundimonas diminuta

TRATAMIENTO

W N P WDN P WDN P WDN R

*Fuente: Propia

DQO INICIAL (mg/L)

400(
400(
400(
400(
400(
400(
400(
400(
400C
400(
400(
400(

DQO FINAL
(mg/L)

5.00(
6.00(
2.40(
8.00(
4.20(
3.00(
6.00(
4.00(
2.20(
2.00(
100(
80C
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TABLA 12. PRUEBAS DE DEGRADACION CONCENTRACION AL 5 0%.

MICROORGANISMO TRATAMIENTO PQRO INICIAL DQO FINAL
(mg/L) (mg/L)
1 84(0 10.00(
Fusarium avenaceum 2 840( 18.00(
3 840( 6.40(
1 840( 18.00(
Fusarium solani 2 840( 20.00(
3 840( 7.60(
1 840( 20.00(
Aspergillus fumigatus 2 840( 16.00(
3 840( 6.00(
1 840( 8.00(
Brevundimonas diminuta 2 840( 400(
3 840( 160(

*Fuente: Propia
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TABLA 13. PORCENTAJES DE REMOCION DE CARGA ORGANICA CON BREVUNDIMONAS

CONCENTRACION TRATAMIENTO REMOCION (%)

25%
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3.3 ANALISIS ESTADISTICO DE LAS PRUEBAS DE DEGRADACION CON LOS
DIFERENTES MICROORGANISMOS

TABLA 14. DENOMINACION DE FACTORES.

FACTORES
MICROORGANISMOS TRATAMIENTOS CONCENTRACION
Fusarium Al 1 B1 5% C1
solani
Fusarium A2 2 B2 25% C2
avenaceum
Aspergillus A3 3 B3 50% C3
fumigatus
Brevundimonas A4
diminuta
Donde:
A: microorganismos
B: tratamientos
C: concentracion
Ho: Efecto A=0 H: Efecto A+ 0
Ho: EfectoB=0 H: Efecto B£ 0
Ho: EfectoC =0 kt Efecto C£ 0
Ho: Efecto AB =0 H: Efecto AB+#0
Ho: Efecto AC=0 H: Efecto AC#0
Ho: Efecto BC =0 Ht Efecto BC£0
Ho: Efecto ABC =0 i Efecto ABC#0

Para probar las 7 hipotesis descritas se utilizegaiente ANOVA:
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TABLA 15. ANOVA

FV SC GL CM FO VALOR p
Efecto A 685,115,781.94 3 228,371,927.31| 164,427,787.67]  1.6853E-128
Efecto B 292,850,802.78 2 146,425,401.39] 105,426,289.00]  1.5199E-122
Efecto C 747,269,269.44 2 373,634,634.72] 269,016,937.00]  7.2256E-130
Efecto AB 146,654,363.89 6 24,442,393.98| 17,598,523.67| 7.3604E-115
Efecto AC 224,308,963.89 6 37,384,827.31] 26,917,075.67] 3.5073E-118
Efecto BC 210,531,005.56 4 52,632,751.39] 37,895,581.00] 1.0978E-118
Afecto ABC 173,427,327.78 12 14,452,277.31] 10,405,639.67| 6.3726E-114
Error 50.00 36 1.39
Total 2,480,157,565.28 71

El anadlisis de varianza para probar los siete efe&, B, C, AB, AC, BC y ABC se muestra
en la tabla de ANOVA de la misma se concluye qee7lefectos debes ser interpretados,
ninguno se puede desechar enviandolos como erestggue los valores p de cada efecto
son estadisticamente significantes, es decir estémos. Como se puede observar los
valores p son menores que el nivel de significadeif.05.

Con un nivel de confianza de 95% se rechazan hagéiesis nulas y se puede decir que los

efectos de los factores son distintos de cero.

3.3.1 DIAGRAMA DE CAJAS SIMULTANEOS Y TESTS DE RANGOS MULIPLES

El diagrama de caja es otra herramienta para t@seficomportamiento de los datos y de

suma utilidad para comparar tratamientos. El diagrae caja se basa en los cuartiles y
parte el rango de variacion de los datos en cugatrpos, cada uno de los cuales contiene
25% de las mediciones de los datos menores y d#eddalonde se ubica el 50% que estan

en el centro.

3.3.1.1 Factor A: Microorganismo
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TABLA 16. FACTOR A MICROORGANISMOS CON EL METODO LS D

Multiple Range Tests for Var_ 1l by Factor & Micoorganismo

Method: 25,0 percent LED

Leweal Conart L2 Mean Homogensous Groups
Brevundimona 1a Z1EE,EE #

Aspergillus 1= FOzz, EE x

Fusarium 1a TE31,11 #

Fusariumsolani 18 10773, 3 #

Contrast Difference +/- Limits
Azpergillus - Brevundimona *4866, 67 1lz73,9
Aspergillus - Fusarium -508,88% 1z73,.9
Azpergillus - Fusariumsolani *-37E1,11 1lz73,9
Brevundimona - Fusarium *-L5475, L& 1lz73,9
Brevundimona - Fusariumsolani *-g85l17,78 1z73,.3
Fusarium - Fusariumsolani *-314z,EEZ 1lz73,9

* denotes a statistically significant difference.

Bajo el método LSD con un 95% de confianza, se @adidna que los resultados obtenidos
con Aspergillus y Fusarium avenaceurson grupos homogéneos, y estos son
significativamente diferentes d&evundimonas diminutque siempre logro bajar la carga

organica en mayor porcentaje lo contrarid-dearium solani

Means and 95,0 Percent LSD Intervals

(x 1009)
12F .
10F E .
8-— _'
N I 1 :
G ©f ;
> af :
oL t -
0F ]

Asp Brev  Fusarium A Fusariums

Factor_A Micoorganismo
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GRAFICO 10. FACTOR A MICROORGANISMOS CON EL METODO LSD
Los intervalos de los 4 microorganismos no se apasi, y como se puede observar el

correspondiente &revundimonasu media es diferente y menor que las medias sle lo

hongos.

3.3.1.2 Factor B: Tratamiento

TABLA 17. FACTOR B TRATAMIENTO CON EL METODO LSD

Maltiple Range Tests for War 1 by Factor B Tratamjiento

Method: 25,0 percent LED

Level C ot L5 Mean Homogeneous Groups

3 zd 4066, 67 ®

1 zd 7993 ,33 H

z 4 BEEG, 67 X

Contrast Difference +/- Limits
1 - E -&33,333 1103,E3

1 -3 *IFEE, BT 1103,E3
-3 *4E&0,0 1103,E3

* denotes a statistically significant difference.

Con un nivel de confianza del 95% bajo el proce€D[l se puede asegurar que el
tratamiento 1 y 2 son homogeéneos se demuestrapeorlores de DQO en algunos casos se
disparaban y en otros se mantenia respecto al ma&a@l, son significativamente diferentes
del tratamiento 3 que logro dismiuir la DQO entne 25 y 80% con los diferentes

microorganismos.
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Means and 95,0 Percent LSD Intervals

Tt
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5500
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Factor_B Tratamiento

GRAFICO 11. FACTOR B TRATAMIENTOS CON EL METODO LSD

Los intervalos de los Tratamientos se traslaparmdCpodemos observar en la grafica
tratamiento 1 y 2 colaboran menos para disminuD@O; mientras que el tratamiento 3
logra disminuir la DQO en una concentracion del 25864000 mg/L hasta valores en un
rango de 800 a 3000mg/L. Se puede verificar quadéesgicamente son diferentes en media,
el tratamiento 3 de todos los demas.
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3.3.1.3 Factor C: Concentracion

TABLA 18. FACTOR C CONCENTRACION CON EL METODO LSD

Maltiple Range Tests for Var_ 1 by Factor C Concentracion

Method: 25,0 percent LED

CO Lavel C ot L3 Mean Homogeneous Groups
n z5% z4 683,33 ®
E% 4 B0z, 33 #
un  cos 24 11200,0 H
NV conecrase Difference +/- Limits
el 25% - E% *-Z0Z0,0 1103,23
d EE% - EO% *-75lE, 67 lloz, &3
€ £y - Eos *-LL9E, 67 1103,23
con

* denotes a statistically significant difference.

flanza de 95% bajo el procedimiento LSD, se corelgye las concentraciones de 5%, 25%

y 50% son significativamente diferentes.

Means and 95,0 Percent LSD Intervals
13100

t

11100
—i
100
EEP
=7100

¥

5100

1]

25% 5% 50%

Factor C Concentracion

3100

GRAFICO 12. FACTOR C CONCENTRACION CON EL METODO LS D
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La grafica muestra medias para las posiciones gentraslapan, lo que indica que existe

suficiente evidencia para concluir que las coneeidnes tienen efecto en la disminucion de
DQO.

3.3.2 INTERPRETACION DE EFECTOS ACTIVOS

Antes de comenzar a interpretar conviene teneeptegjue el interés es minimizar el DQO
inicial, de tal forma que se determine la combid@acijue corresponde a los puntos mas
bajos en las graficas. En la Var_1 se registra@Dinal.



~60 ~

Interaction Plot
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GRAFICO 13. ILUSTRACION DE INTERACTION PLOT FACTOR A VS FACTOR B

En base a la ilustracion de Interaction Plot Faétavlicroorganismo relacionado con el
Factor B Tratamiento, se determina que el microsgam mas eficiente es Brevundimonas

diminuta utilizando el tratamiento 3.
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Interaction Plot
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GRAFICO 14. ILUSTRACION DE INTERACTION PLOT FACTOR AVS FACTOR C

De acuerdo a la ilustracion de Interaction Plottéiad Microorganismo relacionado con el
Factor C Concentracién se concluye que la mejoeh@ue degradacion concentracion es a
5%.

3.3.3 VERIFICACION DE SUPUESTOS

Los supuestos de normalidad, varianza contantedependencia de los residuos en un

disefio factorial se verifican principalmente cos eétodos graficos.
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Residual Plot for Var 1
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GRAFICO 15. RESIDUOS VS PREDICHOS DE LAVAR_1 VS FACTOR C
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GRAFICO 16. RESIDUOS VS PREDICHOS DE LAVAR_1 VS FACTOR C

La independencia se verifica desde el momentoainen que se realizé las observaciones.
En la figura que ilustra residuos vs predichosadear 1 se cumple el supuesto de varianza
constante, al caer todos los puntos dentro de andabhorizontal. De igual manera, se

cumple la normalidad al caer los residuos alineado$a grafica de probabilidad normal.
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Otro aspecto importante a observar en estas gsafda ausencia de observaciones atipicas

0 aberrantes.

3.4 PROPUESTA.

Se propone continuar con la investigacion ya quieesima importancia para la industria de
la extraccion de aceite rojo no solo porque remtasan beneficio para ellos sino porque

estamos ayudando al ambiente al usar microorgasig@to/os del agua residual.

3.5 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En la tabla 10 los resultados de la DQO realizablssexto dia de inoculado los
microorganismos los valores altos se presentam®hdngos, y la bacterl@evundimonas

degrado mejor la carga organica.

Fusarium avenaceumios dos primeros tratamientos disparan los resodtad parecer la
carga organica es demasiado para la concentra@omidroorganismos, en el tercer
tratamiento se logra bajar la DQO de 2240 a 1920Lnsynque no es un valor

representativo.

Fusarium solani: en este microorganismo los resultados obtenidosaios y la DQO

incrementa de manera proporcional con la conagntralel hongo.

Aspergillus fumigatus:no se disparan de manera elevada los valores de 1@, B{@ra mas

gue los otros dos hongos la carga organica presargeresidual.

Brevundimonas diminuta:la bacteria dio mejor resultado respecto a laattgion de la

carga organica del residual, en los 3 tratamienéjs la DQO de manera representativa.
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En la tabla 11 tenemos las pruebas realizadasedielual al 25% la bacteria presento los

valores mas bajos de DQO y los hongos mejorarategtadacion en esta concentracion.

Fusarium avenaceum y Fusariumsolani: no se dispara demasiado el valor en comparacion

con la tabla anterior, en el tercer tratamientd @O baja en un 40 y 25% respectivamente.

Aspergillus fumigatus:el primer tratamiento no se eleva de manera eadgezl valor de la
DQO mientras que en el segundo se mantiene yterncero se presenta una disminucion del

45% respecto al valor inicial.

Brevundimonas diminuta:en los tres tratamientos presenta disminuciénadBQO con

valores menores al 50% de la carga inicial usada prueba.

En la tabla 12 tenemos los resultados de las psuebal residual a una concentracion del

50%, los hongos decaen en su actividad degradadora.

Fusarium avenaceum y Fusariunsolani: bajan la capacidad de degradacion en los dos
primeros tratamientos se eleva la DQO y en el tence baja de manera representativa.

Aspergillus fumigatus:al igual que los hongos fusarium decae su capaddgrhdativa en
el tratamiento 1 y 2. En el tercer tratamiento dngrye la DQO en 29%.

Brevundimonas diminuta:la bacteria dio mejores resultados en comparacmm los
hongos pues se logro bajar al 19 % 1600 mg/L la EQ@omparacion con el valor inicial

de la concentracion al 50% que fue de 8400 mg/L.

Comparando los valores obtenidos en las tabla teseme en el N° 10 son mas elevados
respecto a los hongos, esto se debe que el anddids demanda quimica de oxigeno se

realizé a los 6 dias de inoculados los microorgaoss en este tiempo recién estan
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empezando la degradacion por lo tanto la demaratpufshica de estos es alta provocando

gue se dispare el valor de la demanda quimica idemo.

En la tabla N° 11 trabajan mejor los hongos en e@wagidn con el tabla N° 10; pues en la
prueba con residual al 25% se dejo actuar los igemismos por mas tiempo (15 dias), en

cuanto a la bacteriarevundimonaslio el mejor resultado en comparacion con los bheng

La bacterigbrevundimona®n las tres pruebas cuadros N° 10, 11 y 12 daosuesultados
en la degradacion de la carga organica contenidal eesidual de la extractora de palma
aceitera.

En cuanto al desempefio de los hongos estos nawduén resultado en poco tiempo (tabla
N°10) pero al transcurrir el tiempo mejoran su cajzd degradativa (tabla N°11), aunque

en concentraciones ya elevadas empiezan a decaeraetividad (tabl&l°12).

Los cuatro microorganismos en las tres pruebaspt@®n mejorias en cuanto al olor del

agua residual.

Respecto a la coloracion bajo el tono lodoso cartstico que presenta el agua residual de
las extractoras de aceite de palma aceitera, auRgsarium avenaceurny la bacteria
brevundimonade dieron un tono ligeramente rojizo al agua, esbido a que el hongo
Fusarium avenaceute dio color rojo al agar PDA, y la bactebeevundimonase sembro

en agar Macconkey.

La familia de hong@spergillusha sido utilizada en biotecnologia para difereptepdsitos
entre estos tenemos la remolicién del color dedagatmvenientes de la industria textil con
una eficiencia del 80.55%, biorremediacion de lodmstaminados con aceites lubricantes
usados en el cual se utilizo en consorcio con dtoog)os en biopilas con buenos resultados,
relacionando corAspergillus fumigatuaitilizado en la presente investigacion podriamos

decir que se llega a la concordancia de que eldvapgda a la remolicion del color.
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En comparacion con la espe@isariumque también se aislo en el residual de la extracto
Aspergillus fumigatuss el hongo que logro bajar de 4000 a 2200mg/ar\de la DQO con

una concentracion del 25% de residual (tabla Nehlas diferentes pruebas realizadas.

Los hongos de la familia Fusarium son usados mee ipgestigaciones relacionadas a la

agricultura ya que es considerado un microorganfsomatogeno.

La familia Pseudomonass un grupo de bacteria usado ampliamente erofacbiologia no

solo en plantas para tratamiento de aguas resgisale en diversos tipos de investigacion
como produccion de biofertilizantes, biorremediacide suelos contaminados con
hidrocarburos, como catalizador en transesterificade aceite de desecho con metanol,
degradacién de parafinas, produccién de metaboéitdsnicrobianos, entre otros todos

dando excelentes resultados.

En el residual de la extractora de palma aceie@btuvo cepas daevundimonas diminuta
con las cuales se obtuvo los mejores resultaddasepruebas de degradacion realizadas
pues en todos los tratamientos se logrd bajar ler waicial de la DQO, los valores mas
bajos de cada tratamiento fueron (tabla N°10) 224400 mg/L, (tabla N°11) 4000 a
800mg/L, y de 8400 a 1600 mg/L (tabla N° 12).

En la tabla N° 13 se encuentran los porcentajesmecion alcanzados ctmevundimonas
donde podemos observar que se puede llegar hasg&2%nde remocion de la carga

contaminate existente en el efluente.
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CAPITULO 4

4 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES.

1. Se realiz6 la caracterizacion del residual, donoldemos deducir que es un
residual &cido con un valor de DQO de 20.000 mglie nos indica que

contiene alta carga organica.

2. Se aislo y purifico cepas de los microorganismesgmtes en el agua residual
entre ellos varios hongos identificados carusarium avenaceum, Fusarium

solani, Aspergillus fumigatug,la bacteridBrevundimonas diminuta.

3. Durante las pruebas de degradacion, los horfggsarium avenaceum,
Fusarium solani, Aspergillus fumigatuyncionaron mejor con el tercer
tratamiento a una concentracion del 25% de residual

4. La bacteria aislada del residuBtevundimonas diminutaio los mejores
resultados en todas las pruebas realizadas, puasaetoncentracion de 50%
de residual se obtuvo después del tratamiento lan @a 1600 mg/L a partir
de 8400 mg/L como valor inicial.

5. Se logro reducir el olor caracteristico del efleent



~ 68 ~

6. El mayor porcentaje de remocién que se logrolmewundimonas de 82%
en el tratamiento 3 en el residual con una conaeidin al 5%.

4.2 RECOMENDACIONES.

1. Probar los microorganismos encontrados en otrodépagua residual.

2. Se recomienda trabajar con los microorganismosogjuisto para comprobar

su eficacia al degradar materia orgénica.

3. Continuar con las pruebas de degradacion de maspexifica para obtener
la dosificacién exacta al 100% del residual.

4. Realizar una bioestimulacion cdmevundimonaguesto que nos dio mejor

resultados durante las pruebas de degradacion.

5. La Facultad de Ciencias siga con la investigagies en la industria de la
extraccion de aceite rojo de palma africana no seuentra mucha
informacion sobre microorganismos especificos, @deeh aislamiento y las
pruebas de degradacién es un tema amplio e inteeedasde el punto de
vista biotecnologico y ambiental.
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RESUMEN

Se realizo el aislamiento e identificacion de v@tiongos y bacterias a partir del efluente de
una extractora de aceite rojo de Palma Africana,etdin de obtener informacion sobre los
tipos de microorganismos existentes en el residpa, puedan ser usados como agentes
biorremediadores.

Aplicando método experimental se partié del ags&dual que previamente se caracterizo
para diluir a varias concentraciones y se procadiémbrar en diferentes medios de cultivos
como Macconkey, PDA, se usaron materiales come ¢¥g#i, pipetas, erlenmeyer, equipos
como camara de flujo laminar, incubadora, autociatécnicas de temperatura, pH, aceites
y grasas, DQO, siembra microbiolégica. Una veztifleados se los sometid a pruebas para
comprobar su capacidad degradadora en el residuigadal 5, 25 y 50%.

Se obtuvo cepas dEusarium avenaceum, Fusarium solani, Aspergillumi@atus, y

Brevundimonas diminuta

Cada microorganismo se dosifico en tres tratamgedionde se midié la DQO antes y
después de las pruebas, &mvundimonas diminuta &100 se pudo llegar a una DQO de
1600 mg/L en tanto que cdfusarium avenaceum, Fusarium solani, Aspergillusifiatus

la disminucion de DQO se dio en un 25 y 40%. Téwgdongos como la bacteria mejoraron
el olor caracteristico del agua residual, tambéanlsservo remolicion del color.

Los resultados de los ensayos realizados en efdabim lleva a concluir que: es posible

aislar microorganismos nativos y usarlos en laatagion de carga organica.
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SUMMARY

Insolation and identification of various fungi abdcteria from the effluent of a red oil
extractor of African Palm Tree were carried outdistain information on the types of

organisms existing in the residue, which can be usg bioremedation agents.

Applying the experimental method residual watewmesly characterized was the starting
point to dilute at various concetrations; sowingsvearried out in defferent cultura media
such as Macconkey and PDA in the laminar flow chamhfter having been identified they

were subjected to tests to assess their degradpagity in the residue at 5, 25, and 50%.

Strains of Fusarium avenaceun, Fusarium solanieigius fumigates and Brevundimonas

diminuta were obtained.

Each microorganism was dosed into the treatmentravthe DQO before and after the
testing was measured; with Brevundimonas diminfi#860 it was posible to reach a DQO
of 1600 mg/L, while with Fusarium avenaceun, Fusarsolani and Aspergillus fumigates
the decrease of DQO was given by 25 and 40%. Bwungi and bacteria improved the

characteristic smell of residual water; the colondjing was also observed.

The lab trial results show that is possible to iasdnative organisms and the use them in the

organic load degrading.
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ANEXOS

ANEXO N° 1. INSTRUCTIVO ANALISIS DE TEMPERATURA

e Introducir el termdmetro en la muestra.
* Cuando que se estabilice la lectura.
« Ver cuanto marca en la escala.

* Retirar el instrumento y lavarlo.

ANEXO Ne 2. INSTRUCTIVO ANALISIS DE PH

» Encender el equipo e introducir el electrodo delpeétro en la muestra.

 Cuando se estabilice la lectura en el indicader, é¢ valor.

ANEXO N° 3. INSTRUCTIVO ANALISIS DE SOLIDOS TOTALES

* Tomar una muestra de 50 mL exactos colocandola eagsula de porcelana junto
con el algodoén y el papel filtro, previamente pesadegistrar este valor.
» Secar en el microondas de acuerdo al cuadro inglices adelante.

* Realizar los célculos de acuerdo a la formula exibcmas adelante.
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ANEXO N° 4. INSTRUCTIVO ANALISIS DE ACEITES Y GRASA S

» Colocar la muestra en el capuchdn de papel filtmoptar en el equipo Soxhlet.

» Pesar el balon para la extraccion.

» Someter a extraccion hasta que el papel filtro lelstéco y el solvente en la camisa
delSoxhlet sea incoloro. Evaporar el solvente ddlaetoaceitoso del balon y
eliminar las trazas del éter colocando el balénaeestufa, aproximadamente 20
minutos.

» Dejar enfriar el balon hasta peso constante.

Tabla de secado para efluentes

MUESTRA MICROONDAS

Muestra 50g
AGUAS LODOSAS *Tiem 8 min / Pot 5
(efluente, agua de piscinas) *Tiem 8 min/ Pot 4
*Tiem 2 min / Pot 3

CALCULOS
Solidos totales mgl/L: (W2 —W1) X 20000

Aceites y grasas mg/L: (W4 — W3) X 20000
Donde:
ST: Solidos totales Ws: Peso del balon vacio
T: Tiempo W, Peso del balon mas el aceite
Min: Minutos extraido
Pot: Potencia Ws: Peso del aceite extraido
Wi Peso capsula mas muestra 20000: Constante
fresca mg/L: miligramos / litros
Wa: Peso de capsula mas

muestra seca



~79 ~

ANEXO N° 5. INSTRUCTIVO ANALISIS DE LA DEMANDA QUIM ICA DE OXIGENO

MATERIALES Y EQUIPOS

Equipo de reflujo

Probeta de 50 mL

Pipeta graduada de 10 mL
Buretas graduadas

Perilla de succion

Balon aforado de 100 mL
Piseta

Balanza de precision

© 0o N o bk wdhPE

Gotero
10.Vaso de precipitacion de 50 mL

REACTIVOS

Solucién de dicromato de potasio 0.25N
Sulfato de plata

Sulfato mercurico

Sulfato ferroso amoniacal 0.25 N
Ferroina

Acido sulfarico concentrado

N o ok~ w0 Dbd P

Agua destilada
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ACTIVIDADES

1. Tomar con una pipeta aforada tl de la muestra diluida, de acuerdo al cuadro
indicado mas adelante y verter en el balon (coateld los nucleos de ebullicion).

2. Agregar 0.2 g de sulfato mercurico (como eliminagd®inhibidores).

3. Afnadir 1 mL del reactivo sulfato de plata en acsidfarico y agitar para diluir el
sulfato mercurico.

4. Agregar 6 mL de la solucion de dicromato de potgsimalmente 13 mL mas del

reactivo sulfato de plata en acido sulfarico.

Mezclar (agitando en circulos.

Conectar el equipo de reflujo y someter a reflgophoras.

Cubrir el extremo abierto del condensador con s yEequefo.

Pasado el tiempo dejar enfriar el balén a tempeatbiente.

© ©® N o O

Enjuagar con agua destilada al condensador (penddi que esta diluya la muestra

del balon).

10. Sobre la muestra fria poner 2 a 3 gotas de indicddooina y titular el exceso de
dicromato de potasio con la solucion de sulfatooBa amoniacal, siendo el punto
final de la titulacion el cambio de color azul vesd a café rojizo.

11.1gualmente someter a reaccion un “blanco”, afiadierdlugar de la muestra, 10 mL

de agua destilada.

CALCULOS
(A-B)xNx 8000 x F
D.Q.0 (mg/mL Oy): -
Vv




Dénde:

A: mL de sulfato ferroso amoniacal
para el blanco

B: mL de sulfato ferroso amoniacal
para la muestra

N: Normalidad del sulfato ferroso
amoniacal: 0.25 N

8000: Peso equivalente del oxigeno
multiplicado por 1000 ( ml al)
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F:

Factor de dilucion (veces que la

muestra es diluida

V:

ml:

L:

Volumen de la muestra

Mililitros

Litros
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ANEXO N° 6. SIEMBRA EN MEDIO SOLIDO

En superficie
* Se colocan 0.1 mL de la diluciéon de la muestrappeta estéril en el centro de
la placa, y se distribuye con un rastrillo esteéril.
* Se siembra con un ansa para aislar, como se expéisadelante.

» Se siembra con un hisopo.

Incorporada

» Se coloca 1 mL de la muestra en una placa esggihyen el centro de la misma.
Sobre ella se agregan 20 mL de medio de cultivdifliny termostatizado a 45°C;
luego se agita la placa, moviéndola 4 veces enideemtorario, 4 en sentido
antihorario, una vez de arriba a abajo, una vezahlas costados y una vez en
sentido antihorario.

» Las placas se incuban invertidas, ya que la alt@ezdracion de agua en el medio
puede provocar condensacion durante la incubacigincge sobre la superficie del

agar, se extiende dando un crecimiento confluente.
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ANEXO N° 7. IDENTIFICACION DE FUSARIUM AVENACEUM

OFERTA DE SERVICIOS Y PRODUCTOS 9
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR Osp
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA J

INFORME DE RESULTADOS

INF.LAB.MIL19501
ORDEN DE TRABAJO No. 029793

SOLICITADO POR: Rodriguez Zambrano Paola
DIRECCION DEL CLIENTE: Quininde
MUESTRA DE: Cultivo microbiano
" Caja petri con medio de cultivo AGAR EXTRACTO DE MALTA —
DESCRIPCION: HONGO HB4
LOTE:

FECHA DE ELABORACION:
FECHA DE VENCIMIENTO: -
FECHA DE RECEPCION: 14/12/2010

HORA DE RECEPCION: 10h06

FECHA DE ANALISIS: 15/12/2010

FECHA DE ENTREGA DE RESULTADOS 17/01/2011

A LA SECRETARIA: !

CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA

COLOR: Caracteristico

OLOR: Caracteristico

ESTADO: Solido

CONTENIDO DECLARADO: 1 caja petri

CONTENIDO ENCONTRADO: =

OBSERVACIONES: Los Resultados que consl?n en el presente informe se refieren a la

muestra entregada por el cliente al OSP.
MUESTREADO POR: EL CLIENTE
INFORME
OBSERVACION MACROSCOPICA RESULTADOS
Didmetro de las colonias ( 5 dfas) > a4 cm (Crecimiento 7 dias)
Color parte superior Rojizo, algodonoso
Color parte inferior Sombras rojizas
Densidad Abundante de micelio aéreo
OBSERVACION MICROSCOPICA
Conidioforos Simples con pocas ramificaciones
Células conidiogénicas Fusiformes, con 0 a 3 seplos
Microconidias Presentes en micelio aéreo, de
forma oval
HONGO Fusarium avenaceum
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ANEXO N° 8. IDENTIFICACION DE FUSARIUM SOLANI.

OFERTA DE SERVICIOS Y PRODUCTOS ’
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS ;
UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR OsP
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA J
INFORME DE RESULTADOS

INF.LAB.ML19502
ORDEN DE TRABAJO No. 029793

SOLICITADO POR: Rodriguez Zambrano Paola
DIRECCION DEL CLIENTE: Quininde
MUESTRA DE: Cultivo microbiano
. Caja petri con medio de cultivo AGAR EXTRACTO DE MALTA —
DESCRIPCION: HONGO HB
LOTE:

FECHA DE ELABORACION:
FECHA DE VENCIMIENTO:

FECHA DE RECEPCION: 14/12/2010
HORA DE RECEPCION: 10h06
FECHA DE ANALISIS: 15/12/2010
FECHA DE ENTREGA DE RESULTADOS
A LA SECRETARIA: gl
CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA
COLOR: Caracteristico
OLOR: Caracteristico
ESTADO: Solido
CONTENIDO DECLARADO: 1 caja petri
CONTENIDO ENCONTRADO: S s
OBSERVACIONES: Los Resultados que consl._an en el presente informe se refieren a la
muestra entregada por el cliente al OSP.
MUESTREADO POR: EL CLIENTE
INFORME
OBSERVACION MACROSCOPICA RESULTADOS
Didmetro de las colonias ( 5 dias) >a 3 cm (Crecimiento 7 dfas)
Color parte superior Durazno, algodonoso
Color parte inferior Amarillento
Densidad Abundante de micelio aéreo
OBSERVACION MICROSCOPICA
Células conidiogénicas Con 0 a 3 septos
Microconidias Presentes en micelio aéreo, de forma oval
HONGO Fusarium solani
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ANEXO N° 9. IDENTIFICACION DE ASPERGILLUS FUMIGATUS .

OFERTA DE SERVICIOS Y PRODUCTOS 9
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR Oosp
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA ,J

INFORME DE RESULTADOS

INF.LAB.ML19500
ORDEN DE TRABAJO No. 029793

SOLICITADO POR: Rodriguez Zambrano Paola
DIRECCION DEL CLIENTE: Quininde
MUESTRA DE: Cullive microbiano
. Caja petri con medio de cultivo AGAR EXTRACTO DE MALTA -
DESCRIPCION: HONGO HA
LOTE:

FECHA DE ELABORACION: 5
FECHA DE VENCIMIENTO: -

FECHA DE RECEPCION: 14/12/2010

HORA DE RECEPCION: 10h08

FECHA DE ANALISIS: 15/12/2010

FECHA DE ENTREGA DE RESULTADOS

A LA SECRETARIA: Tanzons

CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA

COLOR: Caracteristico

OLOR: Caracteristico

ESTADO: Sélido

CONTENIDO DECLARADO: 1 caja petri

CONTENIDO ENCONTRADO: -

OBSERVACIONES: Los Resultados que constan en el presente informe se refieren a la

muestra entregada por el cliente al OSP.
MUESTREADO POR: EL CLIENTE
INFORME
OBSERVACION MACROSCOPICA RESULTADOS
Didmetro de las colonias ( 5 dfas) 0.5 a3 cm (Crecimiento 7 dias)
Color parte superior Verde oscuro
Color parte inferior Amarillo
Densidad Abundante
OBSERVACION MICROSCOPICA
Conidias Dispuestas en forma radiada
Vesiculas En forma de clavo
Conidioforos Verdes, densa capa
HONGO Aspergillus fumigatu:
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ANEXO N° 10. IDENTIFICACION DE BREVUNDIMONAS DIMINU TA.

OFERTA DE SERVICIOS Y PRODUCTOS e
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR Osp
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA 0

INFORME DE RESULTADOS

INF.LAB.MI.19535
ORDEN DE TRABAJO No. 029793

SOLICITADO POR: Rodriguez Zambrano Paola

DIRECCION DEL CLIENTE: Quininde

MUESTRA DE: Cultivo microbiano

DESCRIPCION: Caja petri con medio de cultivo AGAR MacCONKEY
LOTE:

FECHA DE ELABORACION:
FECHA DE VENCIMIENTO:

FECHA DE RECEPCION: 14/12/2010

HORA DE RECEPCION: 10h06
FECHA DE ANALISIS: 15/12/2010

FECHA DE ENTREGA DE RESULTADOS

A LA SECRETARIA: i
CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA
COLOR: - Caracteristico
OLOR: Caracteristico
ESTADO: Sélido
CONTENIDO DECLARADO: 1 caja petri
CONTENIDO ENCONTRADO:
Los Resultados que constan en el presente informe se refieren a la
GRS ENAEEMES. muestra entrega:a por el cliente al OgP.
MUESTREADO POR: EL CLIENTE
INFORME
*OBSERYACION MACROSCOPICA COLONIA RESULTADO
Tamaiio de la colonia 2-5 mm
Forma Cireular
Elevacion & Plana
Margen Regular
Color Crema
Superficie Brillante
Densidad Escasa
Consistencia Butirosa
*OBSERVACION MICROSCOPICA
Coloracién Gram Negativo
Esporas Negativo
Morfologiza celular Bacilos
*BACTERIA Brevundi iminuta
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ANEXO N° 11. COMPOSICION DEL MEDIO DE CRECIMIENTO.

NaNG;
KH,PO,
MgSQO,. 7H,0
CaCb
FeSQ.7H,0
Extracto de Levadura
H3BO,
CuSQ.5H,0
MnSQO,.H,0O
MoN&QO,4.2H,0O
ZnSQy.7H,0

79
0.5g
19
0.01g
0,01

0,019
0,269
0.5¢g
0,59
0,069
0,79
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ANEXOS DE FOTOS
FOTOGRAFIA N° 1. PREPARACION DEL MEDIO DE ENRIQUECI MIENTO

AGITACION DEL
ENRIQUECIMIENTO

FOTOGRAFIA N° 2.
MEDIO DE
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FOTOGRAFIA N° 3. COLONIAS DE BREUVUNDIMONAS DIMINUTA

FOTOGRAFIA N° 4. COLONIA DE ASPERGILLUS
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FOTOGRAFIA N° 5. COLONIAS DE ASPERGILLUS

06/10/201

FOTOGRAFIAN° 6. COLONIAS DE FUSARIUM
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FOTOGRAFIA N° 7. CEPA DE FUSARIUM SOLANI

27/10/20

FOTOGRAFIA N° 8. CEPA DE FUSARIUM AVENACEUM
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FOTOGRAFIAN° 9. INICIO DE LAS PRUEBAS DE DEGRADACION

FOTOGRAFIA N° 10. PRUEBAS DE DEGRADACION SEXTO DIiA
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FOTOGRAFIA N° 11. PRUEBAS DE DEGRADACION DECIMO DiA

FOTOGRAFIA N° 12. PRUEBAS DE DEGRADACION QUINCE DIAS




